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DESCRIPCION

Fabricacion y uso de ARN monocatenario sintetizado in vitro para la introduccién en células de mamifero para inducir
un efecto bioldgico o bioquimico

Campo de la invencién

La invencion se expone en las reivindicaciones adjuntas. Las realizaciones de la descripcion que no entran dentro
del ambito de las reivindicaciones se proporcionan solo con fines ilustrativos y no forman parte de la presente
invencion.

La presente invencion se refiere a composiciones de ARN, sistemas, kits y procedimientos de fabricacion y uso de
composiciones de ARN que comprenden ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro para inducir un efecto
bioldgico o bioquimico en células humanas o de otros mamiferos, en los que la composicién de ARN se introduce de
manera repetida o continua. En determinadas realizaciones, la presente invencion se refiere a composiciones de
ARN y a procedimientos de fabricacion y uso de las mismas para inducir efectos biolégicos o bioquimicos en células
que estan en cultivo ex vivo o células que estan in vivo en un tejido, 6érgano u organismo, en las que el efecto
biolégico se puede inducir en las células, o en un tejido, 6érgano u organismo que contenga las células. En
determinadas realizaciones, las composiciones de ARN estan "sustancialmente libres", "casi libres", "esencialmente
libres", "practicamente libres", "extremadamente libres" o "absolutamente libres" de ARN bicatenario. En algunas
realizaciones, el efecto biolégico o bioquimico comprende reprogramar células que presentan un primer estado
diferenciado o fenotipo a células que presentan un segundo estado diferenciado o fenotipo, tal como reprogramar
células somaticas humanas a células madre pluripotentes, o inducir células fibroblasticas humanas a células
neuronales.

Antecedentes

En 2006, se informé (Takahashi y Yamanaka 2006) que la introduccion de genes que codifican cuatro factores
proteicos (OCT4 (Octamero-4; POU clase 5 caja homeostasica 1), SOX2 (SRY (regiéon determinante del sexo Y)-caja
2), KLF4 (factor 4 similar a Krueppel) y c-MYC) en células somaticas de ratén diferenciadas indujo a esas células a
convertirse en células madre pluripotentes, (a las que se hace referencia en el presente documento como "células
madre pluripotentes inducidas”, "células iPS" o "iPSC"). Tras este informe original, las células madre pluripotentes
también se indujeron mediante la transformaciéon de células somaticas humanas con genes codificantes de los
factores proteicos humanos similares (OCT4, SOX2, KLF4 y c-MYC) (Takahashi y col. 2007), o mediante la
transformacion de células somaticas humanas con genes codificantes de los factores humanos OCT4 y SOX2 mas
genes codificantes de otros dos factores humanos, NANOG y LIN28 (homologo A de Lin-28) (Yu y col., 2007). Todos
estos procedimientos usaron retrovirus o lentivirus para integrar los genes codificantes de los factores de
reprogramacion en los genomas de las células transformadas, y las células somaticas se reprogramaron en células
iPS solo durante un largo periodo de tiempo (por ejemplo, durante mas de una semana).

La generacion de las células iPS a partir de células somaticas diferenciadas es muy prometedora como un posible
medio para el tratamiento de enfermedades a trasvés del trasplante de células. La posibilidad de generar células iPS
a partir de células somaticas de individuos enfermos puede permitir el desarrollo de terapias especificas del enfermo
con menor riesgo debido al rechazo inmune. Aun mas, la generacion de células iPS a partir de células somaticas
especificas de la enfermedad parece ser prometedora como medio de estudio y desarrollo de farmacos para tratar
estados patoldgicos especificos (Ebert y col. 2009, Lee y col. 2009, Maehr y col., 2009).

La administracion virica de genes codificantes de factores de reprogramacién proteicos (o factores “iPSC”)
proporciona una manera muy eficaz de producir células iPS a partir de células somaticas, pero la integracion del
ADN exdgeno en el genoma, tanto aleatoria como no aleatoria, genera resultados impredecibles y pueden, a la
larga, provocar cancer (Nakagawa y col. 2008). Nuevos informes muestran que se pueden crear células iPS (con
menor eficacia) usando otros procedimientos que no requieren la integracion en el genoma. Por ejemplo, se
demostré que transfecciones repetidas de plasmidos de expresion que contienen genes para OCT4, SOX2, KLF4 y
c-MYC en fibroblastos embrionarios de ratén generan células iPS (Okita y col. 2008). También se generaron células
madres pluripotentes inducidas a partir de células somaticas humanas mediante la introduccién de un plasmido que
expresaba genes codificantes de OCT4, SOX2, c-MYC, KLF4, NANOG y LIN28 (Yu y col. 2009). Otros enfoques
exitosos para generar células iPS incluyen tratar células somaticas con: factores de reprogramacion proteicos
recombinantes (Zhou y col., 2009); adenovirus no integradores (Stadtfeld y col., 2008); o transposones piggyBac
(Woltjen y col., 2009) para administrar factores de reprogramacion. Actualmente, la generacion de células iPS
usando estas técnicas de administracion no virica para administrar factores de reprogramacion es extremadamente
ineficaz. Los futuros procedimientos de generaciéon de células iPS para posibles aplicaciones clinicas necesitaran
aumentar la velocidad y la eficacia de la formacion de células iPS a la vez que se mantenga la integridad del
genoma.

Robertson y col., 2009 desvelan ARN que contiene muestras tratadas con RNAsa |l para digerir contaminantes de
ARN bicatenario mediante la incubacion en MgCl, 10 mM. La presente invencion como se define en las
reivindicaciones aplica una concentracion de cationes de magnesio de aproximadamente 1-4 mM y una sal que
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proporciona una fuerza iénica equivalente a al menos aproximadamente 50-300 mM de acetato de potasio o
glutamato de potasio que proporciona una digestion mas completa de ARN bicatenario, a la vez que mantiene mejor
la integridad del ARN monocatenario.

Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere a composiciones de ARN, sistemas, kits y procedimientos de fabricacion y uso de
composiciones de ARN que comprenden ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro para inducir un efecto
bioldgico o bioquimico en células humanas o de otros mamiferos, en los que la composicién de ARN se introduce de
manera repetida o continua. En determinadas realizaciones, la presente invencion se refiere a composiciones de
ARN y a procedimientos de fabricacion y uso de las mismas para inducir efectos biolégicos o bioquimicos en células
que estan en cultivo ex vivo o células que estan in vivo en un tejido, érgano u organismo, en las que el efecto
bioldgico se puede inducir en las células, o en un tejido, 6rgano u organismo que contenga las células.

En 2006, se informd (Takahashi y Yamanaka 2006) que la introduccion de genes que codifican cuatro factores
proteicos (OCT4 (Octamero-4; POU clase 5 caja homeostasica 1), SOX2 (SRY (regiéon determinante del sexo Y)-caja
2), KLF4 (factor 4 similar a Krueppel) y c-MYC) en células somaticas de ratén diferenciadas indujo a esas células a
convertirse en células madre pluripotentes, (a las que se hace referencia en el presente documento como "células
madre pluripotentes inducidas”, "células iPS" o "iPSC"). Tras este informe original, las células madre pluripotentes
también se indujeron mediante la transformaciéon de células somaticas humanas con genes codificantes de los
factores proteicos humanos similares (OCT4, SOX2, KLF4 y c-MYC) (Takahashi y col. 2007), o mediante la
transformacion de células somaticas humanas con genes codificantes de los factores humanos OCT4 y SOX2 mas
genes codificantes de otros dos factores humanos, NANOG y LIN28 (homdlogo A de Lin-28) (Yu y col., 2007). Todos
estos procedimientos usaron retrovirus o lentivirus para integrar los genes codificantes de los factores de
reprogramacion en los genomas de las células transformadas, y las células somaticas se reprogramaron en células
iPS solo durante un largo periodo de tiempo (por ejemplo, durante mas de una semana).

La generacion de las células iPS a partir de células somaticas diferenciadas es muy prometedora como un posible
medio para el tratamiento de enfermedades a trasvés del trasplante de células. La posibilidad de generar células iPS
a partir de células somaticas de individuos enfermos puede permitir el desarrollo de terapias especificas del enfermo
con menor riesgo debido al rechazo inmune. Adn mas, la generacion de células iPS a partir de células somaticas
especificas de la enfermedad parece ser prometedora como medio de estudio y desarrollo de farmacos para tratar
estados patoldgicos especificos (Ebert y col. 2009, Lee y col. 2009, Maehr y col., 2009).

La administracion virica de genes codificantes de factores de reprogramacién proteicos (o factores “iPSC”)
proporciona una manera muy eficaz de producir células iPS a partir de células somaticas, pero la integracion del
ADN exdgeno en el genoma, tanto aleatoria como no aleatoria, genera resultados impredecibles y pueden, a la
larga, provocar cancer (Nakagawa y col. 2008). Nuevos informes muestran que se pueden crear células iPS (con
menor eficacia) usando otros procedimientos que no requieren la integracion en el genoma. Por ejemplo, se
demostré que transfecciones repetidas de plasmidos de expresion que contienen genes para OCT4, SOX2, KLF4 y
c-MYC en fibroblastos embrionarios de raton generan células iPS (Okita y col. 2008). También se generaron células
madres pluripotentes inducidas a partir de células somaticas humanas mediante la introduccién de un plasmido que
expresaba genes codificantes de OCT4, SOX2, c-MYC, KLF4, NANOG y LIN28 (Yu y col. 2009). Otros enfoques
exitosos para generar células iPS incluyen tratar células somaticas con: factores de reprogramacion proteicos
recombinantes (Zhou y col., 2009); adenovirus no integradores (Stadtfeld y col., 2008); o transposones piggyBac
(Woltjen y col., 2009) para administrar factores de reprogramacion. Actualmente, la generacion de células iPS
usando estas técnicas de administracion no virica para administrar factores de reprogramacion es extremadamente
ineficaz. Los futuros procedimientos de generacion de células iPS para posibles aplicaciones clinicas necesitaran
aumentar la velocidad y la eficacia de la formacion de células iPS a la vez que se mantenga la integridad del
genoma.

Inmediatamente después de las divulgaciones de los laboratorios de K. Yamanaka (Takahashi Ky col., 2007) y J. A.
Thomson (Yu J y col. 2007), informando de la induccién de las células iPS a partir de células somaticas humanas
mediante vectores viricos o plasmidicos que expresaban genes codificantes de ciertos factores de induccion de
iPSC, uno de los solicitantes concibié que podria ser posible inducir células iPSC transfectando repetidamente
células somaticas humanas o animales con ARNm sintetizados in vitro codificantes de dichos factores de induccion
de iPSC.

La introduccion de ARNm sintetizado in vitro en células y organismos eucariotas por medios tales como
microinyeccion, electroporacion y transfeccion mediada por lipidos se ha usado para expresar proteinas codificadas
desde la introduccion de los sistemas de transcripcion in vitro de SP6, T7 y T3 aproximadamente hace 30 afos (por
ejemplo, Krieg, PA y Melton, DA, 1984). Dicho trabajo, que, en general, incluye introducciones Unicas en células
eucariotas de un ARNm codificante de una proteina de interés codificada por un determinado gen, seguidas de
ensayos y/o analisis de las proteinas expresadas, han proporcionado informacion importante sobre el procesamiento
del ARNm, la expresion y las actividades de genes, y la traduccion in vitro e in vivo de las proteinas codificadas. Sin
embargo, también se percibid que el ARNm tiene ciertas desventajas. Por ejemplo, los cientificos perciben que el
ARN es mas labil que el ADN, y creen que se ha de tener mucho cuidado en evitar la degradacion del ARN por una
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amplia variedad de ribonucleasas ubicuas, segun lo ilustrado por RNasas en la piel humana (Probst J y col., 2006).

Aun mas, muchos cientificos han descubierto que la transfecciéon repetida de las células con ARNm sintetizado in
vitro fue citotoxica para las células y produjo la muerte celular. Por ejemplo, aunque Plews y col. (Plews J. R. y col.,
2010) observaron que los genes de pluripotencia se activaron tras la transfeccion de células fibroblasticas humanas
con ARNm codificantes de las proteinas KLF4, c-MYC, OCT4 y SOX2, y LT, no pudieron generar estirpes de iPSC
longevas, porque, como afirman, "en todos los casos, muy pocas células sobrevivieron y normalmente sufrieron la
senescencia en el transcurso de una semana después del tratamiento". Cuando también hicieron breves
tratamientos de las células con ciertas moléculas pequenas tales como acido valproico tras la transfeccion del
ARNm, observaron un aumento de la activacion de los genes de pluripotencia en comparacion con la transfeccién de
ARNmM solo, pero afirmaron que "durante nuestro intento de multiples series de transfeccién por microporacion, dicho
tratamiento caus6é muerte celular masiva". Plews y col. también mostraron escepticismo sobre los resultados de
Yakubov y col. (Yakubov y col., 2010), cuando afirmaron que "Yakubov y sus colegas obtuvieron colonias positivas
en AP similares a las nuestras, sin embargo, no se realizaron analisis de diferenciacion, por lo que es dificil evaluar
la pluripotencia de las células iPS".

Ugur Sahin y col. (Sahin U y col., 2011) también descubrieron grandes problemas con la citotoxicidad y la viabilidad
celular durante los intentos de reprogramar células somaticas a iPSC con ARNm. Tras electroporar células
somaticas con ARNm transcritos in vitro protegidos con ARCA codificantes de los cuatro factores de transcripcion
OCT4, SOX2, KLF4 y cMYC diariamente durante varios dias, se observé que los ARNm se tradujeron y que se
indujeron algunos marcadores para las iPSC. Sin embargo, sefialaron que "la electroporacion repetitiva se asocia
con una pérdida de viabilidad celular que se hizo evidente solo después de la segunda electroporacion. La viabilidad
disminuyé ain mas con cada electroporacion siguiente". Intentaron "rescatar" las células que estaban siendo
electroporadas mediante la adicion continua de mas células del mismo tipo a medida que realizaba la
electroporacion, pero no establecieron como podian distinguir las células previamente electroporadas de las nuevas
células entre las células viables al final de sus electroporaciones. Aparentemente, no obtuvieron colonias de iPSC
que pudieran propagarse o diferenciarse en otros tipos de células, que son caracteristicas de las iPSC, porque
concluyeron su descripcion del experimento al afirmar que "la excrecencia de las colonias pluripotentes de estas
células todavia esta en investigacion”.

De forma similar, en un articulo reciente sobre la administraciéon repetida de ARNm codificantes de los factores de
reprogramacion KLF4, c-MYC, Oct4 y Sox2 en fibroblastos humanos, K. Drews y col. (Drews K. y col., 2012)
informaron que "tras transfecciones repetidas, los ARNm indujeron una pérdida grave de la viabilidad celular como lo
demuestran los ensayos de citotoxicidad de MTT. Los datos del transcriptoma derivados de micromatrices revelaron
que la baja supervivencia celular se debid principalmente a la respuesta inmune innata desencadenada por los
ARNmM exdégenos. Los presentes inventores validaron la influencia de la transfeccion de ARNm en los niveles clave
de transcripcion asociada con la respuesta inmune, incluyendo IFNB1, RIG-I, PKR, IL12A, IRF7 y CCL5, mediante
PCR cuantitativa, y estos se compararon directamente con los niveles inducidos por otros procedimientos publicados
previamente para mediar la reprogramacion en células somaticas".

Dicha citotoxicidad y muerte celular producidas como consecuencia de introducciones repetidas o continuas de
ARNm sintetizado in vitro en células puede deberse a la induccion de sensores de ARN y mecanismos de respuesta
inmune innata. Las células humanas y animales poseen una amplia seleccion de sensores de ARN y mecanismos
de respuesta inmune innata que reconocen y responden a las moléculas de ARN exdgenas que pueden entrar en las
células, Tal como durante una infeccion virica o bacteriana. Estos sensores de ARN celulares y los mecanismos de
respuesta inmune innata, si se activan, pueden producir la inhibicién de la sintesis de proteinas, citotoxicidad y
muerte celular programada a través de la sefalizacion apoptotica.

En apoyo de esta idea, Angel y Yanik (2010) mostraron que la transfeccion de células con ARNm sintetizado in vitro
activéd la inmunidad innata que caus6 una muerte celular significativa, y que la inhibicion de genes de respuesta
inmune innata usando ARNip contra IFN-beta, STAT2 y EIFAK2 (PKR) permitié la transfeccion frecuente de
fibroblastos humanos con ARNm codificante de proteinas sintetizado in vitro.

Kariko y Weissman (Kariko, y col., 2005; Kariko, y col., 2008; Kariko, y col., 2012) descubrieron que los ARNm
modificados sintetizados in vitro, en los que se reemplazaron nucledsidos candnicos por ciertos nucledsidos
modificados (por ejemplo, pseudouridina = y y, por ejemplo, nucledsidos de 5-metilcitidina = m5C), eran mucho
menos inmunogénicos, y se expresaron en proteinas a niveles superiores en comparacion con los correspondientes
ARNmM no modificados sintetizados in vitro. Este trabajo también respalda la idea de que la respuesta inmune innata
debe reducirse para expresar proteinas codificadas por ARNm transfectado repetidamente.

L. Warren y col. (Warren y col., 2010) informaron de la reprogramacion de células somaticas humanas a colonias de
iPSC que pudieron cultivarse de manera continua en cultivo y diferenciarse en células que comprendian las 3 capas
germinales. Hicieron esta reprogramacion mediante la transfeccion repetida de células somaticas con ARNm
modificados con (@ y m®C) tratados con fosfatasa con proteccidn terminal con ARCA codificantes de los factores de
transcripcion KMOS o KMOSL, en los que K = KLF4), M = MYC, O = OCT4, S = SOX2, L = LIN28, en medio que
contiene la proteina B18R como un inhibidor del interferén. Por lo tanto, Warren y col. usaron mdultiples
procedimientos para tratar de evadir o contrarrestar los sensores de ARN celular y los mecanismos de respuesta
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inmune innata, incluyendo la fabricacion del ARNm con dos nucleétidos modificados, que Kariko y col. han
demostrado que da lugar a una menor respuesta inmune innata, fosfatizando el ARNm para eliminar el trifosfato 5’
del 20 % de las moléculas de ARNm que no se protegieron con caperuza durante la reaccidon de transcripcion in
vitro, y también proteina B18R afiadida como inhibidor de la respuesta inmne innata. ARNm sintetizados in vitro y
procedimientos similares, con algunas mejoras, se usaron en una publicacion posterior (Warren y col., 2012).

Kariko y col. (Kariko y col., 2011A) desvelaron la expresion de factores de transcripcion KMOSLN (N = NANOG) y la
reprogramacion de células somaticas humanas (por ejemplo, fibroblastos o queratinocitos) a células iPSC usando
mezclas de ARNm modificados con y sintetizados in vitro purificados o tratados (0 ARNm que comprendian otros
nucledsidos modificados) codificantes de algunos de estos factores de transcripcion, sin el uso de inhibidor de
respuesta inmune innata afiadido. El uso de pseudouridina en lugar de uridina redujo la respuesta inmune innata,
aumento la expresion de las proteinas de factores de transcripcion codificadas por el ARNm e, incluso entonces, la
purificacion o el tratamiento del ARNm fue necesario para la reprogramacion satisfactoria. Esta obra indicaba
ademas que era importante y beneficioso evadir o reducir la respuesta inmune innata con el fin de disminuir o
eliminar la citotoxicidad y la muerte celular e inducir la reprogramacion de las iPSC mediante la introduccion repetida
de ARNm codificantes de proteinas en las células somaticas. Los solicitantes creen que es fundamental para una
reprogramacion satisfactoria o la induccion de otros efectos biolégicos o bioquimicos que los ARNm sintetizados in
vitro que se van a introducir repetida o continuamente en células humanas y animales entre otros usos, deben evitar
la induccidn y activacion de los numerosos sensores de ARN y mecanismos de respuesta inmune innata que los
protegen contra patdgenos que comprenden ARN.

Sin embargo, en un articulo reciente, Lee y col. (Lee J., 2012), revisado por L. A. J O'Neill (2012), argumenta todo lo
contrario: se requiere la activacién de la inmunidad innata mediante el ARNm modificado codificante de las proteinas
KMOS para la reprogramacion eficaz de las células somaticas a células iPSC. Estos autores creen que sus datos
muestran que la activacion de las vias mediadas por el receptor de tipo Toll 3 (TLR3) (por ejemplo, la induccién de
IFN de tipo I) es necesaria para la induccion eficaz de genes de pluripotencia y la induccién de iPSC humanas.

La resolucién de este problema es importante. A pesar de una intensa investigacion, ain no se conoce por completo
en la técnica cdmo o por qué las células reconocen y toleran las moléculas de ARNm enddgenas, pero no toleran la
introduccién celular repetida de moléculas de ARNm sintetizadas mediante transcripcion in vitro, proteccion terminal
y poliadenilacién. J. Eberwine y colaboradores (Sul J-Y y col.,, 2012), que se han centrado en tratar de usar
transcriptomos de ARNm aislados de células para dirigir la conversion fenotipica de célula a célula, quedaron
perplejos sobre la razon por la que los cientificos que trabajaban en reprogramacion usando ARNm tenian
problemas con la citotoxicidad y la muerte celular, y el uso del ARNm modificado para reducir esos efectos, en vista
del hecho de que no observaron efectos similares usando ARNm aislado de las células.

Por lo tanto, no se sabe qué caracteristicas quimicas y estructurales especificas del ARNm sintetizado in vitro son
reconocidas por los sensores de ARN celular humanos o de mamifero para evitar dichas introducciones celulares
repetidas. La identificacion de estas caracteristicas y la busqueda de maneras de poder introducir de manera
repetida o continua dichos ARNm sintetizados in vitro en células humanas y de animales permitiria el uso del ARNm
para inducir efectos bioldgicos o bioquimicos en las células, no solo para la reprogramacion, sino también para una
amplia variedad de otras aplicaciones importantes (por ejemplo, para investigacion clinica o para medicina
regenerativa o inmunoterapia) en biologia celular, agricultura y medicina.

La reprogramacion de células somaticas humanas o animales a células iPSC mediante la transfeccion repetida o
continua de ARNm sintetizados in vitro codificantes de factores iPSC proporciona un excelente sistema modelo para
identificar qué caracteristicas de los ARNm sintetizados in vitro se detectan y qué sensores de ARN celular y los
mecanismos de respuesta inmune innata inducen citotoxicidad y muerte celular. La reprogramacion es un excelente
modelo, porque requiere transfecciones diarias de multiples ARNm en un periodo de aproximadamente 8 a
aproximadamente 18 dias. El conocimiento obtenido de los experimentos de reprogramacion dara lugar a una
reprogramacion celular mas facil, mas rapida, mas eficiente y mas eficaz, y también conducira a mejores
procedimientos para inducir muchos otros efectos bioldgicos o bioquimicos ex vivo en células en cultivo o in vivo en
células de tejidos, 6rganos u organismos que los contienen mediante la introduccion repetida o continua de ARNm
sintetizado in vitro codificante de una o mas proteinas.

Por lo tanto, los solicitantes creen que los procedimientos y las composiciones desarrollados para este sistema
modelo de reprogramacion pueden conducir a: procedimientos de fabricacion de composiciones de ARN que
comprenden ARN monocatenario para la introduccién en células de mamifero para inducir un efecto bioldgico o
bioquimico; nuevas composiciones de ARN que son mas eficaces para inducir un efecto bioldgico o bioquimico tras
su introduccion en células de mamifero; nuevos procedimientos de reprogramacion de células de un primer estado
de diferenciacion o fenotipo a un segundo estado de diferenciacion o fenotipo (que incluye desdiferenciacion,
transdiferenciacion y diferenciacion o rediferenciacion); y nuevos procedimientos de induccién de otros efectos
bioldgicos o bioquimicos en células humanas o animales ex vivo en cultivo o in vivo en células de tejidos, érganos u
organismos mediante la introduccion repetida o continua de ARNm sintetizados in vitro codificantes de una o mas
proteinas de interés en las células.

Lo que se necesita en la técnica es una mejor comprension de qué caracteristicas quimicas y estructurales
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especificas de los ARNm sintetizados in vitro son reconocidas por los sensores de ARN celular y los mecanismos de
respuesta inmune innata para evitar introducciones celulares repetidas de los ARNm. Lo que se necesita en la
técnica son nuevos procedimientos, composiciones y kits para fabricar, purificar y tratar ARNm sintetizados in vitro
para que puedan ser introducidos de manera repetida o continua en células humanas o animales (por ejemplo, de
mamifero) ex vivo en cultivo o en células humanas o animales (por ejemplo, de mamifero) in vivo en tejidos, érganos
u organismos que contengan las células sin activar los sensores de ARN o inducir una respuesta inmune innata que
produzca una citotoxicidad significativa, muerte celular o inhibicién del efecto bioquimico o biolégico deseado para el
que los ARNm sintetizados in vitro se introducen en dichas células. Lo que se necesita son nuevas composiciones
de ARN, nuevos procedimientos de fabricacion de dichas composiciones de ARN que comprenden ARN
monocatenario o ARNm sintetizado in vitro codificante de una o mas proteinas, procedimientos de uso de dichas
composiciones de ARN para transfectar de manera repetida o continua células humanas o animales (por ejemplo, de
mamifero) para causar un efecto bioldgico o bioquimico (por ejemplo, para reprogramar una célula que presente un
primer estado de diferenciacion que comprenda una célula somatica a una célula que presente un segundo estado
de diferenciacion que comprenda una célula iPS) con mayor eficacia y sin inducir citotoxicidad significativa o muerte
celular.

Poco o nada se sabe acerca de los resultados que se podrian obtener al introducir dichas composiciones de ARN
tratado o purificado en células vivas en cultivo o en sujetos humanos o animales. Lo que se necesita en la técnica
son mejores procedimientos para generar composiciones de ARN que comprendan ARN monocatenario o ARNm
para la introduccion repetida o continua en células ex vivo en cultivo o in vivo en sujetos humanos o animales (por
ejemplo, para investigacion bioldgica y clinica, agricultura o aplicaciones clinicas).

La introduccion repetida o continua de ARNm en células para inducir un efecto biolégico o bioquimico (por ejemplo,
para la reprogramacion) puede proporcionar beneficios frente a la introduccion de moléculas de ADN o de proteinas.
Por ejemplo, la introducciéon de ARNm en una célula tiene menor probabilidad que el ADN de producir inserciones
gendmicas o modificaciones genéticas, con efectos permanentes relacionados para las células. Ademas, puede ser
mas facil introducir ARNm en una célula, en la que se modifica adecuadamente después de la traduccion para la
expresion optima, que producir y administrar proteinas con una determinada glucosilacion u otra modificacion
posterior a la traduccion apropiada para la célula en particular. Por lo tanto, lo que se necesita son procedimientos
eficaces para fabricar, para introducir de forma repetida o continua y para expresar ARNm en células vivas con el fin
de inducir efectos biolégicos o bioquimicos (por ejemplo, en los campos de uso biolégico, agricola y clinico, por
ejemplo, para su uso en medicina regenerativa, reprogramacion celular, terapias basadas en células, terapias de
reemplazo enzimatico, trasplante o reparacion de células, tejidos y érganos, ingenieria de tejidos u 6rganos e
inmunoterapias).

En determinadas realizaciones, la presente invencion se refiere a realizaciones de composiciones, mezclas de
reaccion, kits y procedimientos que comprenden o usan uno o mas ARN monocatenarios sintetizados in vitro (ARN
monocatenarios) o ARN mensajeros (ARNm) (a veces también denominados ARNmc o moléculas de ARNm). Con
respecto a la presente invencién, un "ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro", en el presente documento,
significa y se refiere a ARN monocatenario o ARNm que se sintetiza o se prepara usando un procedimiento que
comprende la transcripcién in vitro de uno o mas moldes de ADN por una ARN polimerasa. Aln mas, a menos que
se establezca especificamente lo contrario, los términos "ARN monocatenario” o "ARNm", cuando se usan en el
presente documento con referencia a una realizacion de la presente invencion, significaran un "ARN monocatenario
o ARNm sintetizado in vitro" como se ha definido anteriormente. En realizaciones preferidas, el ARN monocatenario
o ARNm sintetizado in vitro codifica (o presenta una secuencia codificante de) al menos una proteina o un
polipéptido. En algunas realizaciones preferidas, el ARN monocatenario o ARNm codifica al menos una proteina que
es capaz de producir un efecto bioldgico o bioquimico cuando se introduce de manera repetida o continua en una
célula humana o animal (por ejemplo, una célula de mamifero). En algunas realizaciones preferidas, la invencion
comprende una composicién que comprende ARN monocatenario o ARNm y, a menos que se establezca
especificamente lo contrario, la expresion "composicion de ARN" significara una composicion de ARN que
comprende o consiste en ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro. En algunas realizaciones preferidas, la
invencion comprende una composicion de ARN que comprende o consiste en ARN monocatenario o ARNm
sintetizado in vitro que codifica una proteina o un polipéptido. En algunas realizaciones preferidas, la invencion
comprende una composicion de ARN que comprende o que consiste en una mezcla de multiples ARN
monocatenarios o ARNm sintetizados in vitro, cada uno de los cuales codifica una proteina diferente. Otras
realizaciones de la invencion comprenden una composicion de ARN que comprende o consiste en ARN
monocatenario sintetizado in vitro que no codifica una proteina o un polipéptido, sino que muestra la secuencia de al
menos un ARN largo no codificante (ARNnNc). Otras realizaciones mas comprenden diversas mezclas de reaccion,
kits y procedimientos que comprenden o usan una composicion de ARN.

Una realizacién de la presente invencion es un procedimiento de tratamiento de ARN monocatenario o ARNm
sintetizado in vitro para generar una composicion de ARN que esta "sustancialmente libre de ARN bicatenario”, "casi
libre de ARN bicatenario", "esencialmente libre de ARN bicatenario", "practicamente libre de ARN bicatenario”,
"extremadamente libre de ARN bicatenario”, o "absolutamente libre de ARN bicatenario", lo que significa,
respectivamente, que menos del aproximadamente: 0,5 %, 0,1 %, 0,05 %, 0,01 %, 0,001 % o 0,0002 % de la masa
del ARN de la composicion de ARN monocatenario tratado es ARN bicatenario de un tamafo superior a

aproximadamente 40 pares de bases, (o superior a aproximadamente 30 pares de bases), comprendiendo el
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procedimiento: poner en contacto el ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro con la proteina RNasa Ill en
una solucién acuosa tamponada que comprende cationes de magnesio a una concentracion de aproximadamente 1-
4 mM; y una sal que proporciona una fuerza iénica al menos equivalente a aproximadamente 50 mM de acetato de
potasio o glutamato de potasio; e incubar en condiciones en las que se genere la composicién de ARN.

Por lo tanto, una realizacién de la presente invencién es un procedimiento de tratamiento de ARN monocatenario o
ARNm sinterizado in vitro para generar una composicion de ARN tratado, en la que menos del aproximadamente:
0,5 %, 0,1 %, 0,05 %, 0,01 %, 0,001 % o 0,0002 %, respectivamente, de la masa del ARN de la composicién de ARN
tratado es ARN bicatenario de un tamafio superior a aproximadamente 40 pares de bases (o superior a
aproximadamente 30 pares de bases), comprendiendo el procedimiento: poner en contacto el ARN monocatenario o
ARNmMm sintetizado in vitro con la proteina RNasa Ill en una solucién acuosa tamponada que comprende cationes de
magnesio a una concentracion de aproximadamente 1-4 mM; y una sal que proporciona una fuerza iénica al menos
equivalente a aproximadamente 50 mM de acetato de potasio o glutamato de potasio; e incubar en condiciones en
las que se genere la composicién de ARN tratado. Sin embargo, a menos que sea evidente a partir de la descripcion
o se indique especificamente, cuando se dice que se usa una "composicion de ARN" en un procedimiento descrito
en el presente documento, en el que la composicion de ARN se pone en contacto de manera repetida o continua con
o se introduce en una célula humana o animal (por ejemplo, una célula de mamifero) para inducir un efecto biolégico
o bioquimico (por ejemplo, para reprogramar una célula que presenta un primer estado diferenciado o fenotipo a un
segundo estado diferenciado o fenotipo), significa (y se entendera) que dicha composiciéon de ARN bien es una
composicion de ARN tratado que se gener6 usando el procedimiento descrito en el presente documento, o es una
composicion de ARN purificado, en la que menos del: 0,01 %, 0,001 % o 0,0002 % (o un porcentaje especificamente
indicado) de la masa del ARN de la composicion de ARN purificado es ARN bicatenario de un tamafo superior a
aproximadamente 40 pares de bases (o superior a aproximadamente 30 pares de bases), incluso cuando dicha
composicion de ARN no se denomina una "composicion de ARN tratado" o una "composicién de ARN purificado".

Una realizacion de la invencion es una mezcla de reaccion de tratamiento de ARN que comprende: a) un ARN
monocatenario o ARNm sintetizado in vitro (por ejemplo, que codifica una o mas proteinas o uno o mas ARN largos
no codificantes (ARNnc); b ) una proteina endorribonucleasa 11l (endoRNasa Il o RNasa lll) especifica del ARN
bicatenario (ARNbc); c) cationes de magnesio a una concentracion de aproximadamente 1-4 mM; y d) una sal que
proporciona una fuerza iénica al menos equivalente a 50 mM de acetato de potasio o glutamato de potasio; en la que
dicha mezcla de reaccién de tratamiento de ARN esta practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente
libre de ARN bicatenario, lo que significa que menos del 0,01 %, menos del 0,001 % o menos del 0,0002 %,
respectivamente, del ARN de la mezcla de reaccién de tratamiento de ARN es ARN bicatenario de una tamafio
superior a aproximadamente 40 pares de bases (o superior a aproximadamente 30 pares de bases).

Antes de la presente invencion, dicha mezcla de reaccion de tratamiento de ARN y dicho procedimiento de
fabricaciéon de una composicion de ARN tratado en la que menos del 0,01 %, menos del 0,001 % o menos del
0,0002 % del ARN de la mezcla de reaccién de tratamiento de ARN o la composicién de ARN era ARN bicatenario
de un tamario superior a aproximadamente 40 pares de bases no se conocia en la técnica, como se evidencia por
los EJEMPLOS desvelados en el presente documento. Por ejemplo, el tratamiento de una composicion de ARN que
comprende ARN monocatenario GAUC sin modificar transcrito in vitro (por ejemplo, ARNm codificantes de factores
de induccion iPSC) usando RNasa Ill como se describe en la técnica (por ejemplo, Robertson, 1968) no generé una
composicion de ARN tratado que produjera la reprogramacion de fibroblastos humanos a iPSC al introducir
repetidamente la composicion de ARN tratado en las células fibroblasticas (por ejemplo, véanse los resultados de la
reprogramacion usando tratamientos con RNasa Ill con acetato de magnesio 10 mM en la Tabla del EJEMPLO 10),
mientras que el procedimiento de tratamiento con RNasa Il de la presente invencién dio lugar a una reprogramacion
satisfactoria (por ejemplo, véanse los resultados de la reprogramacion usando tratamientos de RNasa Ill con
aproximadamente 1-4 mM de acetato de magnesio en la Tabla del EJEMPLO 10). Este resultado sorprendente e
inesperado se explico ademas por los resultados de otros experimentos (por ejemplo, véase el EJEMPLO 22). Por
ejemplo, la Tabla del EJEMPLO 22 muestra que la adicion de ARN bicatenario a un nivel de solo aproximadamente
el 0,001 % o mas del ARN total de una composicion de ARN que comprende una mezcla de ARN monocatenarios
no modificados altamente purificados (por ejemplo, ARNm codificantes de factores de induccién iPSC) es suficiente
para inhibir eficazmente la reprogramacion de fibroblastos humanos en cultivo a iPSC.

Por lo tanto, algunas realizaciones del procedimiento de tratamiento de ARN monocatenario o ARNm sintetizado in
vitro, generan una composicion de ARN que esta sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, practicamente
libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario.

Las realizaciones preferidas de la presente invencion comprenden composiciones de ARN que comprenden ARN
monocatenario o ARNm que estan al menos practicamente libres de ARN bicatenario (por ejemplo, composiciones
practica, extremada o absolutamente libres de ARN bicatenario), procedimientos y kits de fabricacion de
composiciones al menos practicamente libres de ARN bicatenario, y kits y procedimientos que comprenden y/o de
uso de composiciones al menos practicamente libres de ARN bicatenario.

Una realizacion particular de la invenciéon es una composicion de ARN que esta al menos practicamente libre de
ARN bicatenario, en la que dicha composicién de ARN comprende ARN bicatenario sintetizado in vitro (por ejemplo,
ARNNnc o ARNm (por ejemplo, codificante de una o mas proteinas), y en la que dicha composicion de ARN esta:
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"practicamente libre de ARN bicatenario”, "extremadamente libre de ARN bicatenario", o "absolutamente libre de
ARN bicatenario”, lo que significa, respectivamente, que menos del: 0,01 %, 0,001 % o 0,0002 % del ARN en la
composicion de ARN comprende ARN bicatenario de un tamario superior a 40 pares de bases. Por ejemplo, una
realizacién particular de la invencién es una composicion de ARN que comprende uno o mas ARN monocatenarios o
ARNm sintetizados in vitro codificantes de uno o mas factores de transcripcién de proteinas, en la que la
composicion de ARN esta practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario. Otra
composicion de ARN de la invencion es una mezcla de reaccidon que comprende una mezcla de reaccion de
tratamiento de ARN que comprende: a) un ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro que codifica uno o mas
factores de transcripcion de proteinas; b) una proteina endorribonucleasa lll especifica del ARN bicatenario (ARNbc)
(endoRNasa lll o RNasa Ill); c) cationes de magnesio a una concentracion de aproximadamente 1-4 mM; y d) una
sal que proporciona una fuerza ionica al menos equivalente a 50 mM de acetato de potasio o glutamato de potasio;
en la que dicha mezcla de reaccidon de tratamiento de ARN esta practicamente libre, extremadamente libre o
absolutamente libre de ARN bicatenario, lo que significa que menos del 0,01 %, menos del 0,001 % o menos del
0,0002 %, respectivamente, del ARN de la mezcla de reaccion de tratamiento de ARN es ARN bicatenario de una
tamano superior a aproximadamente 40 pares de bases.

En algunas realizaciones, las cantidades y las cantidades relativas de ARN bicatenario con respecto al ARN
monocatenario o ARNm no contaminante se determinan usando un anticuerpo especifico del ARN bicatenario como
se describe en el presente documento. En algunas realizaciones, las cantidades y cantidades relativas de moléculas
de ARNm no contaminantes y moléculas de ARN contaminantes (o un contaminante de ARN particular) se pueden
determinar mediante HPLC u otros procedimientos usados en la técnica para separar y cuantificar moléculas de
ARN.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona procedimientos de sintesis de una composicion de ARN transcrito in
vitro (IVT), y de posterior puesta en contacto de la composicion de ARN IVT con una RNasa especifica del ARN
bicatenario, tal como la RNasa Ill, en condiciones en las que el ARN bicatenario contaminante puede ser digerido de
forma reproducible y se pueden generar de forma fiable moléculas de ARN monocatenario que no inducen ni activan
una via de respuesta inmune innata de ARN bicatenario o sensor de ARN.

Cuando los solicitantes intentaron usar RNasa |1l segun lo descrito en la técnica (por ejemplo, por Robertson y col.,
1968, y por Mellits y col., 1990) como una posible soluciéon para tratar ARN monocatenario que comprende
moléculas de ARNm para la traduccién en células vivas, los solicitantes se sorprendieron al descubrir que los ARN
monocatenarios tratados con RNasa lll eran téxicos. Por lo tanto, las células humanas que se transfectaron con
diversas dosis de ARN monocatenarios tratados con RNasa lll, bien diariamente o cada dos dias durante hasta 3
semanas, parecian cada vez menos sanas en el transcurso de dicha introduccion y, finalmente, murieron. Ademas,
los solicitantes descubrieron que los ARN monocatenarios tratados con RNasa |ll obtenidos usando el protocolo
originalmente descrito por Robertson y col. permanecieron contaminados con cantidades significativas de ARN
bicatenario basado en inmunoensayos de transferencia de puntos usando dos anticuerpos especificos del ARN
bicatenario diferentes (anticuerpos J2 y K1; English and Scientific Consulting, Szirak, Hungria).

Por consiguiente, los solicitantes descubrieron que el ARN monocatenario tratado con RNasa Il preparado como se
describe en la técnica no se pudo introducir en células humanas para la traduccion in vivo. Ain mas, la ampliaciéon
del tiempo de incubacion de la reaccion de la RNasa Ill tampoco redujo notablemente la toxicidad del ARN
monocatenario a las células ni redujo la cantidad de ARN bicatenario contaminante por debajo de los niveles de
deteccion de los anticuerpos especificos del ARN bicatenario. EI aumento del tiempo de reaccién también parecid
dar como resultado una mayor degradacion del ARN monocatenario, basandose en la tincién de geles de
electroforesis, y una menor expresion del ARN monocatenario.

Mellits y col. (1990) proporcionaron directrices relacionadas con el protocolo de la RNasa Ill que puede ser necesario
para "optimizar las condiciones de digestion con respecto a la proporciéon de enzima/sustrato, la concentracion de sal
y la temperatura para un determinado ARN".

Por consiguiente, los presentes solicitantes modificaron el protocolo de la RNasa lll variando la cantidad de RNasa
[l en relaciéon con una cantidad constante de ARN tratado. Sin embargo, el aumento o reduccién de la cantidad de
enzima con relaciéon a la cantidad de ARN no afectd a la cantidad de ARN bicatenario que quedaba después del
protocolo.

A continuacién, los presentes solicitantes evaluaron cuidadosamente si el cambio de la concentracion o del tipo de
sal monovalente (incluyendo otras sales diferentes a la sal de NH4Cl) ensefiado con respecto al protocolo
convencional de ensayo de RNasa Il de Robertson afectaria positivamente a los resultados. Siempre que la
concentracion de sal monovalente fue suficiente para mantener el estado duplex del ARN bicatenario (por ejemplo,
al menos 50 mM o superior, las diferentes concentraciones no dieron lugar a un aumento de la digestion de las
moléculas de ARN bicatenario contaminantes. A altas concentraciones de sal monovalente, parecié haber una ligera
inhibicién de la actividad RNasa 1ll. Los tiempos de reaccion de RNasa lll mas largos o las temperaturas de reaccion
mas altas parecieron aumentar la degradacion del ARN monocatenario de interés sin aumentar la digestion del ARN
bicatenario contaminante.
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Seguidamente, los presentes solicitantes disefiaron un sustrato de ARN que comprendia tanto las partes
monocatenarias como la parte bicatenaria con el fin de evaluar con mayor exactitud y precision tanto la actividad
especifica del ARN bicatenario como la especificidad de la digestion por el ARN bicatenario en lugar del ARN
monocatenario, pues se pudieron ensayar las diversas condiciones de reaccion de la RNasa Il usando este Unico
sustrato (FIG. 1). Como se muestra en la FIG. 1, cabria esperar que la correcta digestion de este sustrato de ARN
produjera la digestion completa de la parte de ARN bicatenario central de 1.671 pares de bases, dejando intactas las
colas de ARN monocatenario de 136 bases y 255 bases. Este sustrato resultd ser una herramienta valiosa en los
presentes estudios.

Usando este sustrato, muy sorprendente e inesperadamente, los presentes solicitantes descubrieron una mejora
espectacular tanto de la actividad como de la especificidad de la RNasa Il al reducir la concentracién de cationes de
magnesio divalentes en aproximadamente 10 veces en comparacién con la concentracion ensefiada en la técnica (
por ejemplo, Robertson y col., 1968). Por lo tanto, a una concentracion de cationes de magnesio divalentes de 1 mM,
las colas monocatenarias del sustrato permanecieron intactas y la parte central de ARN bicatenario se digirid por
completo. El sustrato se usd entonces para valorar con precisiéon el intervalo éptimo de concentraciones de
magnesio divalente. De forma sorprendente, mientras que la literatura (por ejemplo, Robertson y col., 1968) habia
informado que "el [m]agnesio estimula la actividad en un amplio intervalo entre 0,005 M y 0,1 M", los presentes
solicitantes descubrieron que era necesario usar una concentracion de magnesio divalente de aproximadamente 4
mM o inferior, y preferentemente de aproximadamente 1-3 mM o 1-2 mM para digerir suficientemente el ARN
bicatenario de modo que la composicion de ARN que comprendiera moléculas de ARN monocatenario no indujera o
activara una respuesta inmune innata especifica del ARN bicatenario o vias de sensor de ARN que produjeran una
disminucion sustancial en la sintesis de proteinas, un aumento de la toxicidad celular o muerte celular. Ain mas, a
este intervalo de concentraciones inferior de cationes de magnesio, el rendimiento de las moléculas de ARN
monocatenario intactas aumentd. Ambos efectos - la reduccién de los niveles de ARN bicatenario y el aumento de
los niveles de ARN monocatenario intacto - produjeron niveles superiores de traduccion de ARNm codificantes de
una variedad de proteinas diferentes que comprenden factores de reprogramacion y mucha menos toxicidad para las
células, como se refleja en los niveles mucho mas bajos de expresion celular de varios genes relacionados con la
respuesta inmune innata (basados en el andlisis cuantitativo de RT-PCR).

Especificamente, el protocolo de la RNasa Ill ensefiado en la técnica desde aproximadamente 1968 ha ensefiado a
usar acetato de magnesio a 10 mM. Sin embargo, los presentes solicitantes descubrieron que una concentracion de
10 mM de acetato de magnesio produjo toxicidad para las células debido a la induccion y/o activacion de una
potente respuesta inmune innata. Sin embargo, de forma sorprendente e inesperada, los presentes solicitantes
descubrieron que el tratamiento del ARN monocatenario con RNasa Il en una mezcla de reaccién que comprendia
solo aproximadamente 1-4 mM, y mas preferentemente aproximadamente 1-3 mM de acetato de magnesio, produjo
ARN monocatenario que estaba intacto (sin manchas visibles de la banda de ARN monocatenario en la
electroforesis) y con mucho menos ARN bicatenario (que mas tarde se determind que estaba al menos
practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario), cuyo ARN monocatenario
también produjo mucha menos toxicidad y muerte celular al introducirse repetidamente en células humanas o
animales.

La evidencia de la digestion mas completa del ARN bicatenario, manteniendo a la vez mejor la integridad del ARN
monocatenario durante la digestion con RNasa Ill se muestra en el EJEMPLO 1 y la FIG. 2. Como se muestra en la
FIG. 2, a concentraciones de acetato de magnesio de entre 1 y 4 mM, la regiéon de ARN bicatenario de 1.671 pares
de bases del sustrato de ARN fue completamente digerida, y los dos fragmentos de ARN monocatenario de 255 y
136 nucledtidos permanecieron intactos. A una concentraciéon de 5 mM de acetato de magnesio, los ARN
monocatenarios fueron notablemente mas degradados, como se observa por la mancha bajo las bandas de ARN
monocatenario, y esta degradacion aumento al aumentar la concentracion de acetato de magnesio de 6 a 10 mM de
acetato de magnesio, con manchas muy significativas a 10 mM.

Los ensayos transferencia de puntos de la digestion de cantidades variables de ARN bicatenario por RNasa Il en
presencia de diferentes concentraciones de acetato de magnesio divalente usando un anticuerpo especifico del ARN
bicatenario, como se muestra en el EJEMPLO 2 y EJEMPLO 3 (FIG. 3 y FIG. 4, respectivamente) confirmé que el
ARN bicatenario se digiri6 mas eficazmente mediante el tratamiento con RNasa Il en una mezcla de reacciéon que
comprendia una concentracion final de entre aproximadamente 1 mM y aproximadamente 4 mM de acetato de
magnesio, y mas preferentemente, entre aproximadamente 2 mM y aproximadamente 4 mM de acetato de
magnesio. Cuando el tratamiento con RNasa Ill de ARN monocatenario sintetizado in vitro se realizd en este
intervalo de concentraciones, los presentes solicitantes descubrieron en otros experimentos que la toxicidad del ARN
monocatenario tratado tras la transfeccion diaria repetida en células se redujo significativamente en comparacion con
el ARN monocatenario tratado a concentraciones de catién de magnesio superiores a 4 mM (por ejemplo, a 10 mM
como lo ensefia Mellits y col., 1990 ), y esta reduccion de la toxicidad del ARN monocatenario durante transfecciones
repetidas fue fundamental para poder reprogramar con éxito las células somaticas humanas a células madre
pluripotentes inducidas (iPS).

Por consiguiente, se descubrié que el procedimiento desarrollado por los presentes solicitantes es esencial, eficaz y
reproducible para lograr la reprogramacion satisfactoria de células somaticas humanas usando ARN monocatenarios
codificantes de factores de reprogramacion. El procedimiento es capaz de tratar cantidades tanto pequefias como
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grandes de ARN eliminando los contaminantes de ARN bicatenario generados durante la transcripcion in vitro
mientras se mantiene la integridad del ARN monocatenario.

Se ha demostrado que el procedimiento es inesperadamente exitoso para reducir la induccién y/o activacion de las
vias de sefializacion de la respuesta inmune innata y sensores de ARN (por ejemplo, induccion de interferéon
mediada por TLR3) en células humanas en respuesta a la introduccion de ARN monocatenario sintetizado in vitro en
las células, incluso después de mlltiples (por ejemplo, diarias) transfecciones durante hasta aproximadamente 21
dias. Por ejemplo, si no se realiza una purificacién o un tratamiento con RNasa lll para eliminar el ARN bicatenario,
no es posible reprogramar con éxito los fibroblastos BJ a células iPS. Esto se debe a que las cantidades incluso
pequenas de ARN bicatenario contaminante, cuando se transfectan todos los dias durante varios dias (por ejemplo,
diariamente durante > 2 dias, >3 dias, > 5 dias, > 8 dias, > 10 dias, > 12 dias, > 14 dias, > 16 dias, > 18 dias 0 > 20
dias) generan una alta toxicidad para las células. Por ejemplo, los presentes solicitantes han observado que la
mayoria o todas las células fibroblasticas mueren si se transfectan durante mas de aproximadamente 6 a
aproximadamente 10 dias con ARNm transcritos in vitro codificantes de factores de induccién iPSC que no se han
purificado o tratado para eliminar el ARN bicatenario (con tiempo de supervivencia dependiendo de la dosis de los
ARN monocatenarios transfectados, las células particulares, el reactivo de transfeccion o el procedimiento usado, y
otros factores). Sin embargo, usando el procedimiento de tratamiento de RNasa IIl descrito en el presente
documento, que comprende el uso de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 4 mM de cationes divalentes de
magnesio para digerir las moléculas de ARN bicatenario contaminantes en ARN monocatenario sintetizado in vitro
(por ejemplo, ARNm), reduciendo asi la respuesta inmune innata mediada por TLR3, fue posible reprogramar de
manera eficaz fibroblastos BJ humanos a células madre pluripotentes inducidas (iPSC), transfectando las células
con ARN monocatenarios no modificados tratados con RNasa Il que comprendian ARNm protegidos con caperuza
en 5’ con cap1 que tenian aproximadamente 150 bases de colas de poli (A), cuyos ARNm codifican factores de
induccion iPSC, diariamente durante hasta 18 dias (por ejemplo, véase el EJEMPLO 10); por el contrario, no se
observo la reprogramacion de los fibroblastos BJ a iPSC en el EJEMPLO 10 cuando los mismos ARN
monocatenarios sin modificar se trataron con RNasa lll en presencia de cationes de magnesio divalentes 10 mM.
Aun mas, los ARN monocatenarios no modificados tratados con RNasa Il en presencia de cationes de magnesio
divalentes 1-4 mM produjeron mucha menos toxicidad y muerte de los fibroblastos BJ en comparacion con los
mismos ARN monocatenarios no modificados tratados con RNasa Ill en presencia de cationes de magnesio
divalentes 10 mM. Por ejemplo, en este experimento en particular, este es un factor principal de por qué se indujeron
mas de 100 iPSC en fibroblastos BJ transfectados todos los dias durante 13 dias con los 1,2 microgramos de una
mezcla molar 3: 1: 1: 1: 1: 1 de los ARN monocatenarios sin modificar codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28,
NANOG y cMYC(T58A), respectivamente, que se trataron con RNasa Ill en presencia de cationes de magnesio
divalentes 1 mM y acetato de potasio 200 mM como sal monovalente, mientras que no se observo la reprogramacion
de los fibroblastos BJ a iPSC cuando los mismos ARN monocatenarios sin modificar se trataron con RNasa Il en
presencia de cationes de magnesio divalentes 10 mM. Los expertos en la materia reconoceran especialmente el
poder del presente procedimiento de tratamiento de RNasa lll para preparar ARN monocatenario transcrito in vitro
que es capaz de inducir un efecto bioldgico o bioquimico tras la introduccion repetida o continua en células, en vista
del hecho de que, se cree que, antes del trabajo descrito en el presente documento, nadie habia informado o
descrito en la técnica el uso de ARNm GAUC no modificados codificantes de factores iPSC para reprogramar células
somaticas a células iPS que pudieran cultivarse en estirpes de células iPS y diferenciarse en otros tipos de células
que representaran las tres capas germinales (como se describe en el presente documento). Por lo tanto, el
procedimiento de tratamiento con RNasa Ill descrito en el presente documento proporciona, por primera vez, un
procedimiento simple y directo para eliminar incluso cantidades minimas de ARN bicatenario contaminante de ARNm
sintetizado in vitro, resolviendo con ello satisfactoriamente el problema de toxicidad celular y muerte celular que
resulta del uso de ARNm sintetizado in vitro no purificado o no tratado.

Como se desvela en Kariko y col. (Kariko y col., 2011), los Doctores Weissman y Kariko demostraron que se podia
usar la HPLC para purificar ARNm sintetizado in vitro que comprendia nucleétidos modificados, tales como
pseudouridina o pseudouridina y 5-metilcitidina, y, trabajando con los presentes solicitantes, mostraron que los
ARNm modificados purificados por HPLC codificantes de factores de induccion iPSC se pueden usar para
reprogramar células somaticas a células iPS. Los presentes solicitantes muestran en el presente documento que el
procedimiento de tratamiento con RNasa lll desvelado es aproximadamente equivalente a la purificaciéon por HPLC
para eliminar ARN bicatenario de ARNm sintetizado in vitro basandose en una comparacién cuantitativa del nUmero
de células iPS inducidas a partir de fibroblastos usando ARNm modificados codificantes de factores de induccién
iPSC purificados por HPLC o tratados con el tratamiento de RNasa Il descrito en el presente documento (por
ejemplo, véanse las tablas en los resultados para el EJEMPLO 15 y el EJEMPLO 27). Si bien la presente invencion
no se limita a ningn mecanismo o teoria en particular, y no es necesaria una comprension del mecanismo o de la
teoria para poner en practica con éxito la presente invencion, dado que los ARNm se purificaron como maximos
unicos por HPLC, el hallazgo de los presentes inventores de que los ARNm tratados con RNasa Il y purificados por
HPLC parecen ser cuantitativamente equivalentes en la induccién de células iPS a partir de células somaticas
sugiere con fuerza que el ARN bicatenario generado durante la reaccidon de transcripcion in vitro es el Unico
contaminante en los ARNm modificados con pseudouridina de cola de poli(A) con CAP1 que indujo las respuestas
inmunes innatas que los presentes inventores observaron cuando no se purificaron los ARNm por HPLC ni se
trataron usando el tratamiento de RNasa Il descrito en el presente documento. Alin mas, en vista de la equivalencia
del tratamiento de RNasa Ill con la HPLC en términos de eliminacién del contaminante de ARN bicatenario, los
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expertos en la materia reconoceran las ventajas y los beneficios del procedimiento de tratamiento de RNasa Ill frente
a la purificacion por HPLC. Por ejemplo, el procedimiento de tratamiento con RNasa Ill descrito en el presente
documento no requiere que los cientificos aprendan cémo operar ni comprar equipos costosos, columnas y
reactivos, y no requiere el lavado de columnas ni generar residuos de disolventes organicos, como ocurre con la
HPLC. El tratamiento con RNasa lll es mucho mas rapido y sencillo que la HPLC, requiere un tiempo minimo de
practica y solo unos 30 minutos para el tratamiento en si, mas una pequefia cantidad de tiempo adicional para la
extraccion organica, precipitacion con acetato de amonio, lavados con etanol del precipitado, seguido del
almacenamiento en forma de microgranulo seco o, si se desea, la suspension en una solucién acuosa. Cuando se
realiza como se describe para el tratamiento convencional con RNasa lll, los solicitantes han descubierto que el
procedimiento es sumamente fiable y reproducible con al menos un par de docenas de ARNm diferentes. Por
ejemplo, los solicitantes han usado rutinariamente el procedimiento de tratamiento con RNasa lll para la preparacion
de ARNm codificantes de diferentes factores de transcripcién que se transfectaron de forma repetida o continua en
células humanas o animales para su uso en la reprogramacion de las células de un estado de diferenciacion a otro,
sin encontrar problemas inesperados. Los solicitantes se sorprendieron de que, como se describe en el EJEMPLO
23, el tratamiento con RNasa Ill fuer necesario para la reprogramacion de células madre mesenquimales de raton a
mioblastos usando ARNm modificado codificante de MYOD. Por lo tanto, aunque solo se necesitaron dos
transfecciones diarias para la reprogramacion usando ARNm preparado usando el tratamiento con RNasa lll, no se
indujeron mioblastos por ARNm codificante de MYOD que no se habia preparado usando el tratamiento de RNasa I
descrito en el presente documento. Esto indica que los sensores de ARN o las respuestas inmunes innatas pueden
inhibir un efecto bioldgico o bioquimico deseado incluso cuando solo se necesita una breve cantidad de tiempo y un
pequefio numero de transfecciones.

Los solicitantes también han usado el procedimiento de tratamiento de RNasa Il para preparar otros ARNm para la
transfeccion repetida o continua en células humanas o animales con el fin de inducir efectos biolégicos o
bioquimicos distintos de la reprogramacion de células de un estado de diferenciacién a otro, y han descubierto que
los ARNm tratados con RNasa Ill resultantes eran menos toxicos y se traducian en proteina a niveles mas altos que
los mismos ARNm que no se habian tratado con RNasa lll.

En general, debido a la simplicidad del protocolo, el procedimiento de tratamiento de RNasa Ill también se puede
usar para tratar muchos en ARN sintetizados in vitro simultdneamente en paralelo y, puesto que implica etapas
simples, tales como el pipeteo, el procedimiento también se puede automatizar con el uso de un robot, o ampliarse a
escala para el tratamiento de cualquier cantidad deseada de ARN.

Si la proteccion terminal y la poliadenilacion de los ARN monocatenarios transcritos in vitro se realiza después de la
traduccién usando una enzima de proteccion terminal que comprende ARN guaniltransferasa y una polimerasa de
poli (A), preferentemente, el tratamiento con RNasa Il se realiza después de la transcripcion in vitro y antes de la
protecciéon terminal y la poliadenilacion. Sin embargo, los presentes inventores también han logrado buenos
resultados (por ejemplo, para la reprogramacion de células somaticas a iPSC) al aplicar el tratamiento con RNasa I
a ARN monocatenarios después de la proteccion terminal o la poliadenilacion. Como se muestra en el presente
documento, el tratamiento con RNasa Il también fue exitoso para eliminar el ARN bicatenario del ARN
monocatenario transcrito in vifro que se protegié con caperuza durante la transcripcion usando un analogo de
caperuza dinucleotidico (por ejemplo, un ARCA) y/o se poliadenilizé durante la transcripcion in vitro de un molde de
ADN que también codificaba la cola de poli (A).

Como se ha mencionado anteriormente y en otra parte del presente documento, la reprogramacion de fibroblastos a
células iPS usando ARN monocatenario transcrito in vitro modificado o no modificado con pseudouridina no se
observd a menos que se purificara el ARN monocatenario (por ejemplo, mediante un procedimiento tal como
cromatografia (por ejemplo, HPLC), electroforesis, o se tratara usando el tratamiento con RNasa Il descrito en el
presente documento). Sin quedar ligados a teoria alguna, los presentes inventores creen que esto se debe a que las
cantidades incluso pequefias de ARN bicatenario contaminante, cuando se transfectan todos los dias durante 18
dias, producirian una alta toxicidad para las células. Por ejemplo, incluso pequefias cantidades de ARN bicatenario
contaminante inducen altos niveles de interferones de tipo |, que, a su vez, inhiben la traduccion en las células en un
mecanismo dependiente de PKR. Ademas, los interferones de tipo | inducen a miles de genes a defender las células
contra la invasion por el ARN bicatenario, que es el mismo mecanismo que usa la célula para protegerse contra los
virus de ARN bicatenario patdgenos. Aun mas, se ha informado que los interferones de tipo | y tipo Il pueden
sensibilizar a las células hacia la citotoxicidad inducida por ARN bicatenario, lo que podria inclinar la balanza de la
necrosis a la apoptosis (Stewart II, WE y col., 1972; Kalai, M. y col. 2002. Por lo tanto, el hecho de que los ARN
monocatenarios se introduzcan en las células todos los dias durante varios dias (por ejemplo, hasta 18 o mas dias
para inducir células iPS) puede ser un factor importante en la citotoxicidad y la apdptosis. La respuesta inmune
innata es inducida, lo que lleva a la produccién de interferén, que, a su vez, hace que la traducciéon de proteinas
disminuya o se desactive durante un tiempo mas prolongado y, finalmente, las vias de sefializacion apoptotica se
activen, lo que conduce a la muerte celular.

Por lo tanto, los presentes inventores creen que los procedimientos descritos en el presente documento son
importantes, ya que reducen los niveles de ARN bicatenario contaminante de manera que se pueden introducir ARN
monocatenarios purificados o tratados en las células sin inducir citotoxicidad ni muerte celular, incluyendo la
introduccion repetida de ARN monocatenarios purificados o tratados en células vivas humanas o animales (por
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ejemplo, diariamente durante varios dias o varias semanas para células en cultivo o, potencialmente, diariamente o
semanalmente durante varias semanas, meses o incluso afios cuando se introducen en células de un organismo
humano o animal).

En algunas realizaciones, los procedimientos de tratamiento con RNasa IIl son Uutiles para la preparacion de
cualquier ARN monocatenario para la traduccion o expresion en células humanas o animales, y se pueden realizar
en multiples muestras simultaneamente en menos de una hora, con solo minutos de manipulacién. Debido a la
simplicidad de los procedimientos, también son susceptibles de automatizaciéon y aumento a escala (por ejemplo,
para aplicaciones de alto rendimiento).

Sorprendente e inesperadamente, cuando se usoé este procedimiento para ARN monocatenarios tratados generados
a partir de ARN monocatenarios sintetizados in vitro que comprendian o que consistian en bien solo ribonucledsidos
no modificados (G, A, C, U) o ribonucledsidos modificados con W- y/o m°C codificantes de factores de induccion de
iPSC (por ejemplo, OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, NANOG vy bien c-MYC, c-MYC(T58A) o L-MYC), los ARN
monocatenarios tratados fueron altamente eficaces en la reprogramacion de células somaticas humanas (por
ejemplo, fibroblastos o queratinocitos) a células madre pluripotentes (iPSC) cuando se introdujeron en las células
una vez al dia durante de ~10 a ~21 dias, sin usar ningun agente que redujera la expresion de proteinas en una via
de respuesta inmune innata (por ejemplo, sin proteina B18R). Tras la creacion de estirpes de iPSC estables (es
decir, estirpes celulares que mantienen marcadores de células iPSC y la capacidad de diferenciarse en células de
las 3 capas germinales durante un periodo de tiempo prolongado) de colonias de iPSC, se confirmé que se trataba
de iPSC basadas en inmunotinciéon para marcadores de iPSC y se diferenciaron en células que representaban las
tres capas germinales usando un ensayo de diferenciacién de cuerpos embrioides. La inducciéon de iPSC usando
ARN monocatenarios sin un inhibidor o agente (por ejemplo, proteina B18R) que reduzca la expresién de una via de
respuesta inmune innata o usando ARN monocatenario que consista solo en ribonucledsidos candnicos no
modificados no ha sido publicado por otros, y se cree y se muestra claramente el potencial del procedimiento para
elaborar ARN monocatenario codificante de proteinas tratado para la traduccion en células humanas o animales.

En determinadas realizaciones, los ARN monocatenarios tratados usando RNasa lll comprenden una o mas
moléculas de ARN monocatenario diferentes que se tratan con la enzima RNasa Il en un tampdn de reaccién que
comprende cationes de magnesio divalentes a una concentracion final de aproximadamente 1 mM a
aproximadamente 4 mM. En ciertas realizaciones preferidas, se tratan uno o mas ARN monocatenarios diferentes
usando un procedimiento de tratamiento de RNasa Ill con enzima RNasa Il en un tampdén de reaccién que
comprende cationes de magnesio divalentes a una concentracion final de aproximadamente 1 a aproximadamente 3
mM, mas preferentemente de aproximadamente 1 mM, de aproximadamente 2 mM o aproximadamente 3 mM. En
algunas realizaciones, el procedimiento genera ARN monocatenario que esta sustancialmente libre de ARN
bicatenario, lo que significa que, después del tratamiento con RNasa lll y de la limpieza, mas del aproximadamente
99,5 % del ARN es ARN monocatenario y menos del aproximadamente 0,5% del ARN es ARN bicatenario de mas
de aproximadamente 40 pb (0 mas de aproximadamente 30 pb). En algunas realizaciones, el procedimiento genera
ARN monocatenario que esta casi libre de ARN bicatenario, lo que significa que, después del tratamiento con RNasa
'y de la limpieza, mas del aproximadamente 99,9 % del ARN es ARN monocatenario y menos del
aproximadamente 0,1% del ARN es ARN bicatenario de mas de aproximadamente 40 pb (0o mas de
aproximadamente 30 pb). En algunas realizaciones, el procedimiento genera ARN monocatenario que esta
esencialmente libre de ARN bicatenario, lo que significa que, después del tratamiento con RNasa Il y de la limpieza,
mas del aproximadamente 99,95 % del ARN es ARN monocatenario y menos del aproximadamente 0,05% del ARN
es ARN bicatenario de mas de aproximadamente 40 pb (o mas de aproximadamente 30 pb). En algunas
realizaciones, el procedimiento genera ARN monocatenario que esta practicamente libre de ARN bicatenario, lo que
significa que, después del tratamiento con RNasa Ill y de la limpieza, mas del aproximadamente 99,99 % del ARN es
ARN monocatenario y menos del aproximadamente 0,01% del ARN es ARN bicatenario de mas de
aproximadamente 40 pb (o mas de aproximadamente 30 pb). En algunas realizaciones, el procedimiento genera
ARN monocatenario que esta extremadamente libre de ARN bicatenario, lo que significa que, después del
tratamiento con RNasa lll y de la limpieza, mas del aproximadamente 99,999 % del ARN es ARN monocatenario y
menos del aproximadamente 0,001% del ARN es ARN bicatenario de mas de aproximadamente 40 pb (o mas de
aproximadamente 30 pb). En algunas realizaciones, el procedimiento genera ARN monocatenario que esta
absolutamente libre de ARN bicatenario, lo que significa que, después del tratamiento con RNasa |l y de la limpieza,
mas del aproximadamente 99,9998 % del ARN es ARN monocatenario y menos del aproximadamente 0,0002% del
ARN es ARN bicatenario de mas de aproximadamente 40 pb (o mas de aproximadamente 30 pb).

En algunas realizaciones, la RNasa especifica del ARN bicatenario es la RNasa lll, y el procedimiento comprende
tratar ARN monocatenarios sintetizados in vitro con la RNasa Il en una mezcla de reaccién que comprende cationes
divalentes de magnesio a una concentracion de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 4 mM, y luego retirar
los productos de la digestion con RNasa Ill y los componentes de la mezcla de reaccion para generar los ARN
monocatenarios tratados que estan sustancialmente, casi, esencial, practica, extremadamente libre o absolutamente
libre de ARN bicatenario.

En ciertas realizaciones preferidas, los ARN monocatenarios tratados con RNasa Il generados usando los

procedimientos no dan lugar a una respuesta inmune innata que produce la inhibiciéon sustancial de la sintesis de
proteinas celulares o la apéptosis inducida por ARN bicatenario tras la introduccién de los ARN monocatenarios
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tratados en las células al menos dos veces o al menos tres veces. En una realizacion preferida, el uno o mas ARN
monocatenarios sintetizados in vitro codifican factores de induccion de células madre pluripotentes inducidas (iPSC),
las células que presentan un primer estado diferenciado son células somaticas humanas o animales, y los ARN
monocatenarios tratados o ARN monocatenarios purificados se introducen en dichas células en cada uno de
aproximadamente 15 a aproximadamente 21 dias (por ejemplo, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o 21 dias) para generar
células que presentan un segundo estado diferenciado o fenotipo de una célula iPS.

Una realizacién de la invencion es un procedimiento de fabricaciéon de ARN monocatenarios tratados para su uso en
la reprogramacion de células eucariotas que presentan un primer estado diferenciado o fenotipo a células que
presentan un segundo estado diferenciado o fenotipo, introduciendo dichos ARN monocatenarios en dichas células
al menos tres veces durante un periodo de al menos tres dias, comprendiendo dicho procedimiento: (i) tratar uno o
mas ARN monocatenarios sintetizados in vitro, cada uno de los cuales codifica un factor de reprogramacion, con
RNasa Ill en una mezcla de reaccidon que comprende cationes de magnesio divalentes a una concentracion de
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 4 mM durante un tiempo suficiente y en condiciones en las que el ARN
bicatenario es digerido para generar ARN monocatenarios tratados; e (ii) limpiar los ARN monocatenarios tratados
para retirar los componentes de la mezcla de reacciéon de RNasa lll y los productos de la digestion de ARN
bicatenario para generar ARN monocatenarios que estén al menos esencial, practica, extremada o absolutamente
libres de ARN bicatenario.

En algunas realizaciones, los cationes divalentes de magnesio estan a una concentracion de aproximadamente 1
mM a aproximadamente 4 mM, o preferentemente, de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 3 mM, o mas
preferentemente, de aproximadamente 2 mM a aproximadamente 3 mM, o lo mas preferentemente, de
aproximadamente 2 mM.

En algunas realizaciones, la mezcla de reaccion comprende ademas una sal monovalente a una concentracion
suficiente en la que las cadenas complementarias de ARN bicatenario contaminante permanecen hibridadas (por
ejemplo, al menos aproximadamente 50 mM, preferentemente, de aproximadamente 50 mM a aproximadamente 100
mM, mas preferentemente, de aproximadamente 100 mM a aproximadamente 200 mM, o lo mas preferentemente
aproximadamente 200 mM). En algunas realizaciones, se puede usar una sal divalente en lugar de una sal
monovalente, aunque no se prefiere una sal divalente. Por ejemplo, en algunas realizaciones de los procedimientos,
la sal monovalente se selecciona del grupo que consiste en cloruro de amonio, acetato de amonio, glutamato de
potasio, cloruro de potasio, acetato de potasio, acetato de sodio, clorato de sodio, cloruro de litio, cloruro de rubidio y
cloruro de sodio. Sin embargo, la invencién no se limita a una sal monovalente en particular o a otra sal, aunque se
prefieren algunas sales monovalentes, tales como el glutamato de potasio y el acetato de potasio. Cualquier sal que
mantenga la fuerza iénica para mantener la naturaleza bicatenaria del ARN bicatenario contaminante durante el
tratamiento con RNasa lll, y en la que la RNasa lll sea activa y el ARN monocatenario no se degrade, se puede usar
para el procedimiento.

En algunas realizaciones, el tampon de reaccion tiene un pH en el que el ARN monocatenario sintetizado in vitro es
estable y la RNasa Il es activa (por ejemplo, un pH entre ~7 y ~9).

De acuerdo con una realizacién, la presente invencién proporciona un procedimiento que comprende: incubar una
RNasa especifica del ARN bicatenario (por ejemplo, RNasa Ill) con una composicion de ARN que comprende una o
mas moléculas diferentes de ARN monocatenario y moléculas de ARN bicatenario contaminantes; y luego limpiar las
moléculas de ARN monocatenario en la preparacion tratada por precipitacion salina, electroforesis en gel de agarosa
o PAGE, cromatografia en columna (incluyendo el uso de una columna giratoria o columna de HPLC) o cualquier
otro procedimiento conocido en la técnica, eliminando las moléculas de ARN bicatenario contaminantes digeridas y
obteniéndose una composicion de ARN purificado o tratado que comprende moléculas de ARN monocatenario.

En algunas realizaciones, las composiciones descritas anteriormente estan envasadas en un kit.

En algunas de las realizaciones de la invencion, el procedimiento comprende ademas: introducir los ARN
monocatenarios purificados o tratados, en el que dichos ARN monocatenarios purificados o tratados codifican
proteinas especificas de una afeccion (por ejemplo, especificas del cancer), en células inmunes humanas o
animales ex vivo en cultivo (por ejemplo, linfocitos T o células presentadoras de antigenos tales como células
dendriticas) que presentan un primer estado diferenciado o fenotipo(bien en cultivo o en un sujeto humano o animal);
y cultivar las células en condiciones en las que las células presenten un segundo estado diferenciado o fenotipo en
el que expresen las proteinas o los péptidos especificos de la afeccién derivados.

En otras realizaciones mas, la composicién de ARN purificado o tratado, los ARN monocatenarios o ARNm creados
usando un procedimiento de tratamiento con RNasa lll de la invencién, o que comprenden una composicion de
mezcla de reaccion o ARN de la invencién, o que se usan en un procedimiento para inducir un efecto biolégico o
bioquimico (por ejemplo, para la reprogramacion) codifican uno o mas factores de transcripcion, factores de
crecimiento, citocinas, agrupamiento de moléculas de diferenciacion (CD), interferones, interleucinas, proteinas de
sefializacion celular, receptores de proteinas, hormonas proteicas, moléculas de anticuerpos o ARN largos no
codificantes implicados en la diferenciacién celular o en el mantenimiento de la misma.
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En algunas realizaciones, la composicion biolégica que comprende la composicion de ARN, o ARN monocatenario o
ARNmM que esta sustancialmente, casi, esencial, practica, extremada o absolutamente libre de moléculas de ARN
bicatenario generada usando el procedimiento comprende o consiste en ARN monocatenario o ARNm que codifica
una proteina en la superficie de las células humanas, que se clasifica como un agrupamiento de diferenciacion o
agrupamiento de moléculas de designacion (CD), seleccionado del grupo que consiste en: CD1a; CD1b; CD1c;
CD1d; CD1e; CD2; CD3d; CD3e; CD3g; CD4; CD5; CD6; CD7; CD8a; CD8b; CD9; CD10; CD11a; CD11b; CD11c;
CD11d; CDw12; CD14; CD16a; CD16b; CD18; CD19; CD20; CD21; CD22; CD23; CD24; CD25; CD26; CD27; CD28;
CD29; CD30; CD31; CD32; CD33; CD34; CD35; CD36; CD37; CD38; CD39; CD40; CD41; CD42a; CD42b; CD42c;
CD42d; CD44; CD45; CD46; CD47; CD48; CD49a; CD49b; CD49c; CD49d; CD49e; CD49f, CD50; CD51; CD52;
CD53; CD54; CD55; CD56; CD57; CD58; CD59; CD61; CD62E; CD62L; CD62P; CD63; CD64; CD66a; CD66b;
CD66c¢c; CD66d; CD66e; CD66f; CD68; CD69; CD70; CD71; CD72; CD74; CD79a; CD79b; CD80; CD81; CD82;
CD83; CD84; CD85a; CD85c; CD85d; CD85e; CD85f; CD85g; CD85h; CD85i; CD85j; CD85k; CD86; CD87; CD88;
CD89; CD90; CD91; CD92; CD93; CD94; CD95; CD96; CD97; CD98; CD99; CD100; CD101; CD102; CD103;
CD104; CD105; CD106; CD107a; CD107b; CD108; CD109; CD110; CD111; CD112; CD113; CD114; CD115;
CD116; CD117; CD118; CD119; CD120a; CD120b; CD121a; CD121b; CD122; CD123; CD124; CD125; CD126;
CD127; CD129; CD130; CD131; CD132; CD133; CD134; CD135; CD136; CD137; CD138; CD139; CD140a;
CD140b; CD141; CD142; CD143; CD144; CD146; CD147; CD148; CD150; CD151; CD152; CD153; CD154; CD155;
CD156a; CD156b; CD157; CD158a; CD158b1; CD158b2; CD158c; CD158d; CD158¢e; CD158f1; CD158g; CD158h;
CD158i; CD158j; CD158k; CD158z; CD159a; CD159c; CD160; CD161; CD162; CD163; CD163b; CD164; CD165;
CD166; CD167a; CD167b; CD168; CD169; CD170; CD171; CD172a; CD172b; CD172g; CD173; CD177; CD178;
CD179a; CD179b; CD180; CD181; CD182; CD183; CD184; CD185; CD186; CD191; CD192; CD193; CD194;
CD195; CD196; CD197; CDw198; CDw199; CD200; CD201; CD202b; CD203a; CD203c; CD204; CD205; CD206;
CD207; CD208; CD209; CD210; CDw210b; CD212; CD213a1; CD213a2; CD214; CD215; CD217; CD218a;
CD218b; CD220; CD221; CD222; CD223; CD224; CD225; CD227; CD228; CD229; CD230; CD231; CD232; CD233;
CD234; CD235a; CD235b; CD236; CD238; CD239; CD240CE; CD240D; CD241; CD242; CD243; CD244; CD245;
CD246; CD247; CD248; CD249; CD252; CD253; CD254; CD256; CD257; CD258; CD261; CD262; CD263; CD264;
CD265; CD266; CD267; CD268; CD269; CD270; CD271; CD272; CD273; CD274; CD275; CD276; CD277; CD278;
CD279; CD280; CD281; CD282; CD283; CD284; CD286; CD288; CD289; CD290; CD292; CDw293; CD294; CD295;
CD296; CD297; CD298; CD299; CD300a; CD300b; CD300c; CD300d; CD300e; CD300f, CD300g; CD301; CD302;
CD303; CD304; CD305; CD306; CD307a; CD307b; CD307c; CD307d; CD307e; CD309; CD312; CD314; CD315;
CD316; CD317; CD318; CD319; CD320; CD321; CD322; CD324; CD325; CD326; CD327; CD328; CD329; CD331;
CD332; CD333; CD334; CD335; CD336; CD337; CD338; CD339; CD340; CD344; CD349; CD350; CD351; CD352;
CD353; CD354; CD355; CD357; CD358; CD360; CD361; CD362; y CD363. En realizaciones preferidas, el
agrupamiento de molécula de diferenciacion esta al menos practicamente libre, extremadamente libre o
absolutamente libre de ARN bicatenario.

En algunas realizaciones de las composiciones, las mezclas de reaccion, el sistema, los kits y procedimientos de la
invencion para usar cualquiera de lo anterior, el ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro codifica una
proteina seleccionada del grupo que consiste en: eritropoyetina (EPO); una enzima detectable seleccionada de
luciferasa de luciérnaga, luciferasa de Renilla, beta-galactosidasa bacteriana (lacZ) y proteina verde fluorescente
(GFP); un factor de transcripcion seleccionado de MYC y SRY o MCOP; un factor de crecimiento o citocina
seleccionado del grupo que consiste en factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento transformante-beta 1 (TGF-beta1), factor de crecimiento de tipo
insulinico (IGF), hormona estimulante de alfa-melanocitos (alfa-MSH); factor de crecimiento de tipo insulinico | (IGF-
[); IL-4; IL-13; e IL-10; oxido nitrico sintasa inducible (iNOS); una proteina de choque térmico; regulador de la
conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR); una enzima con actividad antioxidante seleccionada de
entre catalasa, fosfolipido hidroperdxido glutation peroxidasa, superdxido dismutasa-1 y superéxido dismutasa-2;
tirosina quinasa de Bruton; adenosina desaminasa; ecto-nucledsido trifosfato difosfidrolasa; ABCA4; ABCDS;
ACADM; AGL; AGT; ALDH4A1; ALPL; AMPD1; APOA2; AVSD1; BRCD2; C1QA; C1QB; C1QG; C8A; C8B;
CACNA1S; CCV; CD3z; CDC2L1; CHML; CHS1; CIAS1; CLCNKB; CMD1A; CMH2; CMM; COL11A1; COL8A2;
COL9A2; CPT2; CRB1; CSE; CSF3R; CTPA; CTSK; DBT; DIOI; DISCI; DPYD; EKV; ENOI; ENO1P; EPB41; EPHX1;
F13B; F5; FCGR2A; FCGR2B; FCGR3A; FCHL; FH; FMO3; FMO4; FUCA1; FY; GALE; GBA; GFND; GJAS8; GJB3;
GLC3B; HF1; HMGCL; HPC1; HRD; HRPT2; HSD3B2; HSPG2; KCNQ4; KCS; KIF1B; LAMB3; LAMC2; LGMD1B;
LMNA; LOR; MCKD1; MCL1; MPZ; MTHFR; MTR; MUTYH; MY-OC; NB; NCF2; NEM1; NPHS2; NPPA; NRAS;
NTRK1; OPTA2; PBX1; PCHC; PGD; PHA2A; PHGDH; PKLR; PKP1; PLA2G2A; PLOD; PPOX; PPTO; PRCC;
PRG4; PSEN2; PTOS1; REN; RFX5; RHD; RMD1; RPE65; SCCD; SERPINC1; SJS1; SLC19A2; SLC2A1; SPG23;
SPTA1; TALI; TNFSF6; TNNT2; TPM3; TSHB; UMPK; UOX; UROD; USH2A; VMGLOM; VWS; WS2B; ABCB11;
ABCG5; ABCG8; ACADL; ACP1; AGXT; AHHR; ALMS1; ALPP; ALS2; APOB; BDE; BDMR; BJS; BMPR2; CHRNA1;
CMCWTD; CNGA3; COL3A1; COLAA3; COL4A4; COLBA3; CPS1; CRYGA; CRYGEP1; CYP1B1; CYP27A1; DBI;
DES; DYSF; EDAR; EFEMP1; EIF2AK3; ERCC3; FSHR; GINGF; GLC1B; GPD2; GYPC; HADHA; HADHB;
HOXD13; HPEZ2; IGKC; IHH; IRS1; ITGA6; KHK; KYNU; LCT; LHCGR; LSFC; MSH2; MSH6; NEB; NMTC; NPHP1;
PAFAH1P1; PAX3; PAX8; PMS1; PNKD; PPH1; PROC; REG1A; SAG; SFTPB; SLC11A1; SLC3A1; SOS1; SPG4;
SRD5A2; TCL4; TGFA; TMD; TPO; UGT1A@; UV24; WSS; XDH; ZAP70; ZFHX1B; ACAA1; AGS1; AGTR1; AHSG;
AMT; ARMET; BBS3; BCHE; BCPM; BTD; CASR; CCR2; CCR5; CDL1; CMT2B; COL7A1; CP; CPO; CRV;
CTNNB1; DEM; ETM1; FANCD2; FIH; FOXL2; GBE1; GLB1; GLCLC; GNAI2; GNAT1; GP9; GPX1; HGD; HRG;
ITIH1; KNG; LPP; LRS1; MCCC1; MDS1; MHS4; MITF; MLH1; MYL3; MYMY; OPA1; P2RY12; PBXP1; PCCB;
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POU1F1; PPARG; PROS1; PTHR1; RCA1; RHO; SCA7; SCLC1; SCN5A; SlI; SLC25A20; SLC2A2; TF; TGFBR2;
THPO; THRB; TKT; TM4SF1; TRH; UMPS; UQCRC1; USH3A; VHL; WS2A; XPC; ZNF35; ADH1B; ADH1C; AFP;
AGA; AlH2; ALB; ASMD; BFHD; CNGA1; CRBM; DCK; DSPP; DTDP2; ELONG; ENAM; ETFDH; EVC; F11; FABP2;
FGA; FGB; FGFR3; FGG; FSHMD1A; GC; GNPTA; GNRHR; GYPA; HCA; HCL2; HD; HTN3; HVBSG6; IDUA; IF;
JPD; KIT; KLKB1; LQT4; MANBA; MLLT2; MSX1; MTP; NR3C2; PBT; PDE6B; PEE1; PITX2; PKD2; QDPR; SGCB;
SLC25A4; SNCA; SOD3; STATH; TAPVR1; TYS; WBS2; WFS1; WHCR; ADAMTS2; ADRB2; AMCN; AP3B1; APC;
ARSB; B4GALT7; BHR1; C6; C7; CCAL2; CKN1; CMDJ; CRHBP; CSF1R; DHFR; DIAPH1; DTR; EOS; EPD; ERVR;
F12; FBN2; GDNF; GHR; GLRA1; GM2A; HEXB; HSD17B4; ITGA2; KFS; LGMDLA; LOX; LTC4S; MAN2A1; MCC;
MCCC2; MSH3; MSX2; NR3C1; PCSK1; PDE6A; PFBI; RASA1; SCZD1; SDHA; SGCD; SLC22A5; SLC26A2;
SLCBA3; SM1; SMA@; SMN1; SMN2; SPINK5; TCOF1; TELAB1; TGFBI; ALDH5A1; ARG1; AS; ASSP2; BCKDHB;
BF; C2; C4A; CDKN1A; COL10A1; COL11A2; CYP21A2; DYX2; EJM1; ELOVL4; EPM2A; ESR1; EYA4; F13A1;
FANCE; GCLC; GJA1; GLYS1; GMPR; GSE; HCR; HFE; HLA-A; HLA-DPB1; HLA-DRA; HPFH; ICS1; IDDM1;
IFNGR1; IGAD1; IGF2R; ISCW; LAMAZ2; LAP; LCA5; LPA; MCDR1; MOCS1; MUT; MYB; NEU1; NKS1; NYS2; OAS3;
ODDD; OFCO0; PARK2; PBCA; PBCRA1; PDB1; PEX3; PEX6; PEX7; PKHD1; PLA2G7; PLG; POLH; PPAC;
PSORS1; PUJO; RCD1; RDS; RHAG; RP14; RUNX2; RWS; SCA1; SCZD3; SIASD; SOD2; ST8; TAP1; TAP2;
TFAP2B; TNDM; TNF; TPBG; TPMT; TULP1; WISP3; AASS; ABCB1; ABCB4; ACHE; AQP1; ASL; ASNS; AUTS1;
BPGM; BRAF; C7orf2; CACNA2D1; CCM1; CD36; CFTR; CHORDOMA; CLCN1; CMH6; CMT2D; COL1A2; CRS;
CYMD; DFNA5; DLD; DYT11; EEC1; ELN; ETV1; FKBP6; GCK; GHRHR; GHS; GLI3; GPDS1; GUSB; HLXB9;
HOXA13; HPFH2; HRX; IAB; IMMP2L; KCNH2; LAMBI; LEP; MET; NCF1; NM; OGDH; OPN1SW; PEX1; PGAMZ2;
PMS2; PON1; PPP1R3A; PRSS1; PTC; PTPN12; RP10; RP9; SERPINE1; SGCE; SHFM1; SHH; SLC26A3;
SLC26A4; SLOS; SMAD1; TBXAS1; TWIST; ZWS1; ACHM3; ADRB3; ANK1; CA1; CA2; CCAL1; CLN8; CMT4A,;
CNGB3; COH1; CPP; CRH; CYP11B1; CYP11B2; DECR1; DPYS; DURS1; EBS1; ECA1; EGI; EXT1; EYAT;
FGFR1; GNRH1; GSR; GULOP; HR; KCNQ3; KFM; KWE; LGCR; LPL; MCPH1; MOS; MYC; NAT1; NAT2; NBS1;
PLAT; PLEC1; PRKDC; PXMP3; RP1; SCZD6; SFTPC; SGM1; SPG5A; STAR; TG; TRPS1; TTPA; VMD1; WRN;
ABCA1; ABL1; ABO; ADAMTS13; AK1; ALAD; ALDH1A1; ALDOB; AMBP; AMCD1; ASS; BDMF; BSCL; C5;
CDKN2A; CHAC; CLA1; CMD1B; COL5A1; CRAT; DBH; DNAI1; DYS; DYT1; ENG; FANCC; FBP1; FCMD; FRDA;
GALT; GLDC; GNE; GSM1; GSN; HSD17B3; HSN1; IBM2; INVS; JBTS1; LALL; LCCS1; LCCS; LGMD2H; LMX1B;
MLLT3; MROS; MSSE; NOTCH1; ORM1; PAPPA; PIP5K1B; PTCH; PTGS1; RLN1; RLN2; RMRP; ROR2; RPD1;
SARDH; SPTLC1; STOM; TDFA; TEK; TMC1; TRIM32; TSC1; TYRP1;XPA; CACNB2; COL17A1; CUBN; CXCL12;
CYP17; CYP2C19; CYP2C9; EGR2; EMX2; ERCC6; FGFR2; HK1; HPS1; IL2RA; LGI1; LIPA; MAT1A; MBLZ2;
MKI67; MXI1; NODAL; OAT; OATL3; PAX2; PCBD; PEO1; PHYH; PNLIP; PSAP; PTEN; RBP4; RDPA; RET;
SFTPA1; SFTPD; SHFM3; SIAL; THC2; TLX1; TNFRSF6; UFS; UROS; AA; ABCCS8; ACAT1; ALX4; AMPD3; ANC;
APOAL; APOA4; APOC3; ATM; BSCL2; BWS; CALCA; CAT; CCND1; CD3E; CD3G; CD59; CDKNLC; CLN2; CNTF;
CPT1A; CTSC; DDB1; DDB2; DHCRY7; DLAT; DRD4; ECB2; ED4; EVR1; EXT2; F2; FSHB; FTH1; G6PT1; G6PTZ2;
GIF; HBB; HBBP1; HBD; HBE1; HBG1; HBG2; HMBS; HND; HOMG2; HRAS; HVBS1; IDDM2; IGER; INS; JBS;
KCNJ11; KCNJ1; KCNQ1; LDHA; LRP5; MEN1; MLL; MYBPC3; MYO7A; NNO1; OPPG; OPTB1; PAX6; PC; PDX1;
PGL2; PGR; PORC; PTH; PTS; PVRL1; PYGM; RAG1; RAG2; ROM1; RRAS2; SAA1; SCA5; SCZD2; SDHD;
SERPING1; SMPD1; TCIRG1; TCL2; TECTA; TH; TREH; TSG101; TYR; USH1C; VMD2; VRNI; WT1; WTZ2;
ZNF145; A2M; AAAS; ACADS; ACLS; ACVRL1; ALDH2; AMHR2; AOM; AQP2; ATD; ATP2A2; BDC; CIR; CD4;
CDK4; CNA1; COL2A1; CYP27B1; DRPLA; ENUR2; FEOM1; FGF23; FPF; GNB3; GNS; HAL; HBP1; HMGAZ;
HMN2; HPD; IGF1; KCNA1; KERA; KRAS2; KRT1; KRT2A; KRT3; KRT4; KRT5; KRT6A; KRT6B; KRTHB6; LDHB;
LYZ; MGCT; MPE; MVK; MYL2; OAP; PAH; PPKB; PRB3; PTPN11; PXR1; RLS; RSN; SAS; SAX1; SCA2;
SCNN1A; SMAL; SPPM; SPSMA; TBX3; TBX5; TCF1; TPI1; TSC3; ULR; VDR; VWF; ATP7B; BRCA2; BRCD1;
CLN5; CPB2; ED2; EDNRB; ENUR1; ERCC5; F10; F7; GJB2; GJB6; IPF1; MBS1; MCOR; NYS4; PCCA; RB1;
RHOK; SCZD7; SGCG; SLC10A2; SLC25A15; STARP1; ZNF198; ACHM1; ARVD1; BCH; CTAA1; DAD1; DFNBS5;
EML1; GALC; GCH1; IBGC1; IGH@); grupo IGHC; IGHG1; IGHM; IGHR; IV; LTBP2; MJD; MNG1; MPD1; MPS3C;
MYH6; MYH7; NP; NPC2; PABPN1; PSEN1; PYGL; RPGRIP1; SERPINA1; SERPINA3; SERPINAG; SLC7A7;
SPG3A; SPTB; TCL1A; TGM1; TITF1; TMIP; TRA@); TSHR; USHLA; VP; ACCPN; AHO2; ANCR; B2M; BBS4; BLM;
CAPN3; CDAN1; CDAN3; CLN6; CMH3; CYP19; CYP1A1; CYP1A2; DYX1; EPB42; ETFA; EYCL3; FAH; FBN1;
FES; HCVS; HEXA; IVD; LCS1; LIPC; MYO5A; OCA2; OTSC1; PWCR; RLBP1; SLC12A1; SPG6; TPM1; UBE3A;
WMS; ABCC6; ALDOA; APRT; ATP2A1; BBS2; CARD15; CATM; CDH1; CETP; CHST6; CLN3; CREBBP; CTH;
CTM; CYBA; CYLD; DHS; DNASE1; DPEP1; ERCC4; FANCA; GALNS; GAN; HAGH; HBA1; HBA2; HBHR; HBQ1;
HBZ; HBZP; HP; HSD11B2; IL4R; LIPB; MC1R; MEFV; MHC2TA; MLYCD; MMVP1; PHKB; PHKG2; PKD1; PKDTS;
PMM2; PXE; SALL1; SCA4; SCNN1B; SCNN1G; SLC12A3; TAT; TSC2; VDI; WT3; ABR; ACACA; ACADVL; ACE;
ALDH3A2; APOH; ASPA; AXIN2; BCL5; BHD; BLMH; BRCA1; CACD; CCA1; CCZS; CHRNB1; CHRNE; CMT1A;
COL1A1; CORD5; CTNS; EPX; ERBB2; G6PC; GAA; GALK1; GCGR; GFAP; GH1; GH2; GP1BA; GPSC; GUCY2D;
ITGA2B; ITGB3; ITGB4; KRT10; KRT12; KRT13; KRT14; KRT14L1; KRT14L2; KRT14L3; KRT16; KRT16L1;
KRT16L2; KRT17; KRT9; MAPT; MDB; MDCR; MGI; MHS2; MKS1; MPO; MYO15A; NAGLU; NAPB; NF1; NME1;
P4HB; PAFAH1B1; PECAM1; PEX12; PHB; PMP22; PRKAR1A; PRKCA; PRKWNK4; PRP8; PRPF8; PTLAH;
RARA; RCV1; RMSA1; RP17; RSS; SCN4A; SERPINF2; SGCA; SGSH; SHBG; SLC2A4; SLC4A1; SLC6A4; SMCR;
SOST; SOX9; SSTR2; SYM1; SYNS1; TCF2; THRA; TIMP2; TOC; TOP2A; TP53; TRIM37; VBCH; ATP8B1; BCLZ2;
CNSN; CORD1; CYB5; DCC; F5F8D; FECH; FEO; LAMA3; LCFS2; MADH4; MAFD1; MC2R; MCL; MYP2; NPC1;
SPPK; TGFBRE; TGIF; TTR; AD2; AMH; APOC2; APOE; ATHS; BAX; BCKDHA; BCL3; BFIC; C3; CACNA1A; CCO;
CEACAM5; COMP; CRX; DBA; DDU; DFNA4; DLL3; DM1; DMWD; E11S; ELA2; EPOR; ERCC2; ETFB; EXT3;
EYCL1; FTL; FUT1; FUT2; FUT6; GAMT; GCDH; GPI; GUSM; HB1; HCL1; HHC2; HHC3; ICAM3; INSR; JAKS;
KLKS3; LDLR; LHB; LIG1; LOH19CR1; LYL1; MAN2B1; MCOLN1; MDRV; MLLT1; NOTCH3; NPHS1; OFC3; OPAS;
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PEPD; PRPF31; PRTN3; PRX; PSG1; PVR; RYR1; SLC5A5; SLC7A9; STK11; TBXA2R; TGFB1; TNNI3; TYROBP;
ADA; AHCY; AVP; CDAN2; CDPD1; CHED1; CHED2; CHRNA4; CST3; EDN3; EEGV1; FTLL1; GDF5; GNAS; GSS;
HNF4A; JAG1; KCNQ2; MKKS; NBIA1; PCK1; PI3; PPCD; PPGB; PRNP; THBD; TOPI; AIRE; APP; CBS; COL6A1;
COL6A2; CSTB; DCR; DSCR1; FPDMM; HLCS; HPE1; ITGB2; KCNE1; KNO; PRSS7; RUNX1; SOD1; TAM; ADSL;
ARSA; BCR; CECR; CHEK2; COMT; CRYBB2; CSF2RB; CTHM; CYP2D6; CYP2D7P1; DGCR; DIA1; EWSR1;
GGT1; MGCR; MN1; NAGA; NE2; OGS2; PDGFB; PPARA; PRODH; SC0O2; SCZD4; SER-PIND1; SLC5A1; SOX10;
TCN2; TIMP3; TST; VCF; ABCD1; ACTL1; ADFN; AGMX2; AHDS; AIC; AIED; AIH3; ALAS2; AMCD; AMELX;
ANOP1; AR; ARAF1; ARSC2; ARSE; ARTS; ARX; ASAT; ASSP5; ATP7A; ATRX; AVPR2; BFLS; BGN; BTK; BZX;
C1HR; CACNA1F; CALB3; CBBM; CCT; CDR1; CFNS; CGF1; CHM; CHR39c; CIDX; CLA2; CLCN5; CLS; CMTX2;
CMTX3; CND; COD1; COD2; COL4A5; COL4A6; CPX; CVD1; CYBB; DCX; DFN2; DFN4; DFN6; DHOF; DIAPHZ;
DKC1; DMD; DSS; DYT3; EBM; EBP; ED1; ELK1; EMD; EVR2; F8; F9; FCP1; FDPSL5; FGD1; FGS1; FMR1;
FMR2; G6PD; GABRAS3; GATA1; GDI1; GDXY; GJB1; GK; GLA; GPC3; GRPR; GTD; GUST; HMS1; HPRT1; HPT,;
HTC2; HTR2c; HYR; IDS; IHG1; IL2RG; INDX; IP1; IP2; JMS; KALI; KFSD; L1CAM; LAMP2; MAA; MAFD2; MAOA;
MAOB; MCF2; MCS; MEAX; MECP2; MF4; MGC1; MIC5; MIDI; MLLT7; MLS; MRSD; MRX14; MRX1; MRX20;
MRX2; MRX3; MRX40; MRXA; MSD; MTM1; MYCL2; MYP1; NDP; NHS; NPHL1; NROB1; NSX; NYS1; NYX; OA1;
OASD; OCRL; ODT1; OFD1; OPA2; OPD1; OPEM; OPN1LW; OPN1MW; OTC; P3; PDHA1; PDR; PFC; PFKFB1;
PGK1; PGK1P1; PGS; PHEX; PHKA1; PHKA2; PHP; PIGA; PLP1; POF1; POLA; POU3F4; PPMX; PRD; PRPS1;
PRPS2; PRS; RCCP2; RENBP; RENS1; RP2; RP6; RPGR; RPS4X; RPS6KA3; RS1; S11; SDYS; SEDL;
SERPINA7; SH2D1A; SHFM2; SLC25A5; SMAX2; SRPX; SRS; STS; SYN1; SYP; TAF1; TAZ;, TBX22; TDD; TFE3;
THAS; THC; TIMMB8A; TIM1; TKCR; TNFSF5; UBE1; UBE2A; WAS; WSN; WTS; WWS; XIC; XIST; XK; XM; XS;
ZFX; ZIC3; ZNF261; ZNF41; ZNF6; AMELY; ASSP6; AZF1; AZF2; DAZ; GCY; RPS4Y; SMCY; ZFY; ABAT; AEZ;
AFA; AFD1; ASAH1; ASD1; ASMT; CCAT; CECR9; CEPA; CLA3; CLN4; CSF2RA; CTS1; DF; DIH1; DWS; DYT2;
DYT4; EBR3; ECT; EEF1A1L14; EYCL2; FANCB; GCSH; GCSL; GIP; GTS; HHG; HMI; HOAC; HOKPP2; HRPT1;
HSD3B3; HTC1; HV1S; ICHQ; ICR1; ICRS5; IL3RA; KAL2; KMS; KRT18; KSS; LCAT; LHON; LIMM; MANBB;
MCPH2; MEB; MELAS; MIC2; MPFD; MS; MSS; MTATP6; MTCO1; MTCO03; MTCYB; MTND1; MTND2; MTND4;
MTND5; MTND6; MTRNR1; MTRNR2; MTTE; MTTG; MTTI; MTTK; MTTL1; MTTL2; MTTN; MTTP; MTTSH1;
NAMSD; OCD1; OPD2; PCK2; PCLD; PCOS1; PFKM; PKD3; PRCA1; PRO1; PROP1; RBS; RFXAP; RP; SHOX;
SLC25A6; SPG5B; STO; SUOX; THM; y TTD.

En algunas realizaciones de cualquiera de las composiciones, procedimientos y sistemas de induccién de un efecto
biolégico o bioquimico mediante la introduccion repetida o continua de un ARN monocatenario o ARNm en una
célula de mamifero (por ejemplo, que presenta un primer estado de diferenciaciéon o fenotipo, por ejemplo, para la
reprogramacion a un segundo estado de diferenciacion o fenotipo), la célula de mamifero se selecciona del grupo
que consiste en: una célula presentadora de antigeno, una célula dendritica, un macréfago, una célula neuronal, una
célula cerebral, un astrocito, una célula microglial y una neurona, una célula del bazo, una célula linfoide, una célula
pulmonar, una célula epitelial pulmonar, una célula cutanea, un queratinocito, una célula endotelial, una célula
alveolar, un macréfago alveolar, un neumocito alveolar, una célula endotelial vascular, una célula mesenquimal, una
célula epitelial, una célula epitelial colénica, una célula hematopoyética, una célula de médula ésea, una célula de
Claudius, célula de Hensen, célula de Merkel, célula de Muller, célula de Paneth, célula de Purkinje, célula de
Schwann, célula de Sertoli, célula aciddfila, célula acinar, adipoblasto, adipocito, célula alfa marrén o blanca, célula
amacrina, célula beta, célula capsular, cementocito, célula principal, condroblasto, condrocito, célula cromafinica,
célula cromoéfoba, corticotropica, célula delta, célula de Langerhans, célula dendritica folicular, célula
enterocromafinica, ependimocito, célula epitelial, célula basal, célula escamosa, célula endotelial, célula de
transicion, eritroblasto, eritrocito, fibroblasto, fibrocito, célula folicular, célula germinal, gameto, ovulo,
espermatozoide, ovocito, ovocito primario, ovocito secundario, espermatida, espermatocito, espermatocito primario,
espermatocito secundario, epitelio germinal, célula gigante, célul glial, astroblasto, astrocito, oligodendroblasto,
oligodendrocito, glioblasto, célula caliciforme, gonadotropo, célula granulosa, hemocitoblasto, célula capilar,
hepatoblasto, hepatocito, hialocito, célula intersticial, célula yuxtaglomerular, queratinocito, queratocito, célula
lemmal, leucocito, granulocito, basdfilo, eosindfilo, neutréfilo, linfoblasto, linfoblasto B, linfoblasto T, linfocito, linfocito
B, linfocito T, linfocitos T colaborador inducido, linfocito T Th1, linfocito T Th2, linfocito citolitico natural, timocito,
macrofago, célula de Kupffer, macréfago alveolar, célula espumosa, histiocito, célula lutea, célula madre linfocitica,
célula linfoide, célula madre linfoide, célula macroglial, mamotropo, mastocito, meduloblasto, megacarioblasto,
megacariocito, melanoblasto, melanocito, célula mesangial, célula mesotelial, metamielocito, monoblasto, monocito,
célula mucosa del cuello, mioblasto, miocito, célula muscular, célula del musculo cardiaco, célula del musculo
esquelético, célula del musculo liso, mielocito, célula mieloide, célula madre mieloide, mioblasto, célula mioepitelial,
miofibroblasto, neuroblasto, célula neuroepitelial, neurona, odontoblasto, osteoblasto, osteoclasto, osteocito, célula
oxintica, célula parafolicular, célula paralitea, célula péptica, pericito, célula mononuclear de sangre periférica,
feocromocito, célula falangica, pinealocito, pituicito, célula plasmatica, plaqueta, podocito, proeritroblasto,
promonocito, promieloblasto, promielocito, pronormoblasto, reticulocito, célula epitelial del pigmento de la retina,
retinoblasto, célula pequefa, somatotropo, célula madre, célula sustentacular, célula teloglial y una célula
zimogeénica.

En algunas realizaciones de todos los procedimientos, la composicion de ARN purificado o tratado no genera una
respuesta inmune innata que sea suficiente para causar inhibicién significativa de la sintesis de proteina celular o
apoptosis inducida por ARN bicatenario. En determinadas realizaciones, la composicién de ARN purificado o tratado
no genera una respuesta inmune innata que sea suficiente para causar inhibicién significativa de la sintesis de
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proteina celular o apdptosis inducida por ARN bicatenario cuando dicha introduccién de la composicién de ARN
purificado en una célula, o sujeto humano o animal vivo se repite al menos 3 veces (por ejemplo, cuando se
introduce diariamente durante varias semanas, o diaria o semanalmente durante varias semanas, meses o0 afos). En
realizaciones preferidas del procedimiento de reprogramacion de una célula somatica humana o animal a una célula
iPS, la composicion de ARN purificado o tratado no genera una respuesta inmune innata que sea suficiente para
provocar una inhibicién sustancial de la sintesis de proteina celular o apdptosis inducida por ARN bicatenario cuando
dicha introduccion de la composicion de ARN purificado o tratado en una célula humana o animal viva se repita
diariamente durante aproximadamente de 10-18 o mas dias.

En algunas realizaciones, se introducen los ARN monocatenarios purificados o tratados diariamente o dos veces al
dia, teniendo lugar dicha introduccion aproximadamente 1 vez a la semana, 2 veces a la semana, 3 veces a la
semana, 4 veces a la semana, 5 veces a la semana, 6 veces a la semana, o diariamente durante un periodo que
consiste en: (i) hasta aproximadamente 4 semanas para las células en cultivo; o (ii) durante un periodo de semanas,
meses o afios para el sujeto humano o animal vivo.

En determinadas realizaciones, la invencién proporciona un procedimiento para tratar, reducir o eliminar un sintoma
o una enfermedad de un sujeto humano o animal que presente un estado patolégico, que comprende: administrar al
sujeto humano o animal una dosis eficaz de ARN monocatenarios purificados o tratados, mediante lo que el sintoma
o la enfermedad se reduce o se elimina.

En algunas realizaciones, el ARN monocatenario tratado, o el ARN monocatenario purificado o tratado se usa para:
reprogramar células que presentan un primer estado diferenciado o fenotipo a células que presentan un segundo
estado diferenciado o fenotipo; compensar por una proteina carente o defectuosa; expresar una proteina deseada tal
como un factor de transcripcion, proteina de sefializacion celular, factor de crecimiento, interferén, interleucina,
agrupamiento de molécula de diferenciacion (CD) (por ejemplo, véase htip://www seguido de
"uniprot.org/docs/cdlist.txt"), hormona proteica, receptor de proteina o un anticuerpo; expresar una molécula de ARN
larga no codificante implicada en la diferenciacion (por ejemplo, ARN intergénico no codificante "HOTAIR" u HOX;
Wan Y.y Chang H. Y., 2010); o modular o desencadenar una respuesta inmune especifica de la enfermedad.

En determinadas realizaciones, la invencion proporciona un procedimiento de reprogramacion de una célula
eucariota que presenta un primer estado diferenciado o fenotipo a una célula que presenta un segundo estado
diferenciado o fenotipo. Por lo tanto, en determinadas realizaciones, el procedimiento comprende ademas: introducir
los ARN monocatenarios tratados o los ARN monocatenarios purificados en una célula humana o animal que
presenta un primer estado diferenciado o fenotipo y cultivar la célula en condiciones en las que la célula presente un
segundo estado diferenciado o fenotipo. En una realizacion preferida de este procedimiento, los ARN
monocatenarios tratados o los ARN monocatenarios purificados son ARN monocatenarios purificados que codifican
una proteina. En una realizacion preferida de este procedimiento, los ARN monocatenarios purificados codifican
factores de induccion de células madre pluripotentes inducidas (iPSC), las células que presentan un primer estado
diferenciado son células somaticas humanas o animales, y los ARN monocatenarios purificados se introducen en
dichas células diariamente durante aproximadamente 7 a aproximadamente 21 dias para generar células que
presentan un segundo estado diferenciado o fenotipo que comprende iPSC.

En determinadas realizaciones, la invencién proporciona un procedimiento para reducir o eliminar un sintoma o una
enfermedad de un sujeto humano o animal que presente un estado patoldgico, que comprende: administrar,
introduciéndola en el sujeto, la célula que presenta el segundo estado diferenciado o fenotipo, mediante lo que el
sintoma o la enfermedad se reduce o se elimina.

En algunas realizaciones preferidas de los procedimientos, el uno o mas en ARN monocatenarios sintetizados in
vitro y/o los ARN monocatenarios purificados presentan al menos una secuencia UTR 5' heterodloga, secuencia de
Kozak, secuencia IRES, o la secuencia UTR 3' que da lugar a una mayor traduccion a la proteina codificada cuando
dichos respectivos ARN monocatenarios se introducen en células eucariotas en comparacion con los mismos ARN
monocatenarios que no muestran dicha secuencia UTR 5’ respectiva, secuencia de Kozak, secuencia IRES o
secuencia UTR 3'. En algunas realizaciones preferidas particulares, la UTR 5’ o UTR 3' es una secuencia presentada
por un ARNm de alfa- (a-)globina o beta- (B-)globina de Xenopus o humano, o en las que la UTR 5’ es una
secuencia presentada por el ARN del virus del ataque quimico del tabaco (TEV).

En algunas realizaciones de los procedimientos, los ARN monocatenarios tratados o los ARN monocatenarios
purificados presentan una caperuza 5' que comprende 7-metilguanina o un analogo de caperuza antiinverso (ARCA).
En algunas realizaciones, los ARN monocatenarios tratados o los ARN monocatenarios purificados comprenden
ademas una caperuza 5’ que tiene una estructura cap1, en la que el hidroxilo 2' de la ribosa del penultimo nucleétido
5’ se metila (por ejemplo, usando ARN 2'-O-metiltransferasa por ejemplo, usando el kit de 2'-O-metiltransferasa
SCRIPTCAP™ CELLSCRIPT, Inc.).

En algunas realizaciones, en las que los ARN monocatenarios tratados o los ARN monocatenarios purificados
presentan una caperuza 5', el uno o mas ARN monocatenarios sintetizados in vitro usados en dicho procedimiento
para dicho procedimiento presentan la caperuza en 5’ (es decir, antes de dicho tratamiento). Por lo tanto, en algunas
realizaciones, el uno o mas ARN monocatenarios sintetizados in vitro usados para dicho tratamiento comprenden
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ARN monocatenarios protegidos con caperuza. En algunas de estas realizaciones, el uno o mas ARN
monocatenarios sintetizados in vitro que presentan la caperuza 5 se sintetizaron antes de su uso para dicho
tratamiento: (i) durante la transcripcion mediante la incorporacion de un analogo de caperuza (por ejemplo, un
analogo de caperuza antiinverso o ARCA) durante la transcripcion in vitro de (por ejemplo, usando el kit de
transcripcion MESSAGEMAX™ T7 ARCA-capped message o el kit de transcripcion de ARN con 5MC- y W IN-
COGNITO™ T7 ARCA, CELLSCRIPT, Inc., Madison, WI, EE.UU.); o (ii) tras la transcripcién, incubando moléculas
de ARN monocatenario transcritas in vitro con un sistema enzimatico de protecciéon con caperuza que comprende
ARN guaniltransferasa en condiciones en las que las moléculas de ARN monocatenario transcritas in vitro son
protegidas con caperuza 5', incluyendo cuando el sistema enzimatico de proteccion con caperuza genera la
metilacion del hidroxilo 2’ de la ribosa en el penultimo nucleétido 5 (por ejemplo, usando el sistema de produccién de
ARNmM convencional T7 mSCRIPT™, o usando un sistema de transcripcion in vitro separado, tal como el kit de IVT
de ARN convencional T7-SCRIBE™, el kit de transcripcion de ARN con W INCOG-NITO™ T7 o el kit de
transcripcion de ARN con W y 5mC INCOGNITO™ T7 para obtener ARN monocatenario, y el sistema de proteccion
con caperuza de m’G SCRIPTCAP™ para obtener ARN cap0 (todos de CELLSCRIPT, Inc.); en algunas
realizaciones, el sistema enzimatico de proteccion con caperuza produce ademas la metilacion del hidroxilo 2’ de la
ribosa en el pendltimo nucleétido 5' para generar el ARN cap1, y el procedimiento comprende ademas: incubar con
ARN 2'-O-metiltransferasa (por ejemplo, usando el kit de 2'-O-metiltransferasa SCRIPTCAP™, CELLSCRIPT, Inc.).

En algunas realizaciones preferidas, en las que los ARN monocatenarios tratados o los ARN monocatenarios
purificados presentan caperuza 5', el uno o mas ARN monocatenarios sintetizados in vitro usados en dicho
procedimiento para dicho tratamiento no estan protegidos con caperuza, y el procedimiento comprende ademas: tras
la transcripcion, proteger con caperuza los ARN monocatenarios tratados o los ARN monocatenarios purificados
para generar ARN monocatenarios tratados protegidos con caperuza en 5° o ARN monocatenarios purificados
protegidos con caperuza 5'. En algunas realizaciones, dicha proteccion con caperuza después de la transcripcion de
los ARN monocatenarios tratados o los ARN monocatenarios purificados se realiza como se ha descrito
anteriormente y/o como se describe en la literatura del producto proporcionada con el sistema de proteccion con
caperuza de m’G SCRIPTCAP™, el kit de 2'-O-metiltransferasa SCRIPTCAP™ o el sistema de produccion de
ARNmM convencional T7 mSCRIPT™ con respecto a los componentes del sistema enzimatico de proteccién con
caperuza (todos de CELLSCRIPT, Inc., Madison, WI, EE.UU.).

En algunas realizaciones preferidas, el uno o mas ARN monocatenarios sintetizados in vitro usados para dicho
tratamiento estan sustancialmente libres de ARN no protegidos con caperuza que presentan un grupo trifosfato 5’
(que se considera que es un tipo de "moléculas de ARN contaminantes” en el presente documento). En algunas
realizaciones preferidas, los ARN monocatenarios tratados y/o los ARN monocatenarios purificados generados a
partir de un procedimiento estan sustancialmente libres de ARN no protegidos con caperuza que presentan un grupo
trifosfato 5. En determinadas realizaciones, el uno o mas ARN monocatenarios sintetizados in vitro usados para
dicho tratamiento, los ARN monocatenarios tratados y/o los ARN monocatenarios purificados consisten en una
poblacion de moléculas de ARN monocatenario que tienen: (i) mas del 90 % de moléculas de ARN monocatenario
protegido con caperuza; (ii) mas del 95 % de moléculas de ARN monocatenario protegido con caperuza; (iii) mas del
99 % de moléculas de ARN monocatenario protegido con caperuza; o (iv) mas del 99,9 % de moléculas de ARN
monocatenario protegido con caperuza. En algunas realizaciones en las que la poblacion de moléculas de ARN
monocatenario también comprende moléculas contaminantes de ARN no protegido con caperuza que presentan un
trifosfato 5, el procedimiento comprende ademas: incubar el uno o mas ARN monocatenarios sintetizados in vitro
usados para dicho tratamiento, o los ARN monocatenarios tratados o los ARN monocatenarios purificados
generados a partir del procedimiento con una fosfatasa alcalina (por ejemplo, NTPhosphatase™, epicentre
technologies, Madison, WI, EE. UU.) o con ARN polifosfatasa 5 (epicentre technologies) para eliminar los grupos
trifosfato de los ARN monocatenarios no protegidos con caperuza contaminantes; en algunas realizaciones, el uno o
mas ARN monocatenarios sintetizados in vitro usados para dicho tratamiento, o los ARN monocatenarios tratados o
los ARN monocatenarios purificados que se incuban con ARN polifosfatasa 5 se incuban ademas con nucleasa
dependiente de fosfato 5 TERMINATOR™ o exorribonucleasa de Xrnl (por ejemplo, de Saccharomyces cerevisiae)
para digerir dichos ARN monocatenarios no protegidos con caperuza contaminantes. Estos procedimientos de
incubacion con fosfatasa alcalina o con ARN polifosfatasa 5 y con nucleasa dependiente de fosfato 5 TERMINA-
TOR™ o exorribonucleasa de Xrnl son particularmente utiles para eliminar los ARN monocatenarios no protegidos
con caperuza de los ARN monocatenarios protegidos con caperuza que se crearon mediante la proteccion con
caperuza durante la transcripciéon mediante la incorporacion de un analogo de caperuza durante una reaccion de
transcripcion in vitro.

En algunas realizaciones preferidas de los procedimientos, el uno o mas ARN monocatenarios sintetizados in vitro,
los ARN monocatenarios tratados o los ARN monocatenarios purificados se poliadenilan. En algunas realizaciones,
el uno o mas ARN monocatenarios sintetizados in vitro, los ARN monocatenarios tratados o los ARN monocatenarios
purificados presentan una cola de poli A de aproximadamente 50 a aproximadamente 200 nucleétidos. Sin embargo,
la cola de poli A no esta limitada con respecto al nimero de nucledétidos, y la cola de poli A puede presentar mas de
200 o menos de 50 nucledtidos.

En algunas realizaciones, el uno o mas ARN monocatenarios sintetizados in vitro, los ARN monocatenarios tratados
y/o los ARN monocatenarios purificados presentan una cola de poli A de 50 a 100 nucleétidos, de 100 a 200
nucledtidos, de 150 a 200 nucledtidos o de mas de 200 nucledtidos. En algunas realizaciones preferidas, el uno o
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mas ARN monocatenarios sintetizados in vitro, los ARN monocatenarios tratados y/o los ARN monocatenarios
purificados presentan una cola de poli A de 150 a 200 nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, el uno o
mas ARN monocatenarios sintetizados in vitro se poliadenilan mediante la transcripcion in vitro de un molde de ADN
que comprende una secuencia oligo (dT) terminal que es complementaria a la cola de poli-A. En algunas
realizaciones preferidas, el uno o mas ARN monocatenarios sintetizados in vitro, los ARN monocatenarios tratados o
los ARN monocatenarios purificados se poliadenilan mediante poliadenilacion posterior a la transcripcion, usando
una poli (A) polimerasa o poli-A polimerasa (por ejemplo, poli-A polimerasa derivada de E. coli o Saccharomyces
cerevisiae; o una poli-A polimerasa de origen comercial, por ejemplo, poli(A) polimerasa A-PLUS™, CELLSCRIPT,
Inc., Madison, WI 53713, EE.UU.). Sin embargo, a menos que se establezca especificamente con respecto a un
procedimiento particular, la invencion no se limita al uso de una poli(A) polimerasa particular, y se puede usar
cualquier poli A) polimerasa adecuada. Una "poli(A) polimerasa" o "poli-A polimerasa" o "PAP", cuando se usa en el
presente documento, significa una ARN polimerasa independiente del molde que se encuentra en la mayoria de los
eucariotas, procariotas y virus eucariotas, que usa selectivamente ATP para incorporar restos de AMP a extremos 3'-
hidroxilados de ARN. Dado que las enzimas PAP que se han estudiado en plantas, animales, bacterias y virus
catalizan la misma reaccion global (por ejemplo, véase Edmonds, M, 1990), estan altamente conservadas
estructuralmente (por ejemplo, véase Gershon, P, 2000) y carecen de especificidad intrinseca por secuencias o
tamafos de moléculas de ARN particulares si la PAP se separa de las proteinas que reconocen las sefiales de
poliadenilacion AAUAAA (Wilusz, J y Shenk, T, 1988), se pueden usar enzimas PAP recombinantes y de tipo
silvestre purificadas de cualquiera de una variedad de fuentes en los kits y procedimientos de la presente invencion.
La invenciéon tampoco se limita a los procedimientos de poliadenilacién del uno o mas ARN monocatenarios
sintetizados in vitro, los ARN monocatenarios tratados o los ARN monocatenarios purificados descritos en el
presente documento, y se puede usar cualquier otro procedimiento adecuado en la técnica para dicha
poliadenilacion.

En algunas realizaciones de los procedimientos, el uno o mas ARN monocatenarios sintetizados in vifro comprenden
al menos un ribonucleésido modificado seleccionado del grupo que consiste en pseudouridina (W), 1-metil-
pseudouridina (m'W¥), 5-metilcitidina(m®C), 5-metiluridina (m®U), 2'-O-metiluridina (Um o m?°U), 2-tiouridina (s?U) y
Né-metiladenosina (mPA) en lugar de al menos una parte del correspondiente ribonucledsido candnico sin modificar.
En algunas realizaciones en las que uno o mas ARN monocatenarios sintetizados in vitro comprenden al menos un
ribonucledsido modificado, el al menos un ribonucledsido modificado se selecciona del grupo que consiste en: (i)
pseudouridina (W¥), 1-metil-pseudouridina (m'¥), 5-metiluridina (m%U), 2'-O-metiluridina (Um o m?-U), y 2-tiouridina
(s?U) en lugar de todos o sustancialmente todos los restos de uridina candnicos; (ii) 5-metilcitidina (m5C) en lugar de
todos o sustancialmente todos los restos de citidina canonicos; y/o (iii) N®-metiladenosina (mfA) en lugar de todos o
sustancialmente todos los restos de adenosina canonicos. En algunas realizaciones preferidas en las que uno o mas
ARN monocatenarios sintetizados in vitro comprenden al menos un ribonucleésido modificado, el al menos un
ribonucledsido modificado consiste en pseudouridina (W) o 1-metil-pseudouridina (m'W) en lugar de todos o
sustancialmente todos los restos de uridina canonicos, y/o 5-metilcitidina (m®C) en lugar de todos o sustancialmente
todos los restos de citidina canonicos. En algunas realizaciones preferidas, en las que los ARN monocatenarios
sintetizados in vitro comprenden pseudouridina (W) o 1-metil-pseudouridina (m' W) en lugar de todos o
sustancialmente todos los restos de uridina candnicos, los ARN monocatenarios sintetizados in vitro también
comprenden 5-metilcitidina (m®C) en lugar de todos o sustancialmente todos los restos de citidina canonicos.

En algunas realizaciones de los procedimientos en las que uno o mas ARN monocatenarios sintetizados in vitro
comprenden al menos un ribonucledsido modificado, el uno o mas ARN monocatenarios sintetizados in vitro se
sintetizan mediante transcripcion in vitro (IVT) de un molde de ADN que codifica cada uno de dichos al menos un
factor de reprogramacion proteico o polipeptidico usando una ARN polimerasa que inicia dicha transcripcion a partir
de un promotor de ARN polimerasa afin que esta unido a dicho molde de ADN y ribonucleésidos trifosfato 5 (NTP)
que comprenden al menos un ribonucledsido trifosfato 5 modificado seleccionado del grupo que consiste en
pseudouridina 5’ trifosfato (WTP), 1-Metil-pseudouridina 5’ trifosfato (m'WTP), 5-metilcitidina 5’ trifosfato (m®CTP), 5-
metiluridina 5’ trifosfato (mSUTP), 2'-O-metiluridina 5’ trifosfato (UmTP o m?-CUTP), 2-tiouridina 5’ trifosfato (s2UTP) y
Né-metiladenosina 5’ trifosfato (mPATP); en algunas realizaciones preferidas, se usa el NTP modificado en lugar de
todo o sustancialmente todo el NTP no modificado correspondiente en la reaccion de IVT (por ejemplo, WTP,
m'YTP, mSUTP, m?-OUTP o s?UTP en lugar de UTP: m5CTP en lugar de CTP; o m8ATP en lugar de ATP).

En algunas realizaciones de los procedimientos, uno o mas ARN monocatenarios sintetizados in vitro estan
sustancialmente libres de ribonucledsidos modificados (distintos de aquellos ribonucledsidos que comprenden la
estructura de caperuza 5', si hay presente una caperuza 5', incluyendo el penultimo nucledsido 5’ cuando el uno o
mas ARN monocatenarios sintetizados in vitro presentan una estructura de caperuza cap1). En algunas
realizaciones de los procedimientos, a excepcion de los ribonucledsidos que comprenden la caperuza 5', si esta
presente, el uno o mas ARN monocatenarios sintetizados in vitro comprenden solo los ribonucledsidos candnicos G,
A, C y U. En algunas realizaciones de los procedimientos, el uno o mas ARN monocatenarios sintetizados in vitro
que codifican cada uno de dichos al menos un factor de reprogramacion proteico o polipeptidico se sintetizaron
mediante la transcripcion in vitro de un molde de ADN mediante una ARN polimerasa usando los NTP candnicos:
GTP, ATP, CTP y UTP.

En algunas de las realizaciones del procedimiento de fabricacion de ARN monocatenarios purificados en el que el
uno o mas ARN monocatenarios sintetizados in vitro comprenden bien uno o mas ribonucleésidos modificados (por
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ejemplo, ¥ y/o m5C) o solo ribonucledsidos no modificados (G, A, C y U ) y codifican uno o mas factores de
reprogramacion proteico o polipeptidico, el procedimiento comprende ademas: introducir los ARN monocatenarios
purificados o tratados en una célula eucariota que presenta un primer estado diferenciado o fenotipo al menos tres
veces durante un periodo de al menos tres dias; y cultivar las células en condiciones en las que las células
presentan un segundo estado diferenciado o fenotipo. En algunas de estas realizaciones, la célula eucariota que
presenta un primer estado diferenciado o fenotipo es una célula somatica humana o animal, los ARN monocatenario
purificados o tratados codifican factores de reprogramacion que comprenden factores de induccion de células madre
pluripotentes (células iPS) y las células que presentan un segundo estado diferenciado o fenotipo son células iPS; en
estas realizaciones, la introduccién de los ARN monocatenarios purificados o tratados al menos tres veces durante
un periodo de al menos tres dias significa aproximadamente al menos siete veces durante al menos siete dias hasta
aproximadamente al menos 21 veces durante al menos 21 dias.

Sorprendente e inesperadamente, los presentes solicitantes descubrieron que este procedimiento de
reprogramacion de células eucariotas mediante la introduccion en las células de ARN monocatenarios purificados o
tratados codificantes de factores de induccion de células iPS dio lugar a la reprogramacion de células somaticas
humanas o animales (por ejemplo, fibroblastos, querotinocitos) a células iPS, tanto cuando se usaron ARN
monocatenarios purificados o tratados que comprendian ribonucledsidos modificados tales como ¥ y/o m5C, como
cuando se usaron ARN monocatenarios purificados o tratados que consistian solamente en ribonucledsidos
canonicos no modificados, G, A, C y U. Antes de los resultados de los presentes solicitantes, se cree que solo se
usaban ARN monocatenarios modificados para reprogramar células. Antes de los resultados de los presentes
solicitantes, se cree que nadie habia mostrado nunca la reprogramacion de células somaticas humanas o animales a
células iPS con ARN monocatenarios que consistian Unicamente en ribonucleésidos canénicos no modificados.

Alun mas, antes de la obra desvelada en la presente solicitud, se cree que nadie habia demostrado nunca la
reprogramacion de una célula somatica humana o animal a una célula iPS usando ARN monocatenarios modificados
sin poner en contacto las células con un inhibidor de la via de sefalizacién del interferén, tal como la proteina B18R
como inhibidor del interferén de tipo |, antes de introducir dichos ARN monocatenarios codificantes de los factores de
induccion de células iPS. Por lo tanto, la capacidad de los procedimientos de la presente invencion para generar
ARN monocatenarios purificados o tratados que produzcan la induccion eficaz de células iPS a partir de células
somaticas humanas o animales demuestra ademas la importancia y la amplitud de este procedimiento para fabricar
ARN monocatenarios purificados o tratados para la traduccién en células vivas.

La capacidad de los procedimientos de la presente invencion para generar ARN monocatenarios tratados que no
activen los sensores de ARN o las vias de sefalizacion de ARN, tales como las vias de TLR3, y que no induzcan las
vias de la apéptosis, incluso tras la introduccién de los ARN monocatenarios tratados en las células 18 o mas veces
durante al menos 18 dias, demuestra ademas el poder de los procedimientos de la presente invencion, y la ventaja
comparativa de estos procedimientos frente a otros procedimientos conocidos en la técnica.

En determinadas realizaciones, los procedimientos de tratamiento de ARN monocatenarios sintetizados in vitro con
RNasa Il se pueden realizar en menos de una hora, con solo unos cuantos minutos de tiempo de manipulacioén, y
pudiéndose tratar simultaneamente muchos ARN monocatenarios diferentes, haciendo el procedimiento facilmente
adaptable a la produccién de alto rendimiento de ARN monocatenarios purificados. Dado que, en determinadas
realizaciones, ciertos procedimientos descritos en el presente documento comprenden principalmente una etapa
enzimatica, que puede, por ejemplo, realizarse mediante etapas de pipeteo simples, en algunas realizaciones, el
presente procedimiento se realiza sin supervisién usando un robot de laboratorio. Por lo tanto, la invencién
proporciona, en determinadas realizaciones, un procedimiento automatico de fabricacion de ARN monocatenarios
purificados para reprogramar células somaticas humanas o animales a células iPS o para reprogramar un tipo de
célula somatica a otro tipo de célula somatica.

Ademas de lo anterior, los presentes solicitantes han descubierto también que los ARN monocatenarios purificados
que comprenden nucledsidos modificados que se purifican mediante un procedimiento de purificacién de HPLC
también se pueden usar para la reprogramacion de células somaticas humanas a células iPS, como se desvela en el
presente documento. Sin embargo, los presentes procedimientos que usan el tratamiento con RNasa Ill son mucho
mas faciles, mas rapidos y mas econémicos en términos de tiempo, materiales y reactivos que los procedimientos de
purificacion por HPLC para generar ARN monocatenarios purificados para reprogramar células somaticas eucariotas
a células iPS o para otras aplicaciones.

En algunas realizaciones preferidas de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la invencion, la
composicion de ARN tratado que comprende ARN monocatenario o ARNm se pone en contacto de manera repetida
o continua con o se introduce de manera repetida o continua en una célula humana o animal (por ejemplo, de
mamifero) que esta ex vivo en cultivo o in vivo en un organismo, de modo que la composicion de ARN es capaz de
inducir un efecto biolégico o bioquimico (por ejemplo, la reprogramacion de la célula de un primer estado
diferenciado o fenotipo a un segundo estado diferenciado o fenotipo). Por lo tanto, una realizacién de la invencion es
un procedimiento para inducir un efecto biolégico o bioquimico en una célula humana o animal (por ejemplo, célula
de mamifero), que comprende: introducir de manera repetida o continua una composicion de ARN que comprenda
uno o mas ARN monocatenarios o ARNm codificantes de una o mas proteinas (por ejemplo, uno o mas factores de
reprogramacion proteicos, por ejemplo, uno o mas factores de transcripcion) en una célula humana o animal en
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cultivo; y cultivar en condiciones en las que se induzca el efecto bioldgico o bioquimico.

En algunas realizaciones, el efecto biolégico comprende la reprogramacion de una célula eucariota que presenta un
primer estado diferenciado o fenotipo a una célula que presenta un segundo estado diferenciado o fenotipo. En
algunas realizaciones, la célula humana o de mamifero que presenta un primer estado diferenciado o fenotipo es
una célula somatica (por ejemplo, un fibroblasto, queratinocito o célula sanguinea), los ARN monocatenarios o
ARNm codifican uno o mas factores de reprogramacion o factores de induccion de iPSC seleccionados del grupo
que consiste en OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, NANOG y una proteina de la familia MYC escogida entre c-MYC de tipo
silvestre, c-MYC mutante (T58A) y L-MYC, y la célula que presenta el segundo estado diferenciado o fenotipo es una
célula iPS. En algunas realizaciones, en las que la célula humana o de mamifero que presenta un primer estado
diferenciado o fenotipo es una célula somatica (por ejemplo, un fibroblasto), dicho cultivo comprende cultivar las
células en ausencia de células alimentadoras en presencia de al menos un inhibidor de molécula pequefia del factor
de crecimiento transformante beta (TGF-beta o TGF), al menos un inhibidor de molécula pequefa de la proteina
quinasa activada por mitégeno (MAPK/ERK quinasa o MEK), o al menos un inhibidor de molécula pequefia para
TGF-beta y MEK; en algunas de estas realizaciones, las células se cultivan: (i) en células alimentadoras; (ii) en un
sustrato bioldgico que no comprende células alimentadoras vivas (por ejemplo, un extracto de matriz extracelular,
por ejemplo, una mezcla de proteinas gelatinosa secretada por células de sarcoma de raton Engelbreth-Holm-
Swarm (EHS), por ejemplo, comercializada con nombres comerciales tales como MATRIGEL™ o CULTREX BME
(BD Biosciences); o una o mas biomoléculas, por ejemplo, proteina vitronectina humana purificada); (iii)
directamente en la superficie de una placa de cultivo a la que el primer tipo de células se adhiere y crece para formar
una monocapa en ausencia de células alimentadoras o de un sustrato bioldgico.

Otra realizacién de la presente invencion es un medio de reprogramacion libre de alimentador que consiste en medio
Eagle modificado de Dulbecco con mezcla de nutrientes F-12 (DMEM/F12; Invitrogen) complementado con
sustitucion de suero KNOCKOUT™ al 20 % (Invitrogen), GLUTAMAX ™-] 2 mM (Invitrogen), solucion de
aminoacidos no esenciales 0,1 mM (Invitrogen) e inhibidor de la via de sefalizacién de MEK 0,5-15 micromolar (por
ejemplo, STEMOLE-CULE™ PD0325901, Stemgent, Cambridge, MA, EE.UU.). En algunas realizaciones, el medio
de reprogramacion libre de alimentador comprende ademas el inhibidor del factor de crecimiento transformante 3
(TGFB) (por ejemplo, STEMOLECULE™ SB431542, Stemgent™). En algunas realizaciones, el medio de
reprogramacion libre de alimentador comprende ademas aproximadamente 100 ng/ml de factor de crecimiento de
fibroblastos recombinante humano basico. En algunas realizaciones, el medio de reprogramacion libre de
alimentador comprende ademas antibidticos de penicilina y estreptomicina.

Como se muestra en el EJEMPLO 23, cuando se anadi® ARN bicatenario de GAUC Luc2 sin modificar o ARN
bicatenario de GAyWC modificado diariamente durante dos dias con el respectivo ARNm de GAUC o ARNm de GAyC
codificante de ARNm de MYOD, la reprogramacion de las células madre mesenquimales de raton a mioblastos solo
se indujo cuando la cantidad de ARN bicatenario de Luc2 afiadida fue inferior al aproximadamente 0,01 % de la
masa total de ARN usada para la reprogramacion. Sin embargo, cuando se afiadi6 ARN bicatenario de GAym®°C
Luc2 diariamente durante dos dias con ARNm de GAwm®C codificante de ARNm de MYOD, se indujeron mioblastos
cuando el ARN bicatenario de Luc2 fue inferior al aproximadamente 0,1 % de la masa total de ARN de la
composicion de ARN.

Por lo tanto, una realizacion de la invencion es un procedimiento de reprogramacion de una célula no mioblastica
humana o de mamifero (por ejemplo, una célula madre mesenquimal de ratén) a un mioblasto que comprende:
diariamente, durante al menos dos dias, introducir en células no mioblasticas una composiciéon de ARN que
comprende ARNm de GAUC sintetizado in vitro o ARNm de GAWC codificante de la proteina MYOD o un fragmento
funcional o variante de la misma, en el que dicha composicion de ARN esta al menos practicamente libre de ARN
bicatenario; y cultivar en condiciones en las que al menos una parte de dichas células no mioblasticas se
reprogramen o se diferencien en mioblastos.

Por lo tanto, otra realizacion de la invencion es un procedimiento de reprogramacion de una célula mioblastica
humana o de mamifero (por ejemplo, una célula madre mesenquimal de ratén) a un mioblasto que comprende:
diariamente, durante al menos dos dias, introducir en células no mioblasticas una composiciéon de ARN que
comprenda ARNm sintetizado in vitro de GAymS5C codificante de la proteina MYOD o un fragmento funcional o
variante de las misma, en la que dicha composicién de ARN esta al menos casi libre, esencialmente libre 0 mas
preferentemente practicamente libre de ARN bicatenario; y cultivar en condiciones en las que al menos una parte de
dichas células no mioblasticas se reprograma o diferencia en mioblastos.

Cuando se aiadié ARN bicatenario de GAUC Luc2 sin modificar diariamente con los ARNm de GAy/C codificantes
de los factores de reprogramacion ASCL1, MYT1L, NEUROD1 y POU3F2 (AMNP), las neuronas solo se indujeron
cuando la cantidad de ARN bicatenario de GAUC Luc2 no modificado fue inferior al aproximadamente 0,01 % de la
masa total de ARN usada para la reprogramacion, y se generaron nimeros significativos de neuronas solo si la
cantidad de ARN bicatenario de GAUC Luc2 no modificado anadida fue inferior al aproximadamente 0,001 % de la
masa total de ARN usada para la reprogramacion. Cuando se afiadié ARN bicatenario de GAyC Luc2 modificado
diariamente con los ARNm de GAyC codificantes de los factores de reprogramacion de AMNP, las neuronas se
indujeron solo si la el ARN bicatenario de GAWC Luc2 modificado con pseudouridina fue inferior al aproximadamente
0,02 % de la masa total de ARN usada para la reprogramacion, y se generaron numeros significativos de neuronas
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solo si la cantidad de ARN bicatenario de GAUC Luc2 no modificado afiadida fue inferior al aproximadamente 0,004
% de la masa total de ARN usada para la reprogramacion. Estos resultados muestran, para ciertas realizaciones,
que el ARN bicatenario, en general, se debe reducir a niveles inferiores (por ejemplo, usando los procedimientos de
tratamiento con RNasa Il descritos en el presente documento) para reprogramar fibroblastos humanos a células
neuronales como se muestra en el EJEMPLO 24.

Por lo tanto, otra realizacion de la invencion es un procedimiento de reprogramacion de células somaticas no
neuronales (por ejemplo, células fibroblasticas humanas) a células neuronales, comprendiendo el procedimiento:
diariamente, durante varios dias (por ejemplo, durante aproximadamente seis o mas dias), introducir, en células
somaticas no neuronales ex vivo en cultivo, una composicion de ARN que comprenda ARN monocatenario o ARNm
sintetizado in vitro codificante de al menos una proteina seleccionada del grupo que consiste en: ASCL1, MYT1L,
NEUROD1 y POU3F2 o un fragmento funcional o variante de cualquiera de las mismas, en el que dicha composicion
de ARN esta al menos practicamente libre, o mas preferentemente, extremadamente libre o absolutamente libre de
ARN bicatenario; y cultivar en condiciones en las que al menos una parte de dichas células somaticas no neuronales
se reprograme o transdiferencie en células neuronales.

Otra realizacién de la invencién es un procedimiento de reprogramacion de un fibroblasto no cardiaco humano o de
mamifero a un fibroblasto cardiaco, comprendiendo el procedimiento: diariamente, durante varios dias, introducir, en
fibroblastos humanos o de mamifero ex vivo en cultivo, una composicion de ARN que comprende ARN
monocatenario o ARNm sintetizado in vitro codificante de al menos un factor de transcripcion o factor de
reprogramacion proteico seleccionado del grupo que consiste en: ETS2, MESP1, GATA4, HAND2, TBX5 y MEF2C,
o un fragmento funcional o variante de cualquiera de los mismos, en el que la composicion de ARN esta
practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario; y cultivar en condiciones en las
que los fibroblastos no cardiacos se reprogramen a fibroblastos cardiacos.

Una realizacion de la invencién es un procedimiento de reprogramacion de un fibroblasto humano o de mamifero a
células neuronales dopaminérgicas, comprendiendo el procedimiento: diariamente, durante varios dias, introducir, en
fibroblastos humanos o de mamifero ex vivo en cultivo, una composicion de ARN que comprende ARN
monocatenario o ARNm sintetizado in vitro codificante de al menos un factor de transcripcion o factor de
reprogramacion proteico seleccionado del grupo que consiste en: ASCL1, EN1, FOXA2, LMX1A, NURR1 y PITX3, o
un fragmento funcional o variante de cualquiera de los mismos; en el que la composiciéon de ARN esta
extremadamente libre o esta absolutamente libre de ARN bicatenario; y cultivar en condiciones en las que los
fibroblastos se reprogramen a células neuronales dopaminérgicas.

Una realizacion de la invencion es un procedimiento de reprogramacion de un fibroblasto humano o de mamifero a
hepatocitos, comprendiendo el procedimiento: diariamente, durante varios dias, introducir, en fibroblastos humanos o
de mamifero ex vivo en cultivo, una composicion de ARN que comprende ARN monocatenario o ARNm sintetizado
in vitro codificante de al menos un factor de transcripcion o factor de reprogramacion proteico seleccionado del grupo
que consiste en: HNF1a o un fragmento funcional o una variante del mismo, HNF4a, FOXA1, FOXA2, FOXA3 y
GATA4, o un fragmento funcional o una variante de cualquiera de los mismos; en el que la composicion de ARN esta
absolutamente libre de ARN bicatenario; y cultivar en condiciones en las que los fibroblastos se reprogramen a
hepatocitos.

En algunas realizaciones preferidas, la composicién de ARN, o el ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro
que compone la composicion de ARN que esta practicamente libre de ARN bicatenario, extremadamente libre de
ARN bicatenario o absolutamente libre de ARN bicatenario es menos inmunogénica (o induce una respuesta inmune
de manera detectable inferior o una respuesta inmune innata de manera detectable inferior) en dicha célula o en un
tejido, 6rgano u organismo humano o animal (por ejemplo, de mamifero) que contiene dicha célula en comparacion
con una composicién de ARN, o el ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro que compone la composicion de
ARN que no estda practicamente libre de ARN bicatenario, extremadamente libre de ARN bicatenario o
absolutamente libre de ARN bicatenario. En algunas realizaciones, la composicion de ARN, o el ARN monocatenario
o ARNm sintetizado in vitro que componen la composiciéon de ARN se analiza para inducir una respuesta inmune
innata de manera detectable inferior segin lo detectado mediante un procedimiento seleccionado del grupo que
consiste en: (i) detectar que la puesta en contacto repetida de la célula de mamifero con una cantidad del ARN
modificado que da lugar a la expresion detectable de la proteina codificada después de un solo contacto no reduce
de manera detectable la expresién de la proteina, mientras que la puesta en contacto repetida de la célula de
mamifero con misma cantidad del ARN no modificado si reduce de manera detectable la expresién de la proteina
codificada; (ii) detectar que el ARN modificado da lugar a un nivel inferior de autofosforilacion de la proteina quinasa
activada por ARN (PKR) y/o de fosforilacion del factor de inicio de la traduccién eucariota (elF2a) en comparacion
con la misma cantidad del homélogo de ARN no modificado basado en ensayos de fosforilacion in vitro; (iii) detectar
que la cantidad de una o mas citocinas inducidas por la célula de mamifero en respuesta al ARN no modificado es
superior a la cantidad de dicha una o mas citocinas inducidas por la célula de mamifero en respuesta a dicho
homologo de ARN modificado; (iv) detectar una diferencia en el nivel de expresion de uno o mas marcadores de
activacion de células dendriticas (DC) en respuesta al ARN no modificado en comparacion con el nivel de expresion
de dicho uno o mas marcadores de activaciéon de DC en respuesta a la misma cantidad de dicho ARN modificado;
(v) detectar una mayor capacidad relativa de dicho ARN modificado para actuar como un adyuvante para una
respuesta inmune adaptativa en comparacion con la misma cantidad de homodlogo de ARN no modificado; (vi)
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detectar un mayor nivel de activacion de las moléculas de sefalizacion del receptor de tipo Toll (TLR) en respuesta
al ARN no modificado en comparaciéon con la misma cantidad de dicho ARN modificado; y/o (vii) determinar la
cantidad del ARN modificado para generar una respuesta inmune medida en cualquiera de las células (i) vi) en
comparacion con la cantidad de ARN no modificado para generar la misma respuesta inmune; en particular, en el
que: dicha una o mas citocinas de (iii) se seleccionan del grupo que consiste en: IL-12, IFN-alfa, TNF-alfa, RANTES,
MIP-1alfa, MIP-1beta, IL-6, IFN-beta e IL-8; dichos marcadores de activacion de DC de (iv) se seleccionan del grupo
que consiste en: CD83, HLA-DR, CD80 y CD86; y/o dichas moléculas de sefializacion de TLR de (vi) se seleccionan
del grupo que consiste en: moléculas de sefializacion TLR3, TLR7 y TLR8. En algunas realizaciones preferidas, la
respuesta inmune innata inferior de manera detectable inducida por dicha composicion de ARN, o por el ARN
monocatenario o ARNm sintetizado in vitro que compone la composicion de ARN que esta practicamente libre de
ARN bicatenario, extremadamente libre de ARN bicatenario o absolutamente libre de ARN bicatenario en
comparacion con dicha composicién de ARN o con el ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro que compone
la composicion de ARN que no esta practicamente libre de ARN bicatenario, extremadamente libre de ARN
bicatenario o absolutamente libre de ARN bicatenario es al menos 2 veces inferior usando al menos una de dichas
células para determinar o medir dicha reduccién detectable de la inmunogenicidad. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, la composicion de ARN, o el ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro que compone la
composicion de ARN que esta practica, extremada o absolutamente libre de ARN bicatenario se analiza para inducir
una respuesta inmune innata inferior de manera detectable como se describe en la solicitud de patente de EE.UU.
n.° 20110143397, en particular, como se describe en el parrafo [0262] y en "Materiales y procedimientos para los
Ejemplos 35-38" y/o como se describe y se muestra para las FIG. 22-24 del mismo.

Una realizacién de la invencion es un procedimiento de preparacion de una composicion bioldgica (por ejemplo, una
composicion de ARN) que esta al menos practicamente libre de ARN bicatenario, comprendiendo el procedimiento:
tratar la composicion biolégica (por ejemplo, una composicion de ARN, o ARN monocatenario o ARNm que compone
una composicion de ARN) con una proteina especifica del ARN bicatenario en una solucién tamponada en
condiciones en las que la proteina especifica del ARN bicatenario se una y/o reaccione con los contaminantes de
ARN bicatenario; y luego retirar la proteina especifica del ARN bicatenario y los contaminantes de ARN bicatenario
unidos o reaccionados para generar un preparado de ARN tratado (o0 ARN monocatenario o ARNm tratado que
compone la composicion de ARN) que esté al menos practicamente libre de ARN bicatenario. Con respecto a los
procedimientos, las composiciones o los kits de la presente invencion, una "proteina especifica del ARN bicatenario”
en el presente documento significa una proteina que no es un anticuerpo, proteina que se une y/o reacciona con
ARN bicatenario con una afinidad y especificidad mucho mayor que la que se une y/o reacciona con otras
biomoléculas que no sean ARN bicatenario. En algunas realizaciones especificas, la proteina especifica del ARN
bicatenario es una ribonucleasa especifica del ARN bicatenario (RNasa). En algunas realizaciones preferidas, la
RNasa especifica del ARN bicatenario es una endorribonucleasa (endoRNasa). Lo mas preferentemente, la
endoRNasa de los procedimientos, las composiciones o los kits de la invencién es RNasa lll.

Una realizacion preferida de la invencién, en la que la proteina especifica del ARN bicatenario es RNasa lll, es un
procedimiento de preparacion de una composicion bioldgica (por ejemplo, una composicion de ARN) que esta
sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente
libre de ARN bicatenario, comprendiendo el procedimiento: poner en contacto una composicion biolégica (por
ejemplo, una composicion de ARN, o ARN monocatenario o ARNm que compone una composicion de ARN) con
RNasa lll en una solucion tamponada que contiene una sal de magnesio que comprende cationes de magnesio a
una concentracion de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 4 mM en condiciones en las que la RNasa Il se
une y/o reacciona con el ARN bicatenario que esta presente en la solucion para generar una composicion biolégica
tratada que esta sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, practicamente libre, extremadamente libre o
absolutamente libre de ARN bicatenario. Cuando se usa para fabricar una composicion de ARN que esta
sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente
libre de ARN bicatenario, este procedimiento a veces se denomina "tratamiento con RNasa IlI" o "procedimiento de
tratamiento con RNasa IlI" en el presente documento. En algunas realizaciones preferidas del procedimiento de
tratamiento con RNasa lll, o realizaciones de las composiciones o los kits que comprenden o ponen en practica el
procedimiento de tratamiento con RNasa lll, la solucién tamponada comprende un tampdn de Tris (por ejemplo, Tris-
acetato 33 mM, pH 8) como tampon, En algunas otras realizaciones, se usa un tampon diferente que mantiene el pH
a aproximadamente pH 7,5-8. En algunas realizaciones, se usa un tampén diferente o un pH diferente algo fuera del
intervalo de pH 7,5-8. En realizaciones preferidas, la solucion comprende ademas una sal monovalente a una
concentracion de al menos aproximadamente 50 mM, y mas preferentemente, la solucion comprende ademas una
sal monovalente a una concentraciéon de aproximadamente 50 mM a aproximadamente 150 mM, y lo mas
preferentemente, la solucion comprende ademas una sal monovalente a una concentracién de aproximadamente
150 mM o superior a 150 mM. En algunas realizaciones del procedimiento, el procedimiento comprende ademas
limpiar la composicién biologica de la RNasa Ill y otros componentes de la soluciéon. Algunas realizaciones de la
invencion comprenden una composicion bioldgica (por ejemplo, una composicion de ARN) o un kit que comprende
una composicion bioldgica (por ejemplo, una composicion de ARN) que se genera usando los procedimientos de
tratamiento con RNasa Il descritos en el presente documento, en las que la composicion bioldgica (por ejemplo, una
composicion de ARN, o ARN monocatenario o ARNm que compone una composicion de ARN) esta sustancialmente
libre, casi libre, esencialmente libre, practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN
bicatenario.
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Algunas realizaciones preferidas de la invencion en las que la composicién bioldgica es una composicion de ARN
que comprende ARN monocatenario o ARNm son: (i) el procedimiento de fabricacién de una composicion biolégica
que esta sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, practicamente libre, extremadamente libre o
absolutamente libre de ARN bicatenario; (ii) una composicion bioldégica que esta sustancialmente libre, casi libre,
esencialmente libre, practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario fabricada
usando el procedimiento; (iii) un kit que comprende una composicion bioldgica que esta sustancialmente libre, casi
libre, esencialmente libre, practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario; o (iv)
un kit para fabricar una composicion biolégica que esta sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre,
practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario, en las que dicha composicién
de ARN esta sustancialmente libre de ARN bicatenario, casi libre de ARN bicatenario, esencialmente libre de ARN
bicatenario, practicamente libre de ARN bicatenario, extremadamente libre de ARN bicatenario o absolutamente libre
de ARN bicatenario, lo que significa, respectivamente, que menos del aproximadamente: 0,5 %, 0,1 %, 0,05 %, 0,01
%, 0,001 % o 0,0002 % del ARN de la composiciéon de ARN comprende ARN bicatenario de un tamafio superior a 40
pares de bases (o superior a aproximadamente 30 pares de bases). En algunas realizaciones preferidas, la
composicion bioldgica comprende o consiste en una composicion de ARN que comprende uno o mas ARN
monocatenarios o0 ARNm sintetizados in vitro (o el uno o mas ARN monocatenarios o ARNm sintetizados in vitro) y el
procedimiento comprende: poner en contacto la composicion de ARN, o uno o mas ARN monocatenarios o ARNm
con RNasa Ill en una solucidon tamponada que comprende cationes de magnesio divalentes a una concentracién de
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 4 mM y una sal monovalente a una concentracion de al menos 50 mM;
e incubar en condiciones en las que la RNasa lll se una al ARN bicatenario y sea enzimaticamente activa; y luego
limpiar la composicion de ARN o los ARN monocatenarios o ARNm de la RNasa lll y el resto de componentes,
incluyendo los productos de la digestion con la RNasa lll, para generar una composicién de ARN tratado, o ARN
monocatenarios o ARNm tratados que esté/n sustancialmente libre/s, casi libre/s, esencialmente libre/s,
practicamente libre/s, extremadamente libre/s o absolutamente libre/s de ARN bicatenario. En realizaciones
preferidas de este procedimiento, la composicién de ARN tratado, o los ARN monocatenarios o0 ARNm tratados
esta/n practicamente libre/s, extremadamente libre/s o absolutamente libre/s de ARN bicatenario. En algunas
realizaciones preferidas de este procedimiento, la sal monovalente tiene una concentracién de aproximadamente 50
mM a aproximadamente 100 mM, de aproximadamente 100 mM a aproximadamente 200 mM, o de
aproximadamente 200 mM a aproximadamente 300 mM. En algunas realizaciones preferidas del procedimiento,
dicha limpieza de los ARN monocatenarios o ARNm comprende al menos una etapa seleccionada de: extraccion con
disolvente organico (por ejemplo, fenol y/o cloroformo), precipitacion de los ARN monocatenarios o ARNm con
acetato de amonio y lavado del precipitado con alcohol (por ejemplo, etanol al 70 %). En realizaciones preferidas, la
limpieza no comprende una columna cromatografica o un dispositivo de gel electroforético. En algunas realizaciones,
dicha limpieza comprende una columna de centrifugacion de filtracion en gel (por ejemplo, dextrano reticulado). En
determinadas realizaciones preferidas de este procedimiento, la solucidon tamponada comprende cationes de
magnesio divalentes a una concentracion de aproximadamente 1,0 mM a aproximadamente 3,0 mM, o mas
preferentemente, de aproximadamente 1,0 mM a aproximadamente 2,0 mM.

En algunas realizaciones del procedimiento de fabricacion de una composicion de ARN que comprende ARN
monocatenario o ARNm que esta sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, practicamente libre,
extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario, el procedimiento comprende ademas al menos una
etapa seleccionada de entre precipitacion con acetato de amonio, precipitacion con alcohol y extraccidon organica
(por ejemplo, extraccion con fenol y/o cloroformo), (por ejemplo, cada una como se describe en uno o mas de los
ejemplos presentados en el presente documento). En algunas realizaciones preferidas, la composicion de ARN
comprende ARN monocatenario o ARNm codificante de una o mas proteinas. En algunas realizaciones preferidas
del procedimiento de fabricacion de una composicién de ARN que comprende ARN monocatenario o ARNm que
esta sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, practicamente libre, extremadamente libre o
absolutamente libre de ARN bicatenario, el procedimiento no comprende ninguna cromatografia en columna (ya sea
por gravedad o bajo presion, por ejemplo, HPLC o FPLC), electroforesis u otra etapa de separacién que comprenda
el uso de una resina, gel o membrana. Por lo tanto, algunas ventajas del presente procedimiento de preparacion de
una composicion de ARN que comprende ARN monocatenario o ARNm que esta sustancialmente libre, casi libre,
esencialmente libre, practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario son que no
existe dicha separacion, cromatografia, electroforesis ni se requiere instrumentacion especial, requiriendo todo ello
una formacion especial, materiales (por ejemplo, columnas, membranas), trabajo y tiempo adicional (por ejemplo,
empaquetamiento de columnas, lavado de columnas, procedimientos analiticos especiales), y por tanto, costes
correspondientes, y necesidad de tiempo y procedimientos analiticos especiales. Por lo tanto, el presente
procedimiento de preparacion de composiciones de ARN es mucho mas facil, rapido y econémico que otros
procedimientos, mientras que genera composiciones de ARN que son iguales o mejores para su uso en
procedimientos que comprenden poner en contacto las composiciones de ARN con una célula humana o animal (por
ejemplo, inducir un efecto bioldgico o bioquimico, por ejemplo, para reprogramar una célula de un primer estado
diferenciado o fenotipo a un segundo estado diferenciado o fenotipo). En vista de estas ventajas y beneficios frente a
los procedimientos de purificacion que comprenden un dispositivo de separacion (por ejemplo, HPLC o electroforesis
preparativa, se cree que el procedimiento descrito en el presente documento para preparar una composicién de ARN
tratado acelerara significativamente el trabajo en los procedimientos de uso de composiciones de ARN que
comprenden ARN monocatenario o ARNm codificante de una o mas proteinas, composiciones de ARN que estan
practicamente libres, extremadamente libres o absolutamente libres de ARN bicatenario, para inducir un efecto
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biolégico o bioquimico mediante la introduccion repetida o continua de dicha composicion de ARN en una célula
humana o animal (por ejemplo, de mamifero) (por ejemplo, una célula que esta en cultivo ex vivo o in vivo en un
tejido, 6érgano u organismo).

En otras realizaciones de las composiciones, de las mezclas de reaccion, de los kits y procedimientos de la
invencion, el ARN monocatenario sintetizado in vitro no codifica una proteina o un polipéptido, sino que comprende
al menos un ARN largo no codificante (ARNnc). Por lo tanto, en algunas realizaciones, el ARN monocatenario
presenta una secuencia de al menos un ARNnNc largo. En algunas realizaciones de las composiciones, de las
mezclas de reaccion, de los kits y procedimientos de la invencién, el ARN monocatenario sintetizado in vitro presenta
una secuencia de al menos un ARNnc largo que es capaz de producir un efecto bioldgico o bioquimico tras su
introduccion repetida o continua en un célula humana o animal (por ejemplo, una célula de mamifero). En alguna
realizaciones de las composiciones, de los kits y procedimientos de la invencion, el ARN monocatenario es al menos
un ARNnNc largo referido a "ARN intergénico no codificante HOX" (Woo C. J. y Kingston R. E., 2007), también
conocido como "HOTAIR", "HOXAS", "HOXC-AS4", "HOXC11-AS1" o "NCRNAOQ0072".

Algunas realizaciones de la invencion comprenden (i) un procedimiento de preparacion de una composicion bioldgica
(por ejemplo, una composicion de ARN) que esta sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre,
practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario; o ( ii) una mezcla de reaccion o
composicion bioldgica (por ejemplo, una mezcla de reaccion) que se genera usando el procedimiento de preparacion
de una composicién bioldgica que esta sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, practicamente libre,
extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario; o (iii) un kit que comprende una composicion
bioldgica que esta sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, practicamente libre, extremadamente libre o
absolutamente libre de ARN bicatenario; o (iv) un kit para fabricar una composicion bioldgica que esta
sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente
libre de ARN bicatenario, en las que la composicion biolégica no comprende una composicion de ARN, o ARN
monocatenario o ARNm que componga una composicion de ARN. Con respecto a estas realizaciones de la
invencion, "sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, practicamente libre, extremadamente libre o
absolutamente libre de ARN bicatenario”, pretende significar que la composicion bioldgica de la solucion final en la
que se pone en contacto con células humanas o animales contiene: menos de aproximadamente 5 nanogramos de
ARN bicatenario por ml de solucion, menos de aproximadamente 1 nanogramo de ARN bicatenario por ml de
solucién, menos de aproximadamente 500 picogramos de ARN bicatenario por ml de solucién, menos de
aproximadamente 100 picogramos de ARN bicatenario por ml de solucién, menos de aproximadamente 10
picogramos de ARN bicatenario por ml de soluciéon o menos de aproximadamente 2 picogramos de ARN bicatenario
por ml de solucioén, respectivamente. En realizaciones particulares del procedimiento, de la composicién bioldgica o
del kit que comprende una composicion bioldgica que esta sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre,
practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario, la composicién bioldgica
comprende uno o mas productos bioldgicos seleccionados del grupo que consiste en: ADN bicatenario (ADNbc),
ADN monocatenario (ADNmc), proteinas, hidratos de carbono, lipidos, glicoproteinas, lipoproteinas, factores de
crecimiento, citocinas, extractos celulares, matrices extracelulares, suero, fluidos bioldgicos, membranas bioldgicas y
medios.

En algunas realizaciones del procedimiento de fabricacion de una composicion biolégica (por ejemplo, una
composicion de ARN) que esta sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, practicamente libre,
extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario, el procedimiento comprende ademas poner en
contacto la solucion con una o mas desoxirribonucleasas (DNasas) para generar una composicion biolégica que esté
casi libre, practicamente libre o extremadamente libre de ADN, lo que significa que la composicién biolégica de la
solucidn final en la que se pone en contacto con células humanas o animales contiene menos de aproximadamente
un nanogramo de ADN por ml de soluciéon, menos de aproximadamente 100 picogramos de ADN por ml de solucién,
o menos de aproximadamente 10 picogramos de ADN por ml de solucién. En algunas realizaciones, la DNasa es
una "DNasa de tipo I", es decir, una endodesoxiribonucleasa que digiere ADN monocatenario y bicatenario a
oligonucledtidos cortos que tienen un grupo fosfato 5’ y un hidroxilo 3’ (por ejemplo, DNasa | pancreatica humana,
bovina o porcina). En algunas realizaciones, la DNasa es una exodeoxirribonucleasa 3’ a 5' especifica
monocatenario que carece de actividad ribonucleasa, pero que digiere los oligodesoxirribonucleétidos que tienen un
grupo hidroxilo 3’ libre a 5'-monodesoxirribonucleétidos (por ejemplo, exonucleasa | de Escherichia coli). En algunas
realizaciones, se usan DNasas mdltiples. Por lo tanto, en algunas realizaciones de las composiciones biolégicas o de
los kits que comprenden una composicion bioldgica que esta sustancialmente libre de ARN bicatenario, casi libre,
esencialmente libre, practicamente libore de ARN bicatenario, extremadamente libre de ARN bicatenario o
absolutamente libre de ARN bicatenario, la composicién bioldgica o el kit también esta casi libre, practicamente libre
o extremadamente libre de ADN.

En determinadas realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la invencion, la
composicion de ARN se trata o se purifica para que esté al menos casi libre de ARN bicatenario (por ejemplo, casi
libre de ARN bicatenario, practicamente libre de ARN bicatenario, extremadamente libre de ARN bicatenario o
absolutamente libre de ARN bicatenario) mediante la separacion del ARN monocatenario o ARNm de contaminantes
de ARN que comprenden dicha composicion de ARN usando uno o mas medios de separacion cromatografica o
electroforética (por ejemplo, usando un procedimiento de separacion cromatografica o electroforética mencionado en
otra parte del presente documento). En algunas realizaciones preferidas de los procedimientos, de las
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composiciones o de los kits, la composicién de ARN se purifica para que esté al menos casi libre de ARN bicatenario
(por ejemplo, casi libre de ARN bicatenario, practicamente libre de ARN bicatenario, extremadamente libre de ARN
bicatenario o absolutamente libre de ARN bicatenario) mediante la separacién del ARN monocatenario o ARNm de
los contaminantes de ARN por HPLC. En algunas realizaciones preferidas de los procedimientos, de las
composiciones o de los kits, el ARN bicatenario o ARNm sintetizado in vitro que compone la composicion de ARN se
purificd (por ejemplo, para estar casi libre de ARN bicatenario, practicamente libre de ARN bicatenario,
extremadamente libre de ARN bicatenario o absolutamente libre de ARN bicatenario) mediante HPLC, y se analizé
su pureza e inmunogenicidad como se describe en la solicitud de patente de EE.UU. n.° 20110143397, incorporada
en el presente documento por referencia, en particular, como se describe en el parrafo [0262] y en "Materiales y
procedimientos para los Ejemplos 35-38" y/o como se describe y se muestra para las FIG. 22-24 del mismo.

Otra realizaciéon mas de la invencién es un procedimiento para inducir un efecto bioldgico o bioquimico en una célula
humana o de otro mamifero, bien ex vivo en cultivo o in vivo en un organismo humano o de mamifero, que
comprende: poner en contacto de manera repetida o continua la célula con la composicion de ARN al menos
practicamente libre de ARN bicatenario durante varios dias en condiciones en las que la composicién de ARN se
introduce en la célula y se induce un efecto bioldgico o bioquimico. En algunas realizaciones, la composicién de ARN
al menos practicamente libre de ARN bicatenario comprende ARN monocatenario o ARNm que codifica uno o mas
factores de reprogramacion, y el efecto biolégico o bioquimico comprende reprogramar las células de un primer
estado diferenciado o fenotipo a un segundo estado diferenciado o fenotipo. Por lo tanto, en algunas realizaciones, la
invencion proporciona un procedimiento rapido y eficaz para cambiar el estado de diferenciacion o fenotipo de una
célula humana o de mamifero. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la presente invencién proporciona
composiciones de ARN al menos practicamente libres de ARN bicatenario que comprenden ARN monocatenario o
ARNm y procedimientos para su uso en la reprogramacion de células somaticas humanas o de mamifero a células
madre pluripotentes. En algunas realizaciones preferidas, las composiciones al menos practicamente libres de ARN
bicatenario usadas para dicho procedimiento estan practicamente libres de ARN bicatenario, extremadamente libres
de ARN bicatenario o absolutamente libres de ARN bicatenario.

Ciertas realizaciones de la presente invenciéon proporcionan procedimientos ex vivo, y composiciones y kits para
reprogramar rapida y eficazmente células humanas o animales en cultivo de un primer estado diferenciado o fenotipo
a un segundo estado diferenciado o fenotipo introduciendo de forma repetida o continua ARNm sintetizados in vitro
purificados o tratados codificantes de muiltiples proteinas (por ejemplo, factores de reprogramacion) en las células
durante varios dias, mediante lo que se induce el segundo estado diferenciado o fenotipo. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, se reprogramaron (se desdiferenciaron) células somaticas humanas, tales como fibroblastos o
queratinocitos, a células madre pluripotentes inducidas mediante la introduccion repetida de ARNm sintetizados in
vitro codificantes de multiples proteinas de factores de reprogramacion de iPSC en las células diariamente durante
varios dias. En otras realizaciones, se reprogramaron (se transdiderenciaron) células somaticas no neuronales
humanas, tales como fibroblastos, a células neuronales mediante la introduccién repetida de ARNm codificante de
multiples proteinas de factores de reprogramacion de células neuronales diariamente durante varios dias. En otras
realizaciones mas, se reprogramaron (se diferenciaron) células madre mesenquimales de ratén a mioblastos
mediante la introduccién de ARNm codificante de la proteina MYOD diariamente durante dos dias. Por lo tanto, en
algunas realizaciones, la invencion proporciona procedimientos generales para reprogramar células de un primer
estado diferenciado a un segundo estado diferenciado mediante la introduccién repetida o continua de ARNm
codificante de una o mas proteinas en las células diariamente durante 2 o mas dias.

En ciertas realizaciones, la presente invencion proporciona procedimientos para inducir un efecto biolégico o
bioguimico en una célula humana o animal (por ejemplo, una célula de mamifero; por ejemplo, una célula en cultivo
o in vivo, o en un tejido, 6rgano u organismo que las contenga) que comprende: introducir de forma repetida o
continua dichos ARNm sintetizados in vitro tratados y/o purificados codificantes de una o mas proteinas que son
capaces de inducir el efecto biolégico o bioquimico deseado en dichas células. En algunas realizaciones de los
procedimientos, El efecto bioldgico o bioquimico comprende la reprogramacion de una célula de un primer estado de
diferenciacion o fenotipo a un segundo estado de diferenciacién o fenotipo. En algunas realizaciones de los
procedimientos, la célula es una célula del sistema inmune humano o animal (por ejemplo, de mamifero), el ARN
monocatenario o ARNm sintetizado in vitro codifica una o mas proteinas que comprenden la superfamilia de las
inmunoglobulinas, y el efecto biolégico o bioquimico comprende la unién de una o mas proteinas de la superfamilia
de las inmunoglobulinas expresadas en la superficie de las células del sistema inmune a una o mas proteinas o
polipéptidos exdgenos, proteinas o polipéptidos exdgenos que bien estan libres o estan en o sobre la superficie de
una célula que no es del sistema inmune, iniciando asi un mecanismo de respuesta inmune en respuesta a dicha
proteina o polipéptido exdgeno. En algunas realizaciones de los procedimientos, la célula es una célula presentadora
de antigeno (APC), tal como una célula dendritica humana o de mamifero, y el efecto bioldgico o bioquimico
comprende la presentacién de un péptido derivado de dicha una o mas proteinas codificadas por el ARN
monocatenario o ARNm sintetizado in vitro en la superficie de la APC; en ciertas realizaciones preferidas, la
composicion que comprende ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro no da lugar a la produccion de
interferén. En otras realizaciones de los procedimientos, la célula es una célula humana o de mamifero que contiene
un gen mutante codificante de una proteina defectuosa, y el efecto bioldgico o bioquimico comprende expresar una o
mas proteinas codificadas por el ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro en dichas células, sustituyendo o
compensando asi la proteina defectuosa.
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En algunas realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la presente invencioén, el ARN
monocatenario o ARNm codifica una proteina. En algunas realizaciones de los procedimientos, de las
composiciones o de los kits de la presente invencion, el ARN monocatenario o ARNm codifica una proteina
funcional, en las que el término "funcional" significa que la proteina es capaz de causar un cambio bioquimico o un
efecto bioldgico (por ejemplo, tratamiento terapéutico, tal como la reduccion de sintomas en un sujeto), ya sea
directa o indirecta (por ejemplo, a través de una via de sefializacion), en una célula en la que esta presente la
proteina o en otra célula afectada por la proteina o por la célula en la que se expresa la proteina. En algunas
realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la presente invencion, el ARN
monocatenario o ARNm codifica un factor de transcripcion. En algunas realizaciones de los procedimientos, de las
composiciones o de los kits de la presente invencion, el ARN monocatenario o ARNm codifica una enzima. En
algunas realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la presente invencién, el ARN
monocatenario o ARNm codifica un agrupamiento de diferenciacién o molécula CD. En algunas realizaciones de los
procedimientos, de las composiciones o de los kits de la presente invencién, el ARN monocatenario o ARNm codifica
un anticuerpo. En algunas realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la presente
invencion, el ARN monocatenario o ARNm codifica una proteina que esta presente sobre o en una membrana
celular. En algunas realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la presente invencion,
el ARN monocatenario o ARNm codifica una proteina que comprende un receptor para una via de sefalizacién. En
algunas realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la presente invencién, el ARN
monocatenario o ARNm codifica una proteina efectora inmune. En algunas realizaciones de los procedimientos, de
las composiciones o de los kits de la presente invencién, el ARN monocatenario o ARNm codifica una proteina de
complemento de un sistema inmune de vertebrado. En algunas realizaciones de los procedimientos, de las
composiciones o de los kits de la presente invencion, el ARN monocatenario o ARNm comprende una multiplicidad
de moléculas de ARNm diferentes que codifican una multiplicidad de diferentes proteinas.

En algunas realizaciones, la presente invencion se refiere a composiciones, kits y procedimientos rapidos y eficaces
para cambiar el estado de diferenciacion de una célula eucariota humana o animal. Por ejemplo, la presente
invencion proporciona moléculas de ARN monocatenario o ARNm vy procedimientos para su uso en la
reprogramacion de células, tales como en la reprogramacion de células somaticas humanas o animales a células
madre pluripotentes.

En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona procedimientos para cambiar o reprogramar el estado
de diferenciacion o estado diferenciado o fenotipo de una célula humana o animal que comprende: introducir ARNm
codificante de al menos un factor de reprogramacion en una célula que presenta un primer estado diferenciado o
fenotipo para generar una célula reprogramada que presente un segundo estado diferenciado o fenotipo (y
composiciones y kits para ello). En algunas realizaciones, la presente invenciéon proporciona procedimientos para
cambiar o reprogramar el estado de diferenciacion o estado diferenciado o fenotipo de una célula humana o animal
(por ejemplo, una célula de mamifero) que comprende: de forma repetida o continua, durante un periodo de al
menos dos dias, introducir ARNm codificante de al menos un factor de reprogramacién proteico en una célula que
presenta un primer estado diferenciado o fenotipo para generar una célula reprogramada que presente un segundo
estado diferenciado o fenotipo (y composiciones y kits para ello). En realizaciones particulares, la introduccion
comprende introducir ARNm codificante de una pluralidad de factores de reprogramacion en la célula. En algunas
realizaciones, la presente invencion proporciona procedimientos para cambiar el estado diferenciado o estado de
diferenciacién de una célula que comprende: introducir un ARNm codificante de un factor de induccién de células
iPS en una célula somatica para generar una célula reprogramada (y composiciones y kits para ello). En algunas
realizaciones, la presente invencion proporciona procedimientos para cambiar el estado diferenciado o estado de
diferenciacion de una célula que comprende: de forma repetida o continua, durante un periodo de al menos dos dias,
introducir un ARNm codificante de al menos una proteina que comprende un factor de induccién de células iPS en
una célula somatica para generar una célula reprogramada (y composiciones y kits para ello). En determinadas
realizaciones, la introduccién comprende administrar el ARNm a la célula somatica con un reactivo de transfeccion.
En determinadas realizaciones, la introduccién comprende administrar el ARNm a la célula somatica mediante
electroforesis. En algunas realizaciones, la introduccion se repite diariamente durante al menos 3 dias. En algunas
realizaciones, la introduccion se repite diariamente durante al menos 4-8 dias. En algunas realizaciones, la
introduccion se repite diariamente durante al menos 8-10 dias. En algunas realizaciones preferidas, la introduccion
se repite diariamente durante de al menos 10 a 18 dias. En algunas realizaciones, la introduccion se repite
diariamente durante mas de 18 dias. En algunas realizaciones, la célula reprogramada es una célula
desdiferenciada, y el proceso que ocurre en este procedimiento se denomina "desdiferenciacion”. Una realizacion de
una célula desdiferenciada es una célula madre pluripotente inducida o célula iPS (o iPSC). En algunas realizaciones
preferidas de los procedimientos, la célula reprogramada es una célula iPS. En realizaciones adicionales de los
procedimientos, la célula reprogramada es una célula transdiferenciado, y el proceso que ocurre en este
procedimiento se denomina "transdiferenciacion”. En otras realizaciones, la célula que presenta el segundo estado
de diferenciaciéon o fenotipo es una célula somatica diferenciada o rediferenciada, y el proceso que tiene lugar en
este procedimiento se denomina "diferenciacion" o "rediferenciacion". En algunas realizaciones, la introduccion se
repite diariamente durante al menos 2 dias, el ARNm codifica la proteina MYOD, la célula que presenta el primer
estado de diferenciacion o primer estado diferenciado es una célula somatica (por ejemplo, un fibroblasto o un
queratinocito) o una célula madre mesenquimal, y la célula que presenta el segundo estado diferenciado es un
mioblasto. En estas realizaciones, si la célula que presenta el primer estado diferenciado es una célula somatica (por
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ejemplo, un fibroblasto o queratinocito), el proceso es la transdiferenciacion, mientras que si la célula que presenta el
primer estado diferenciado es una célula madre mesenquimal, el proceso es la diferenciacién. En algunas
realizaciones, en las que la introducciéon se repite diariamente durante al menos 4-9 dias, el ARNm codifica las
proteinas ASCL1, MYT1L, NEUROD1 y POU3F2, la célula que presenta el primer estado de diferenciacién o primer
estado diferenciado es una célula somatica (por ejemplo, un fibroblasto o un queratinocito), y la célula que presenta
el segundo estado diferenciado es una célula neuronal; en esta realizacion, el proceso es la transdiferenciacion. En
algunas realizaciones, en las que la introduccion se repite diariamente durante al menos 4-8 dias, al menos 8-10
dias, al menos de 10 a 18 dias o durante mas de 18 dias, el ARNm codifica las proteinas OCT4, SOX2, KLF4 y al
menos una proteina MYC seleccionada del grupo que consiste en c-MYC larga de tipo silvestre, c-MYC(T58A)
mutante, c-MYC corta de tipo silvestre y L-MYC, la célula que presenta el primer estado de diferenciaciéon o primer
estado diferenciado es una célula somatica (por ejemplo, un fibroblasto o un queratinocito), y la célula que presenta
el segundo estado diferenciado es una célula iPS, y el proceso es la desdiferenciacion o induccion de células iPS; en
algunas de estas realizaciones, el ARNm codifica ademas una o ambas proteinas LIN28 y NANOG. En algunas
realizaciones en las que se usan ARNm codificantes de multiples proteinas diferentes, la introduccion comprende
introducir una mezcla de ARNm codificantes de todas las proteinas, en la que cada ARNm codificante de una
proteina particular esta presente en la misma cantidad molar que cada uno de los otros ARNm codificantes de otras
proteinas. En algunas otras realizaciones, uno o mas ARNm estan presentes en una proporcién molar diferente a los
otros ARNm codificantes de otras proteinas. Por ejemplo, en ciertas realizaciones en las que los ARNm codifican
OCT4, SOX2, KLF4, una o ambas LIN28 y NANOG, y al menos una proteina MYC seleccionada del grupo que
consiste en c-MYC larga de tipo silvestre, c-MYC(T58A) mutante, c-MYC corta de tipo silvestre y L-MYC, el ARNm
codificante de OCT4 esta presente en la mezcla de ARNm aproximadamente en un exceso molar del triple en
comparacioén con los ARNm particulares introducidos codificantes de SOX2, KLF4, LIN28, NANOG y la al menos una
proteina de la familia MYC; en algunas otras realizaciones, ademas del exceso molar superior de ARNm codificante
de OCT4, el ARNm codificante de KLF4 esta presente en la mezcla de ARNm aproximadamente en un exceso molar
de 1,5 veces a 3,5 veces en comparacion con los ARNm particulares introducidos codificantes de SOX2, LIN28,
NANOG vy la al menos una proteina de la familia MYC.

En ciertas realizaciones preferidas de los procedimientos para cambiar o reprogramar el estado de diferenciacion o
fenotipo de una célula, el procedimiento se realiza sin el uso de ninguna proteina exégena, ARNip o agente de
molécula pequefia que inhiba o reduzca la activacion, la induccién o la expresion de una o mas proteinas en una via
de respuesta inmune innata. Por ejemplo, en algunas realizaciones de los procedimientos para cambiar o
reprogramar el estado diferenciado o fenotipo de una célula humana o animal, no se usa ARNip ni proteina (por
ejemplo, proteina B18R), anticuerpo o inhibidor de molécula pequefia de una via de respuesta inmune innata para
dicha reprogramacion. En otras realizaciones, los procedimientos comprenden ademas: tratar las células que
presentan el primer estado diferenciado o fenotipo con una proteina, ARNip o agente de molécula pequefia que
inhiba o reduzca la activacion, la induccién o la expresion de uno o mas sensores de ARN o proteinas en una via de
respuesta inmune innata, en los que dicho tratamiento se produce antes y/o durante dicha introduccién de un ARNm
codificante de un factor de reprogramacion. En algunas realizaciones, el agente que inhibe o reduce la activacion, la
induccion o la expresion de uno o mas sensores de ARN o proteinas en una via de respuesta inmune innata es
proteina B18R. En algunas otras realizaciones, el agente es un ARNm codificante de una proteina que inhibe o
reduce la activacioén, la induccion o la expresion de una o mas proteinas que comprenden un sensor de ARN o una
via de respuesta inmune innata. En algunas realizaciones preferidas, el inhibidor es un ARNm codificante de la
proteina B18R. En algunas otras realizaciones preferidas, el inhibidor es un ARNm codificante de la proteina del gen
E3L del virus Vaccinia; en realizaciones preferidas, el ARNm codificante de la proteina del gen E3L del virus
Vaccinia se introduce en la célula al mismo tiempo que se introducen los ARNm codificantes de uno o mas factores
de reprogramacion o factores de induccion de células iPS.

En ciertas realizaciones preferidas de los procedimientos para cambiar o reprogramar el estado de diferenciacion o
fenotipo de una célula, el procedimiento de reprogramacion se realiza afiadiendo un inhibidor de RNasa (por
ejemplo, inhibidor de RNasa SCRIPTGUARD™, CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE.UU.) a los medios o las
composiciones que comprenden ARN monocatenario o ARNm usados para dicha reprogramacion. Ademas, algunas
realizaciones preferidas de las composiciones o de los kits para dicha reprogramacion comprenden ademas un
inhibidor de RNasa.

En algunas realizaciones preferidas de las composiciones, de los kits y de los procedimientos de la invencion, el
ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro comprende una caperuza 5’ o caperuza (por ejemplo, una caperuza
que comprende 7-metilguanina) en su extremo 5' y una cola de poli (A) en su extremo 3'. En algunas realizaciones,
la caperuza 5’ se incorpora al ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro de forma durante la transcripcion
mediante el uso de un analogo de caperuza dinucleotidico durante la transcripcion in vitro. En algunas realizaciones,
la caperuza 5’ se incorpora al ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro después de la transcripcién, mediante
la incubacién de ARN monocatenario no protegido con caperuza obtenido a partir de una reaccion de transcripcion in
vitro con una enzima de proteccion con caperuza que comprende actividad ARN guaniltransferasa. En algunas
realizaciones, la caperuza 5’ comprende ademas un penultimo nucleétido 5'-terminal que presenta un grupo 2'-O-
metilo en su fraccién de ribosa; en algunas de estas realizaciones, el grupo 2'-O-metilo se incorpora al ARN
monocatenario o ARNm sintetizado in vitro usando ARN 2'-O-metiltransferasa. En algunas realizaciones preferidas,
el ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro presenta ademas una o mas secuencias seleccionadas entre una
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region no traducida o UTR (por ejemplo, una UTR que potencia mas la traduccion de proteinas en una célula en la
que se introduce el ARN monocatenario o ARNm, por ejemplo, la UTR 5’ y/o UTR 3’ de ARNm de alfa- (a-)globina o
beta- (B-)globina de Xenopus, humano o de otro mamifero, o una secuencia UTR presentada por el ARN del virus
del ataque quimico del tabaco (TEV)), una secuencia de KOZAK, un codon de inicio de la traduccién y un codén de
terminacion de la traduccion.

En realizaciones particulares de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la invenciéon, el ARN
monocatenario o ARNm esta poliadenilado. En algunas realizaciones, el ARN monocatenario o ARNm comprende
una cola de poli-A de aproximadamente 50-200 nucledtidos de longitud. En otras realizaciones, el ARN
monocatenario o ARNm comprende una cola de poli-A de 100-200 nucleétidos de longitud. En otras realizaciones, el
ARN monocatenario o ARNm comprende una cola de poli-A de mas de 200 nucleétidos de longitud. En algunas
realizaciones preferidas, el ARN monocatenario o ARNm comprende una cola de poli-A de aproximadamente 150-
200 nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, el ARN monocatenarios o ARNm se crea sinterizando la cola
de poli-A mediante la transcripcion in vifro de un molde de ADN que comprende una secuencia oligo (dT) terminal
que es complementaria a la cola de poli-A. En algunas realizaciones preferidas, el ARN monocatenario o ARNm se
prepara mediante la poliadenilacién posterior a la transcripcion del extremo 3’ del ORF del ARNm a partir de una
reaccion de IVT usando una poli(A) polimerasa (por ejemplo, poli(A) polimerasa derivada de E. coli o
Saccharomyces cerevisiae; o una poli(A) polimerasa de origen comercial, por ejemplo, poli(A) polimerasa A-PLUS™,
CELLSCRIPT, INC., Madison, WI 53713, EE.UU.). A menos que se establezca especificamente lo contrario con
respecto a un procedimiento particular, la invencion no se limita al uso de una poli(A) polimerasa particular, y se
puede usar cualquier poli A) polimerasa adecuada. La invencion no se limita a los procedimientos particulares
descritos en el presente documento para poliadenilar un ARN monocatenario para su uso en un procedimiento, o
para preparar una composicion o kit de la invencién. Se puede usar cualquier procedimiento adecuado en la técnica
para dicha poliadenilacion.

En realizaciones adicionales de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la invencién, el ARN
monocatenario o ARNm comprende un ARNm protegido con caperuza. En ciertas realizaciones preferidas de los
procedimientos, de las composiciones y de los kits, el ARN monocatenario o ARNm es una poblaciéon de moléculas
de ARN monocatenario o ARNm, teniendo la poblacion mas del 99 % de ARN monocatenario o ARNm protegido con
caperuza. En realizaciones preferidas de los procedimientos, el ARNm protegido con caperuza presenta una
caperuza con una estructura cap1, en la que la posiciéon 2’ de la ribosa del penultimo nucledtido con respecto al
nucleétido de la caperuza 5' esta metilada.

En algunas realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la invencion (por ejemplo,
para reprogramar una célula humana o animal), el ARN monocatenario o ARNm presenta una caperuza 5’ que
comprende 7-metilguanosina o 7-metilguanina. En algunas realizaciones de los procedimientos, de las
composiciones o de los kits, el ARN monocatenario o ARNm presenta un analogo de caperuza antiinverso (ARCA).
En algunas realizaciones, el ARNm presenta un analogo de caperuza de fosforotioato, también denominado "tio-
ARCA" en el presente documento (Grudzien-Nogalska E.y col., 2007; Kowalska J y col. 2008). En algunas
realizaciones, el ARN monocatenario o ARNm comprende ademas una caperuza 5 que tiene una estructura cap1,
en la que el hidroxilo 2’ de la ribosa del penultimo nucledtido 5 se metila (por ejemplo, obtenida mediante la
metilaciéon usando un kit de 2’-O-metiltransferasa SCRIPTCAP™ o usando uno de los componentes de 2'-O-
metilacion del sistema de produccion de ARNm convencional T7 mSCRIPT™ (CELLSCRIPT, INC., Madison, WI,
EE.UU.). En algunas realizaciones, el ARN monocatenario o ARNm que presenta dicha caperuza 5’ se sintetiza: (i)
durante la transcripcion, mediante la incorporacién de un andlogo de caperuza antiinverso (ARCA) durante la
transcripcion in vitro de las moléculas de ARN monocatenario (por ejemplo, usando un kit de transcripcion
MESSAGEMAX™ T7 ARCA-capped message, CELLSCRIPT, INC.); o (ii) tras la transcripcion (por ejemplo, usando
el sistema de produccion de ARNm convencional T7 mSCRIPT™, CELLSCRIPT, INC.) con un sistema enzimatico
de proteccién con caperuza, mediante la incubacion de moléculas de ARN monocatenario transcritas in vitro en
condiciones en las que las moléculas de ARN monocatenario transcritas in vitro se protegen con caperuza 5,
incluyendo el caso en el que el sistema enzimatico de proteccidon con caperuza da lugar a la metilacion del hidroxilo
2’ de la ribosa del penultimo nucledtido 5. En algunas realizaciones preferidas, las moléculas de ARN
monocatenario se protegen con caperuza usando una enzima de proteccidon con caperuza que comprende ARN
guaniltransferasa y ARN 2'-O-metiltransferasa. En algunas realizaciones preferidas, el ARN monocatenario o ARNm
esta significativamente libre de moléculas de ARN no protegidas con caperuza que presentan un grupo trifosfato 5’
(que se consideran un tipo de "moléculas de ARN contaminantes" en el presente documento). En determinadas
realizaciones, el ARN monocatenario o ARNm consiste en una poblacién de moléculas de ARN monocatenario o
ARNm, teniendo la poblacion: (i) mas del 80 % de moléculas de ARN monocatenario o ARNm protegido con
caperuza; (i) mas del 90 % de moléculas de ARN monocatenario o ARNm protegido con caperuza; (i) mas del 95 %
de moléculas de ARN monocatenario o ARNm protegido con caperuza; (iv) mas del 98 % de moléculas de ARN
monocatenario o ARNm protegido con caperuza; (v) mas del 99 % de moléculas de ARN monocatenario o ARNm
protegido con caperuza; o (vi) mas del 99,9 % de moléculas de ARN monocatenario o ARNm protegido con
caperuza. En algunas realizaciones de las composiciones, los kits o procedimientos en los que el ARN
monocatenario o ARNm también comprende moléculas contaminantes de ARN no protegido con caperuza que
presentan un grupo trifosfato 5’ (por ejemplo, en realizaciones en las que el ARN monocatenario o ARNm usado
para dicha introduccion de ARN monocatenario o ARNm codificante de al menos un factor de reprogramacion en
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una célula que presenta un primer estado diferenciado o fenotipo se protege con caperuza durante la transcripcion
usando un analogo de caperuza), el ARN monocatenario o ARNm usado en el procedimiento para dicha introduccion
se incuba primero con una fosfatasa alcalina (por ejemplo, NTPhosphatase™, Epicentre Technologies, Madison, WI,
EE.UU.) o con ARN 5’polifosfatasa (CELLSCRIPT, INC., Madison, WI o Epicentre Technologies) para retirar el grupo
trifosfato 5° de las moléculas contaminantes de ARN no protegido con caperuza; en algunas de estas realizaciones,
el ARN monocatenario o ARNm que se trata con ARN 5'-polifosfatasa se trata ademas con la exonucleasa
dependiente de fosfato 5 TERMINATOR™ (Epicentre Technologies) o la exorribonucleasa Xrnl para digerir
moléculas contaminantes de ARN no protegido con caperuza que presentan un grupo monofosfato 5.

En algunas realizaciones preferidas de los procedimientos, de las composiciones y de los kits de la invencion para
reprogramar una célula humana o animal, el ARN monocatenario o ARNm presenta al menos una secuencia
heteréloga UTR &', secuencia de Kozak, secuencia IRES o secuencia UTR 3’ que da lugar a una mayor traduccion
del ARNm en al menos un factor de reprogramacion proteico en las células humanas o animales en comparacion
con el mismo ARNm que no presenta dicha secuencia respectiva. En algunas realizaciones particulares de los
procedimientos, de las composiciones y de los kits, la UTR 5’ o UTR 3' es una secuencia presentada por un ARNm
de alfa- (a-)globina o beta- (3-)globina de Xenopus o humano, o en las que la UTR 5’ es una secuencia presentada
por el ARN del virus del ataque quimico del tabaco (TEV).

En determinadas realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la invencién, a
excepcion de los nucleétidos que comprenden la caperuza, el ARN monocatenario o ARNm solo comprende los
ribonucledsidos candnicos G, A, C y U. En realizaciones adicionales, el ARN monocatenario o ARNm comprende
pseudouridina en lugar de uridina. En algunas realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los
kits para reprogramar una célula humana o animal, el ARN monocatenario o ARNm comprende al menos un
ribonucledsido modificado seleccionado del grupo que consiste en pseudouridina (W), 1-metil-pseudouridina (m'W¥),
5-metilcitidina(m®C), 5-metiluridina (m®U), 2'-O-metiluridina (Um o m?°U), 2-tiouridina (s?U) y Né-metiladenosina
(mBA) en lugar de al menos una parte del correspondiente ribonucledsido candnico sin modificar. En algunas
realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la invenciéon en los que el ARN
monocatenario o ARNm comprende al menos un ribonucledsido modificado, el al menos un ribonucledsido
modificado se selecciona del grupo que consiste en: (i) pseudouridina (¥), 1-metil-pseudouridina (m'¥), 5-
metiluridina (m®U), 2'-O-metiluridina (Um o m?-°U) y 2-tiouridina (s?U) en lugar de todos o casi todos los restos de
uridina canonicos; (ii) 5-metilcitidina (m3C) en lugar de todos o casi todos los restos de citidina canonicos; y/o (iii) N°-
metiladenosina (m®A) en lugar de todos o casi todos los restos de adenosina canodnicos. En otras realizaciones, solo
una parte de un ribonucledsido canénico se reemplaza por el ribonucleésido modificado correspondiente, en las que
una parte significa 1-25 %, se reemplaza el 25-50 % o 50-99 % del ribonucledsido canodnico. En algunas
realizaciones preferidas de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la invencién en los que las
moléculas de ARN monocatenario o ARNm comprenden al menos un ribonucledsido modificado, el al menos un
ribonucledsido modificado consiste en pseudouridina (W) en lugar de todos o casi todos los restos de uridina
canonicos, y/o 5-metilcitidina (m®C) en lugar de todos o casi todos los restos de citidina canoénicos. En algunas otras
realizaciones, solo se reemplaza una parte de los restos de uridina candnicos por restos pseudouridina y/o solo una
parte de los restos de citidina candnicos se reemplaza por restos de 5-metilcitidina, en las que una parte significa 1-
25 %, se reemplaza el 25-50 % o 50-99 % de uno o ambos ribonucledsidos canénicos.

En algunas realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits en los que el ARN
monocatenario o ARNm comprende al menos un ribonucledsido modificado, el ARN monocatenario o ARNm
sintetizado mediante transcripcion in vitro (IVT) de un molde de ADN que codifica cada uno de dichos al menos un
factor de reprogramacion proteico o polipeptidico usando una ARN polimerasa que inicia dicha transcripcion a partir
de un promotor de ARN polimerasa afin que esta unido a dicho molde de ADN y ribonucleésidos trifosfato 5’ (NTP)
que comprenden al menos un ribonucledsido trifosfato 5 modificado seleccionado del grupo que consiste en
pseudouridina 5’ trifosfato (WTP), 1-metil-pseudouridina 5’ trifosfato (m'WTP), 5-metilcitidina 5’ trifosfato (m®CTP), 5-
metiluridina 5’ trifosfato (mSUTP), 2'-O-metiluridina 5’ trifosfato (UmTP o m?-CUTP), 2-tiouridina 5’ trifosfato (s2UTP) y
Né-metiladenosina 5’ trifosfato (m®ATP. En algunas realizaciones preferidas, se usa el NTP modificado en lugar de
todo o casi todo el NTP no modificado correspondiente en la reaccion de IVT (por ejemplo, WTP, m'"WTP, m3UTP,
m?-OUTP o s?UTP en lugar de UTP: m°CTP en lugar de CTP; o m®ATP en lugar de ATP) (por ejemplo, usando un
sistema de produccion de ARNm convencional T7 mSCRIPT™ (CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE.UU.), en las
que el NTP canodnico se reemplaza por el correspondiente NTP modificado).

En otras realizaciones preferidas de los procedimientos, de las composiciones o de los kits para reprogramar una
célula humana o animal, el ARN monocatenario o ARNm no contiene un ribonucledsido que comprenda una base de
acido nucleico modificada, que no sea la base de acido nucleico modificada (por ejemplo, la base de 7-metilguanina)
que comprende el nucledétido de caperuza 5’ (o, por ejemplo, si el ARN monocatenario o ARNm se sintetizé usando
un analogo de caperuza dinucleotidico, que incluyera posiblemente también una base modificada en el penultimo
nucledsido 5’). Por lo tanto, en algunas realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits para
reprogramar una célula humana o animal, a excepcién del/de los ribonucledsido/s que comprende/n la caperuza 5',
el ARN monocatenario o ARNm solo comprende los ribonucledsidos candnicos G, A, C y U. En algunas
realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits para reprogramar una célula humana o
animal, el ARN monocatenario o ARNm se sintetiza mediante transcripcion in vitro (IVT) de un molde de ADN que
codifica cada uno de dichos al menos un factor de reprogramaciéon proteico o polipeptidico usando los NTP
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canonicos: GTP, ATP, CTP y UTP (por ejemplo, usando un sistema de produccion de ARNm convencional T7
mSCRIPT™ (CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE.UU.).

Por lo tanto, una realizacion preferida de la invencidon es un procedimiento de reprogramacion de una célula
eucariota (por ejemplo, una célula humana o animal, por ejemplo, una célula de mamifero) que presenta un primer
estado diferenciado o fenotipo a una célula que presenta un segundo estado diferenciado o fenotipo, que
comprende: introducir de manera repetida o continua una composiciéon que comprende ARN monocatenario o ARNm
sintetizado in vitro codificante de un factor de reprogramacion en una célula que presenta un primer estado
diferenciado o fenotipo para generar una célula reprogramada que presenta un segundo estado diferenciado o
fenotipo, ARN monocatenario o ARNm que solo consiste principalmente en bases de acidos nucleicos no
modificadas (es decir, bases de acidos nucleicos candnicas: guanina, adenina, citosina y uracilo), a excepcion de la
base que comprende el nucleétido con caperuza 5’ o, potencialmente, la base del penultimo nucledsido 5' que esta
enlazado al nucleétido con caperuza. Dicho de otra manera, en estas realizaciones del procedimiento, el ARN
monocatenario o ARNm consiste predominantemente solo en los nucledsidos canoénicos guanosina, adenosina,
citidina y uridina, a excepcion del nucledtido con caperuza 5', y el penultimo nucledsido 5' cuando las moléculas de
ARN monocatenario o ARNm presentan una estructura de caperuza cap1 (por ejemplo, en la que el ARN
monocatenario, ARNm o precursor del mismo se sintetizé usando solo o predominantemente GTP, ATP, CTP y UTP
durante la transcripcion in vitro). En algunas realizaciones, el ARN monocatenario o ARNm se sintetiza in vitro. En
algunas realizaciones de este procedimiento, la célula que presenta el segundo estado diferenciado o fenotipo es
una célula iPS. En realizaciones preferidas de los procedimientos, de las composiciones o de los kits que usan ARN
monocatenario o ARNm no modificado, ARN monocatenario o ARNm esta absolutamente libre de ARN bicatenario.
En realizaciones adicionales, aunque el ARNm comprenda ribonucleésidos casi completamente no modificados
excepto la caperuza 5', el ARN monocatenario o ARNm puede comprender ciertas modificaciones para un fin
particular, incluyendo un enlace internucleosidico modificado, tal como un enlace fosforotioato, fosforoditioato,
fosforoselenato o fosforodiselenato (por ejemplo, para proporcionar resistencia de las moléculas de ARNm a
nucleasas u otras enzimas que sean capaces de degradar enlaces de fosfato candnicos).

"Sustancialmente libre de ARN bicatenario” significa que menos del aproximadamente 0,5 % de la masa o del peso
total del ARN monocatenario (o del ARNm, por ejemplo, codificante de uno o mas factores de reprogramacion o de
un factor de induccion de células iPS) se compone de ARN bicatenario de un tamafio superior aproximadamente 40
pares de bases de longitud. "Casi libre de ARN bicatenario" significa que menos del aproximadamente 0,1 % de la
masa o del peso total del ARN que comprende el ARN monocatenario o ARNm (por ejemplo, codificante de uno o
mas factores de reprogramacion o un factor de induccion de células iPS) se compone de ARN bicatenario de un
tamafo superior a aproximadamente 40 pares de bases de longitud. "Esencialmente libre de ARN bicatenario"
significa que menos del 0,05 % de la masa o del peso total del ARN monocatenario (o del ARNm, por ejemplo,
codificante de uno o mas factores de reprogramacion o un factor de induccion celular iPS) se compone de ARN
bicatenario de un tamafio superior a aproximadamente 40 pares de bases de longitud. "Practicamente libre de ARN
bicatenario" significa que menos del aproximadamente 0,01 % de la masa o del peso total del ARN que comprende
el ARN monocatenario o ARNm (por ejemplo, codificante de uno o mas factores de reprogramacion o un factor de
induccion de células iPS) se compone de ARN bicatenario de un tamafio superior a aproximadamente 40 pares de
bases de longitud. "Extremadamente libre de ARN bicatenario" significa que menos del aproximadamente 0,001 %
de la masa o del peso total del ARN que comprende el ARN monocatenario o ARNm (por ejemplo, codificante de
uno o mas factores de reprogramacion o un factor de induccién de células iPS) se compone de ARN bicatenario de
un tamafio superior a aproximadamente 40 pares de bases de longitud. "Absolutamente libre de ARN bicatenario”
significa que menos del aproximadamente 0,0002 % de la masa o del peso total del ARN que comprende el ARN
monocatenario o ARNm (por ejemplo, codificante de uno o mas factores de reprogramacion o un factor de induccion
de células iPS) se compone de ARN bicatenario de un tamafio superior a aproximadamente 40 pares de bases de
longitud. En algunas realizaciones, la cantidad de ARN bicatenario (por ejemplo, la cantidad de ARN bicatenario
detectable) de un tamafo superior a aproximadamente 40 pares de bases de longitud se ensaya mediante
inmunoensayo de transferencia de puntos usando un anticuerpo especifico del ARN bicatenario (por ejemplo, el
anticuerpo especifico del ARN bicatenario J2 o el anticuerpo especifico del ARN bicatenario K1 de English &
Scientific Consulting, Szirak, Hungria) usando patrones de cantidad conocida de ARN bicatenario, como se describe
en el presente documento, o usando otro ensayo que dé resultados equivalentes al ensayo descrito en el presente
documento. Se entendera en el presente documento que los resultados de los inmunoensayos de transferencia de
puntos que usan el anticuerpo especifico del ARN bicatenario J2 se basaran en la comparacion de los resultados del
ensayo del ARN monocatenario o ARNm que se pretende introducir en una célula, un organismo o un sujeto humano
o animal con los resultados de ensayo de los inmunoensayos de transferencia de puntos del anticuerpo especifico
de ARN bicatenario J2 realizados al mismo tiempo con patrones de ARN bicatenario que comprenden cantidades
conocidas de ARN bicatenario del mismo tamafio o de un tamafo equivalente y la unién del anticuerpo J2.

En algunas otras realizaciones, las cantidades y cantidades relativas de moléculas no contaminantes de ARNm y
moléculas contaminantes de ARN (o un contaminante de ARN particular, por ejemplo, un contaminante de ARN
bicatenario) se pueden determinar mediante HPLC u otros procedimientos usados en la técnica para separar y
cuantificar moléculas de ARN. En algunas otras realizaciones, las cantidades y cantidades relativas de moléculas no
contaminantes de ARNm y moléculas contaminantes de ARN (o un contaminante de ARN particular, por ejemplo, un
contaminante de ARN bicatenario) se determinan usando un ensayo cuantitativo especifico para un determinado

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2676 600 T3

contaminante (por ejemplo, ARN bicatenario) en un conocimiento sobre el ARN total. En algunas otras realizaciones,
la cantidad de contaminantes de ARN bicatenario de un tamafio superior a aproximadamente 40 pares de bases de
longitud se determina basandose en la medicion de la absorbancia Azso de todas las fracciones de cromatografia en
columna o todas las fracciones de electroforesis en gel de agarosa o de poliacrilamida de cromatografia o
electroforesis, respectivamente, de un cantidad suficiente de ARN monocatenario sintetizado in vitro o transcrito in
vitro, de manera que la absorbancia de los contaminantes de ARN bicatenario de todas las fracciones que
comprenden ARN de un tamafio diferente a la fraccion o fracciones confirme que contienen solo ARN del tamafio y
secuencia correctos como el ARN monocatenario o ARNm de interés para poderse medir el nivel de pureza
apropiado (por ejemplo, sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, practicamente libre, extremadamente
libre 0 absolutamente libre). En realizaciones preferidas de los procedimientos, de las composiciones o de los kits, el
ARN monocatenario o ARNm codificante de un factor de reprogramacion o un factor de induccion de células iPS
esta extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario.

En realizaciones preferidas de los procedimientos, de las composiciones o de los kits, incluyendo aquellas en las que
el ARN monocatenario o ARNm comprende un ribonucleésido modificado o, a excepcion de la caperuza, solo
ribonucledsidos no modificados, el ARN monocatenario o ARNm ( por ejemplo, el codificante de un factor de
reprogramacion o un factor de induccion de células iPS) esta casi libre, esencialmente libre, practicamente libre,
extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario detectable.

En general, el nivel de ARN bicatenario contaminante en la composicion de ARN que comprende ARNm codificante
de al menos una proteina que da lugar a una respuesta inmune innata, toxicidad celular o muerte celular depende de
varios factores, tales como la duracion del periodo de la puesta en contacto repetida o continua de la célula con la
composicion de ARN que comprende el ARNm requerido para generar el efecto biolégico o bioquimico, la cantidad
de ARNm en dicha composicion y los nucleétidos que componen dicho ARNm (por ejemplo, si el ARNm comprende
nucleotidos modificados, por ejemplo, el ARNm comprende nucledtidos GAWC o GAwm®C, o solo nucledtidos GAUC
sin modificar).

Por lo tanto, una realizacion preferida de la presente invencién es un procedimiento para cambiar o reprogramar el
estado de diferenciacién o estado diferenciado o fenotipo de una célula humana o animal que comprende: introducir
ARN monocatenario o ARNm codificante de un factor de reprogramacion, ARN monocatenario o ARNm que esta
absolutamente libre de ARN bicatenario, en una célula que presenta un primer estado diferenciado o fenotipo para
generar una célula reprogramada que presente un segundo estado diferenciado o fenotipo. Otra realizacién preferida
es un procedimiento para cambiar o reprogramar el estado de diferenciacion o estado diferenciado o fenotipo de una
célula humana o animal que comprende: introducir ARN monocatenario o ARNm codificante de un factor de
reprogramacion, ARN monocatenario o ARNm que esta practicamente libre de ARN bicatenario, en una célula que
presenta un primer estado diferenciado o fenotipo para generar una célula reprogramada que presente un segundo
estado diferenciado o fenotipo. Otra realizacion preferida mas es un procedimiento para cambiar o reprogramar el
estado de diferenciacién o estado diferenciado o fenotipo de una célula humana o animal que comprende: introducir
ARN monocatenario o ARNm codificante de un factor de reprogramacion, ARN monocatenario o ARNm que esta
extremadamente libre de ARN bicatenario, en una célula que presenta un primer estado diferenciado o fenotipo para
generar una célula reprogramada que presente un segundo estado diferenciado o fenotipo. Otra realizacién preferida
mas es un procedimiento para cambiar o reprogramar el estado de diferenciacion o estado diferenciado o fenotipo de
una célula humana o animal que comprende: introducir ARN monocatenario o ARNm codificante de un factor de
reprogramacion, ARN monocatenario o ARNm que esta absolutamente libre de ARN bicatenario, en una célula que
presenta un primer estado diferenciado o fenotipo para generar una célula reprogramada que presente un segundo
estado diferenciado o fenotipo. En realizaciones particulares de los procedimientos, la introduccion comprende
introducir ARN monocatenario o ARNm codificante de una pluralidad de factores de reprogramacion en la célula. En
algunas realizaciones, la presente invenciéon proporciona procedimientos para cambiar el estado diferenciado o
estado de diferenciacién de una célula que comprende: introducir ARN monocatenario o ARNm codificante de al
menos un factor de induccién de células iPS, ARN monocatenario o ARNm que esta casi libre, esencialmente libre,
practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario, en una célula somatica para
generar una célula reprogramada. En determinadas realizaciones de los procedimientos, la introduccion comprende
administrar el ARN monocatenario o ARNm a la célula somatica con un reactivo de transfeccion. En algunas
realizaciones, la introduccion se repite diariamente durante al menos 3 dias. En algunas realizaciones preferidas de
los procedimientos, la introduccién se repite diariamente durante de al menos 4 a 8 dias, de 8 a 10 dias o durante de
10 a 18 dias. En algunas realizaciones, la introduccion se repite diariamente durante mas de 18 dias. En algunas
realizaciones, la célula reprogramada es una célula desdiferenciada, y el proceso que ocurre en este procedimiento
se denomina "desdiferenciacion". Una realizacion de una célula desdiferenciada es una célula madre pluripotente
inducida o célula iPS (o iPSC). En algunas realizaciones preferidas de los procedimientos, la célula reprogramada es
una célula iPS. En realizaciones adicionales de los procedimientos, la célula reprogramada es una célula
transdiferenciado, y el proceso que ocurre en este procedimiento se denomina "transdiferenciacion". En otras
realizaciones, la célula que presenta el segundo estado de diferenciacion o fenotipo es una célula somatica
diferenciada o rediferenciada, y el proceso que tiene lugar en este procedimiento se denomina "diferenciacion" o
"rediferenciacion”. En ciertas realizaciones preferidas de los procedimientos para cambiar o reprogramar el estado
de diferenciacion o fenotipo de una célula, el procedimiento se realiza sin el uso de ninguna proteina exogena,
ARNip o agente de molécula pequefa que inhiba o reduzca la activacion, la induccién o la expresién de una o mas
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proteinas en una via de respuesta inmune innata. Por lo tanto, en algunas realizaciones de los procedimientos para
cambiar o reprogramar el estado diferenciado o fenotipo de una célula humana o animal, no se usa ARNip ni
proteina (por ejemplo, proteina B18R), anticuerpo o inhibidor de molécula pequefia de una via de respuesta inmune
innata para dicha reprogramacion. En otras realizaciones, los procedimientos comprenden ademas: tratar las células
que presentan el primer estado diferenciado o fenotipo con una proteina, ARNip o agente de molécula pequefia que
inhiba o reduzca la activacion, la induccioén o la expresion de uno o mas sensores de ARN o proteinas en una via de
respuesta inmune innata, en los que dicho tratamiento se produce antes y/o durante dicha introduccion de un ARNm
codificante de un factor de reprogramacion. En algunas realizaciones, el agente que inhibe o reduce la activacion, la
induccion o la expresion de uno o mas sensores de ARN o proteinas en una via de respuesta inmune innata es
proteina B18R.

En algunas otras realizaciones, el agente es un Agente de ARNm codificante de una proteina que inhibe o reduce la
activacion, la induccion o la expresion de una o mas proteinas que comprenden un sensor de ARN o una via de
respuesta inmune innata. En algunas realizaciones preferidas, el inhibidor es un Agente de ARNm codificante de la
proteina B18R. En algunas otras realizaciones preferidas, el inhibidor es un agente de ARNm codificante de la
proteina del gen E3L del virus Vaccinia; en realizaciones preferidas, el Agente de ARNm codificante de la proteina
del gen E3L del virus Vaccinia se introduce en la célula al mismo tiempo que se introducen los ARNm codificantes de
uno o mas factores de reprogramacion o factores de induccién de células iPS. En realizaciones preferidas de estos
procedimientos, el Agente de ARNm esta protegido con caperuza. En algunas realizaciones, mas del 90 % de las
moléculas de ARN que comprenden el Agente de ARNm estan protegidas con caperuza. En realizaciones
preferidas, mas del 99% de las moléculas de ARN que comprenden el Agente de ARNm estan protegidas con
caperuza. En algunas realizaciones preferidas de estas realizaciones, el Agente de ARNm presenta una caperuza
con una estructura cap1, lo que significa que los hidroxilos 2’ de la ribosa del penultimo nucleétido 5' de las
moléculas de ARN que comprenden el Agente de ARNm estan metilados. En algunas realizaciones de estos
procedimientos, el Agente de ARNm esta poliadenilado. En realizaciones preferidas de estos procedimientos, el
Agente de ARNm presenta una cola de poli-A que consiste en al menos 50 restos de aminoacido. En algunas
realizaciones preferidas de estos procedimientos, la cola de poli-A consiste en al menos 100-200 restos de
aminoacido. En algunas realizaciones preferidas de estos procedimientos, el Agente de ARNm presenta al menos
una secuencia heterdloga UTR 5’, secuencia de Kozak, secuencia IRES o secuencia UTR 3’ que da lugar a una
mayor traduccion del ARNm en al menos un factor de reprogramacion proteico en las células humanas o animales
en comparacion con el mismo Agente de ARNm que no presenta dicha secuencia respectiva. En algunas
realizaciones particulares de estos procedimientos, la UTR 5’ o UTR 3' es una secuencia presentada por un ARNm
de alfa- (a-)globina o beta- (3-)globina de Xenopus o humano, o en las que la UTR 5’ es una secuencia presentada
por el ARN del virus del ataque quimico del tabaco (TEV). En algunas realizaciones preferidas de estos
procedimientos, el Agente de ARNm comprende o consiste en al menos un nucleésido modificado seleccionado del
grupo que consiste en pseudouridina (¥), 1-metil-pseudouridina (m'W), 5-metilcitidina(m®C), 5-metiluridina (m°U), 2'-
O-metiluridina (Um o m?©U), 2-tiouridina (s?U) y N®-metiladenosina (mfA) en lugar de al menos una parte del
correspondiente ribonucledsido candnico sin modificar. En algunas realizaciones preferidas, el al menos un
ribonucledsido modificado se selecciona del grupo que consiste en: (i) pseudouridina (W), 1-metil-pseudouridina
(m'W), 5-metiluridina (m°U), 2’-O-metiluridina (Um o m?-OU) y 2-tiouridina (s2U) en lugar de todos o casi todos los
restos de uridina canonicos; (ii) 5-metilcitidina (m°C) en lugar de todos o casi todos los restos de citidina canénicos;
y/o (iii) N8-metiladenosina (mfA) en lugar de todos o casi todos los restos de adenosina candnicos. En otras
realizaciones de estos procedimientos, solo una parte de un ribonucledsido canénico se reemplaza por el
ribonucledsido modificado correspondiente, en las que una parte significa 1-25 %, se reemplaza el 25-50 % o 50-99
% del ribonucledsido canonico. En otras realizaciones preferidas, el al menos un ribonucledsido modificado consiste
en pseudouridina (¥) en lugar de todos o casi todos los restos de uridina canonicos, y/o 5-metilcitidina (m®C) en
lugar de todos o casi todos los restos de citidina canodnicos. En algunas otras realizaciones, solo se reemplaza una
parte de los restos de uridina candnicos por restos pseudouridina y/o solo una parte de los restos de citidina
canonicos se reemplaza por restos de 5-metilcitidina, en las que una parte significa 1-25 %, se reemplaza el 25-50 %
0 50-99 % de uno o ambos ribonucledsidos candnicos. En otras realizaciones preferidas de estos procedimientos,
excepto en lo relativo a los nucledsidos que comprenden la caperuza 5', EI ARNm solo consiste en los nucledsidos
G, A, C y U candnicos no modificados.

En realizaciones preferidas de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la invenciéon, el ARNm esta
extremada o absolutamente libre de ARN bicatenario. Por lo tanto, dado que el ARNm usado en los procedimientos
del presente documento (o un precursor del ARNm, tal como el ARN transcrito in vitro (0 ARN IVT) antes de la
proteccion con caperuza y/o la poliadenilacion) es preferentemente ARN monocatenario, los presentes inventores a
veces se refieren en el presente documento al ARNm como una "composicion de ARN que comprende moléculas de
ARN monocatenario”, una "composicion de ARN" o "moléculas de ARN monocatenario"; por lo tanto, Siempre que
se usen en el presente documento las expresiones "composicion de ARN que comprende moléculas de ARN
monocatenario”, "composicion de ARN" o "moléculas de ARN monocatenario” con respecto a un procedimiento, una
composicion o un kit que comprende o para reprogramar una célula somatica a una célula iPS, dichas expresiones
significaran el "ARNm codificante de un factor de reprogramacion o un factor de induccion de células iPS",
incluyendo los casos en los que el ARNm codifica una pluralidad de factores de reprogramacion o un factor de
induccion de células iPS. Por lo tanto, en algunas realizaciones preferidas, la composicion de ARN, o el ARN
monocatenario o ARNm esta absolutamente libre de ARN bicatenario, lo que significa, por ejemplo, que por cada
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microgramo o 1.000.000 de picogramos de ARN de la composicion de ARN, mas de 999,998 picogramos
comprenden ARN monocatenario y menos de 2 picogramos son ARN bicatenario de un tamafio superior a
aproximadamente 40 pares de bases de longitud (por ejemplo, cuando se analiza mediante inmunoensayo usando el
anticuerpo especifico del ARN bicatenario J2 (English & Scientific Consulting, Szirak, Hungria),como se describe en
el presente documento o usando ofro ensayo que dé resultados equivalentes al ensayo descrito en el presente
documento).

En algunas realizaciones especificas, la RNasa especifica del ARN bicatenario es una exorribonucleasa
(exoRNasa). En algunas realizaciones especificas, la RNasa especifica del ARN bicatenario es una
exorribonucleasa (por ejemplo, exorribonucleasa 3’ a 5’, por ejemplo, una exoRNasa del virus Lassa, Qi X y col.,
2010; o exoRNasa del corona-virus, Hastie K. M. y col., 2011).

Sin quedar ligados a teoria alguna, los solicitantes descubrieron que, en las condiciones usadas, ciertos anticuerpos
comerciales (por ejemplo, Schénborn J- y col., 1991, Lukacs N. 1994, Lukacs N. 1997; por ejemplo, el anticuerpo J2
de English & Scientific Consulting, Szirak, Hungria) se unen a ARN bicatenario, aunque son muy utiles para ciertos
ensayos especificos del ARN bicatenario, no parecieron eliminar sistematicamente cantidades suficientes de ARN
bicatenario del ARN monocatenario o ARNm o un precursor del mismo para su uso en un procedimiento de
preparacion de una composicién de ARN purificado o tratado para una composicion, un kit o un procedimiento de la
presente invencion, y, por lo tanto, dichos anticuerpos especificos del ARN bicatenario no estan incluidos dentro de
la definicion de una proteina especifica del ARN bicatenario en el presente documento. Sin embargo, sin quedar
ligados a teoria alguna, los solicitantes creen que puede ser posible generar uno o mas anticuerpos especificos del
ARN bicatenario distintos, que podrian usarse potencialmente, por separado o en combinacién para preparar una
composicion de ARN purificado o tratado.

En algunas realizaciones, se usa una combinacion de cualquiera de los procedimientos descritos anteriormente. Por
lo tanto, se puede usar uno o mas procedimientos particulares para generar ARNm que esté sustancialmente libre,
casi libre, esencialmente libre, practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario
ademas o junto con cualquier otro procedimiento de generacion de ARNm que esté sustancialmente libre, casi libre,
esencialmente libre, practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario. Por lo
tanto, por ejemplo, aunque un procedimiento que comprende poner en contacto un ARN monocatenario sintetizado
in vitro con un anticuerpo especifico del ARN bicatenario no parece generar un ARN monocatenario que esté
sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente
libre de ARN bicatenario en las condiciones usadas en el presente documento, en algunas realizaciones, dicho
procedimiento se usa ademas de un procedimiento que comprende HPLC o el procedimiento de tratamiento con
RNasa Ill descrito en el presente documento para generar ARN bicatenario (por ejemplo, ARNm) que esté
sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente
libre.

En algunas realizaciones preferidas en las que la proteina especifica del ARN bicatenario es RNasa I, el
procedimiento comprende: poner en contacto el ARNm (o precursor del mismo) con RNasa Il en una solucion
tamponada que comprende cationes de magnesio divalentes a una concentracion de aproximadamente 1 mM a
aproximadamente 4 mM y una sal monovalente a una concentracion de al menos 50 mM; e incubar en condiciones
en las que la RNasa Ill se una al ARN bicatenario y sea enzimaticamente activa; y luego limpiar el ARNm (o
precursor del mismo) de la RNasa Il y el resto de componentes, incluyendo los productos de la digestion con la
RNasa Ill, para generar un ARNm ftratado (o precursor del mismo) que esté sustancialmente libre, casi libre,
esencialmente libre, practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario. En
determinadas realizaciones preferidas de este procedimiento, la solucion tamponada comprende cationes de
magnesio divalentes a una concentracion de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 3 mM, de
aproximadamente 2,0 mM a aproximadamente 4,0 mM, de aproximadamente 2 mM a aproximadamente 3 mM, o de
aproximadamente 2 mM. En algunas realizaciones preferidas de este procedimiento, la sal monovalente tiene una
concentracion de aproximadamente 50 mM a aproximadamente 100 mM, de aproximadamente 100 mM a
aproximadamente 200 mM, o de aproximadamente 200 mM a aproximadamente 300 mM. Adn mas, el ARNm (o
precursor del mismo) se puede extraer con fenol-cloroformo, precipitarse usando acetato de amonio o purificarse
mediante cromatografia u otros medios descritos en otra parte del presente documento.

En algunas realizaciones preferidas (por ejemplo, en las que la proteina especifica del ARN bicatenario es RNasa llI,
el procedimiento comprende: poner en contacto el ARN monocatenario o ARNm (o precursor del mismo) con la
proteina especifica del ARN bicatenario (por ejemplo, RNasa lll) en una solucién tamponada que contiene una sal
monovalente a una concentracion de al menos 50 mM (y mas preferentemente, de aproximadamente 50 mM a
aproximadamente 150mM, o de aproximadamente 150 mM a aproximadamente 300 mM), pero que carece de
cationes de magnesio divalentes; e incubar en condiciones en las que la proteina especifica del ARN bicatenario
(por ejemplo, RNasa lll) se una al ARN bicatenario, pero no se active enzimaticamente; y luego limpiar el ARN
bicatenario o ARNm (o precursor del mismo) de la proteina especifica del ARN bicatenario (por ejemplo, RNasa Ill),
estando al menos parte unida al ARN bicatenario, y de otros componentes, para generar ARN bicatenario o ARNm
que esté sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, practicamente libre, extremadamente libre o
absolutamente libre de ARN bicatenario. En esta realizacion, los presentes investigadores utilizan la unién muy
estrecha y especifica de la proteina especifica del ARN bicatenario (por ejemplo, RNasa Ill) hacia el ARN
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bicatenario, mientras se realiza la incubacién en ausencia de cationes de magnesio divalentes, de modo que la
proteina especifica del ARN bicatenario (por ejemplo, RNasa Ill) no es enzimaticamente activa. Por lo tanto, en
algunas realizaciones, la proteina especifica del ARN bicatenario (por ejemplo, RNasa lll) se usa como un agente de
union para el ARN bicatenario, que luego se retira del ARNm (o precursor del mismo) mediante uno de varios
medios (por ejemplo, usando un anticuerpo que se une a la proteina especifica del ARN bicatenario [por ejemplo,
RNasa Ill] y/o un anticuerpo que se une al ARN bicatenario [por ejemplo, un anticuerpo especifico del ARN
bicatenario, tal como el anticuerpo J2; English and Scientific Consulting, Szirak, Hungria], que, a su vez, puede
precipitarse usando particulas disponibles en el mercado (por ejemplo, particulas o perlas magnéticas) a las que se
une la proteina A o la proteina G para hacer precipitar el anticuerpo que esta unido a la proteina especifica del ARN
bicatenario (por ejemplo, RNasa lll), purificando de este modo el ARNm (o precursor del mismo). En algunas
realizaciones en las que una proteina especifica del ARN bicatenario (por ejemplo, RNasa lll) se usa como un
agente de unidn para el ARN bicatenario, la proteina especifica del ARN bicatenario (por ejemplo, RNasa lll) se
derivatiza covalentemente con una molécula de unién por afinidad (por ejemplo, biotina, o por ejemplo, cualquier otra
molécula pequefia de unién por afinidad [por ejemplo, preferentemente una molécula pequefia] conocida en la
técnica), cuya derivatizacion covalente no suprima la union del ARN bicatenario por la proteina o cambie la
especificidad de la proteina especifica del ARN bicatenario hacia la union al ARN bicatenario. En algunas
realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits, la proteina especifica del ARN bicatenario
derivatizada (por ejemplo, proteina especifica del ARN bicatenario biotinilada o derivatizada con biotina, por ejemplo,
RNasa lll biotinilada) se retira al poner en contacto una solucién que contiene la proteina especifica del ARN
bicatenario derivatizada con una superficie (por ejemplo, particulas o perlas magnéticas) que comprende ofra
molécula que se une estrecha y especificamente a la proteina especifica del ARN bicatenario derivatizada,
incluyendo la proteina especifica del ARN bicatenario derivatizada que esta unida a los contaminantes de ARN
bicatenario; por ejemplo, en una realizacién especifica, una solucioén que contiene RNasa Il biotinilada que se puso
en contacto con una composiciéon de ARN que comprendia ARN monocatenario o ARNm y ARN bicatenario
contaminante (derivatizado con biotina (o biotinilado) se pone en contacto ademas con una superficie a la que se
une covalentemente estreptavidina o avidina, uniendo asi la RNasa Ill biotinilada, incluyendo RNasa Il biotinilada
unida al ARN bicatenario contaminante; tras retirarse de la solucién de la superficie a la que la estreptavidina o
avidina estd unida covalentemente, la soluciéon estad sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre,
practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario. Por lo tanto, en estas
realizaciones, dicha purificacion del ARN monocatenario o ARNm (o precursor del mismo), comprende poner en
contacto la soluciéon que comprende la composicion de ARN y la proteina especifica del ARN bicatenario
derivatizada (por ejemplo, la RNasa lll biotinilada) con una superficie a la que se une la proteina especifica del ARN
bicatenario derivatizada, y retirar la superficie de dicha solucién.

En algunas realizaciones preferidas en las que la proteina especifica del ARN bicatenario es exorribonucleasa 3’ a
5’, el procedimiento comprende: poner en contacto el ARN monocatenario o ARNm (o precursor del mismo) con la
exorribonucleasa 3’ a 5' en una solucidon tamponada con Tris (por ejemplo, 20 mM; pH 7,5) que comprende cationes
de magnesio divalentes (por ejemplo, 5 mM) y una sal monovalente a una concentracion de al menos 50 mM (por
ejemplo, NaCl 150 mM); e incubar en condiciones en las que la exorribonucleasa se une al ARN bicatenario y es
enzimaticamente activa; y luego limpiar el ARNm (o precursor del mismo) de la exorribonucleasa y el resto de
componentes, incluyendo los productos de la digestion con la exorribonucleasa, para generar ARNm tratado (o
precursor del mismo) que esté sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, practicamente libre,
extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario.

En algunas realizaciones en las que se usa un procedimiento de purificaciéon que comprende un dispositivo de
separacion para generar ARN monocatenario o ARNm al menos parcialmente purificado (por ejemplo, un
procedimiento de purificacion que comprende cromatografia de flujo por gravedad o de baja presion, HPLC o
electroforesis preparativa), ademas de dicho procedimiento de purificacion, el procedimiento comprende ademas (ya
sea antes o después de dicho procedimiento de purificacion): poner en contacto el ARN monocatenario o ARNm (o
precursor del mismo) con una proteina especifica del ARN bicatenario. En algunas realizaciones, la proteina
especifica del ARN bicatenario es RNasa Il en una solucién tamponada que contiene cationes de magnesio a una
concentracion de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 4 mM y una sal monovalente a una concentracion de
al menos aproximadamente 100 mM (preferentemente, al menos aproximadamente 100-300 mM) para generar
ARNm tratado (o precursor del mismo) que esté sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, practicamente
libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario. En realizaciones preferidas, el ARNm tratado
(o precursor del mismo) esta practicamente libre de ARN bicatenario.

En algunas otras realizaciones, la proteina especifica del ARN bicatenario es un anticuerpo especifico del ARN
bicatenario (por ejemplo, el anticuerpo J2 o K1 de English and Scientific Consulting, Szirak, Hungria) en una solucion
tamponada que contiene una sal monovalente a una concentracién de al menos aproximadamente 100 mM
(preferentemente, al menos aproximadamente 100-300 mM); e incubar en condiciones en las que el anticuerpo
especifico de ARN bicatenario se une al ARN bicatenario; y luego limpiar el ARNm (o precursor del mismo) del
anticuerpo especifico del ARN bicatenario, estando al menos parte unido al ARN bicatenario, y el resto de
componentes para generar ARNm purificado (o precursor del mismo) que esté sustancialmente libre, casi libre,
esencialmente libre, practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre; en algunas realizaciones, el
anticuerpo especifico del ARN bicatenario se usa para analizar la cantidad de ARN bicatenario presente en el ARN
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monocatenario (por ejemplo, ARNm o precursor del mismo). En algunas de estas realizaciones, el anticuerpo
especifico del ARN bicatenario puede retirarse del ARNm (o precursor del mismo) mediante uno de varios medios
(por ejemplo, usando particulas disponibles en el mercado tales como particulas o perlas magnéticas a las que se
une la proteina A o la proteina G) para hacer precipitar el anticuerpo especifico del ARN bicatenario).

Aun mas, en algunas realizaciones de cualquiera de los procedimientos anteriores, el ARN monocatenario o ARNm
(o precursor del mismo) tratado o purificado se limpia ademas usando el procedimiento de limpieza rapida de ARN
que comprende extraccion organica (por ejemplo, fenol-cloroformo), precipitacion con acetato de amonio,
precipitacion con alcohol y/o lavado con alcohol del precipitado (por ejemplo, lavado con etanol al 70 %). En algunas
otras realizaciones, el ARN monocatenario o ARNm (o precursor del mismo) se limpia o se purifica ademas usando
un procedimiento de filtracion rapida en gel con un dextrano reticulado (por ejemplo, Sephadex, por ejemplo, una
columna de centrifugacion Sephadex) para separar moléculas de bajo peso molecular, tales como sales, tampones,
nucledtidos y oligonucledtidos pequefios, disolventes (por ejemplo, fenol, cloroformo) o detergentes del ARN
monocatenario o ARNm. En algunas otras realizaciones, el ARN monocatenario o ARNm se purifica o se purifica en
mayor profundidad mediante cromatografia u otros medios descritos en otra parte del presente documento.

Por ejemplo, en una realizacion, la presente invencion proporciona procedimientos de sintesis de una composicion
de ARN transcrito in vitro (IVT), y de posterior puesta en contacto de la composicion de ARN IVT con una RNasa
especifica del ARN bicatenario, tal como la RNasa lll, en condiciones en las que el ARN bicatenario contaminante
puede ser digerido de forma reproducible y se pueden generar de forma fiable moléculas de ARN monocatenario
que no inducen ni activan una via de respuesta inmune innata de ARN bicatenario o sensor de ARN.

En algunas realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits para reprogramar una célula
eucariota, tal como una célula humana o animal, el ARN monocatenario o ARNm (o un precursor del ARNm, tal
como ARN de IVT antes de la proteccidon con caperuza y/o de la poliadenilacion) se purifica o se trata usando al
menos un procedimiento seleccionado del grupo que consiste en: (i) un procedimiento que comprende tratar el
ARNmM (o un precursor del mismo) con una o mas enzimas que digieren especificamente una o mas moléculas
contaminantes de ARN o moléculas contaminantes de ADN; (ii) cromatografia en una columna de flujo por gravedad
o de HPLC y una solucién eluyente que produzca la eliminacion de moléculas de ARN contaminantes (en particular,
moléculas de ARN bicatenario contaminantes); e (iii) un procedimiento que comprenda tratar el ARNm (o un
precursor del mismo) con una RNasa especifica del ARN bicatenario en una mezcla de reaccién en condiciones en
las que se digiera el ARN bicatenario; en algunas realizaciones, el procedimiento comprende ademas: purificar el
ARNm de los componentes de la mezcla de reaccion de RNasa especifica del ARN bicatenario y los productos de
digestion de ARN bicatenario. En algunas realizaciones preferidas del procedimiento que comprende tratar el ARN
monocatenario o ARNm con una RNasa especifica del ARN bicatenario, la RNasa especifica del ARN bicatenario es
una endorribonucleasa (endoRNasa). En algunas realizaciones preferidas, la endoRNasa es RNasa Il (por ejemplo,
RNasa Ill de E. col). En algunas otras realizaciones, la RNasa especifica del ARN bicatenario es una
exorribonucleasa (exoRNasa). En algunas realizaciones, la exoRNasa es una proteina que presenta actividad
exoRNasa 3’ a 5’ especifica del ARN bicatenario.

En algunas realizaciones, la invencion también proporciona un procedimiento de preparaciéon de las composiciones
de ARN purificado que comprenden moléculas de ARN monocatenario que estan sustancialmente libres, casi libres,
esencialmente libres, practicamente libres, extremadamente libres o absolutamente libres de ARN bicatenario,
comprendiendo el procedimiento: tratar ARN sintetizado in vitro que comprende una o mas moléculas de ARN
monocatenario diferentes y moléculas de ARN bicatenario contaminantes con una RNasa especifica del ARN
bicatenario en una mezcla de reaccion en condiciones en las que se digiera el ARN bicatenario; y luego purificar las
moléculas de ARN monocatenario de los componentes de la mezcla de reaccién de RNasa especifica del ARN
bicatenario y los productos de la digestion del ARN bicatenario. En algunas realizaciones, la RNasa especifica del
ARN bicatenario es RNasa Ill y la mezcla de reaccion comprende cationes de magnesio divalentes a una
concentracion inferior a aproximadamente 5 mM, preferentemente, de aproximadamente 1 mM a aproximadamente
4 mM, y lo mas preferentemente, de aproximadamente 2 mM a aproximadamente 3 mM, o 2 mM. En algunas
realizaciones de este procedimiento, las moléculas de ARN monocatenario estan sustancialmente libres, casi libres,
esencialmente libres, practicamente libres, extremadamente libres o absolutamente libres de moléculas de ARN
bicatenario contaminantes que activen un sensor de ARN o una respuesta de interferencia de ARN (ARNi); en
realizaciones particulares, el sensor de ARN se selecciona del grupo que consiste en proteina quinasa dependiente
de ARN (PKR), gen | inducible por acido retinoico (RIG-I), receptor de tipo Toll (TLR)3, TLR7, TLRS, proteina del gen
5 asociado a la diferenciacion del melanoma (MDA5) y 2'-5'cligoadenilato sintetasa (2'-5'OAS u OAS). En
determinadas realizaciones, las composiciones o preparaciones de ARN purificado no generan una respuesta
inmune significativa mediada por el receptor de tipo Toll (TLR3) cuando se introducen en la célula.

En otras realizaciones, el factor de induccién de células iPS se selecciona del grupo que consiste en KLF4, LIN28, c-
MYC, NANOG, OCT4 y SOX2. En realizaciones particulares, la introduccion comprende introducir ARNm codificante
de una pluralidad de factores de induccién de células iPS. En realizaciones adicionales, la pluralidad de factores de
induccion de células iPS comprende cada uno de KLF4, LIN28, c-MYC, NANOG, OCT4 y SOX2. En realizaciones
adicionales, la pluralidad de factores de induccion de células iPS comprende OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, NANOG y
al menos una proteina MYC seleccionada del grupo que consiste en c-MYC larga de tipo silvestre, c-MYC(T58A). c-
MYC corta de tipo silvestre y L-MYC. En realizaciones adicionales, la pluralidad de factores de induccion de células
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iPS comprende LIN28 o NANOG. En realizaciones preferidas, la proteina MYC de la pluralidad de factores de
induccion de células iPS es c-MYC(T58A). En algunas realizaciones, el ARNm codifica uno o mas factores de
reprogramacion o factores de induccién de células iPS seleccionados del grupo que consiste en OCT4, SOX2, KLF4,
LIN28, NANOG, c-MYC larga de tipo silvestre, c-MYC(T58A) (Wang X y col., 2011; Wasylishen A. R., y col., 2011),
c-MYC corta de tipo silvestre y L-MYC. En algunas realizaciones, el ARNm codifica OCT4, SOX2, KLF4 y al menos
una proteina MYC seleccionada del grupo que consiste en c-MYC larga de tipo silvestre, c-MYC(T58A), c-MYC corta
de tipo silvestre y L-MYC. En algunas realizaciones preferidas, la proteina MYC codificada por el ARNm es c-
MYC(T58A). En algunas otras realizaciones preferidas, la proteina MYC codificada por el ARNm es c-MYC corta de
tipo silvestre. En algunas otras realizaciones preferidas, la proteina MYC codificada por el ARNm es L-MYC. En
algunas realizaciones, el ARNm codifica ademas la proteina NANOG. En algunas realizaciones, el ARNm usado
para la reprogramacion de células somaticas humanas o animales a una célula desdiferenciada o una célula iPS
codifica OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, NANOG y al menos una proteina MYC seleccionada del grupo que consiste en
c-MYC larga de tipo silvestre, c-MYC(T58A), c-MYC corta de tipo silvestre y L-MYC.

En realizaciones adicionales, la célula es un fibroblasto. En otras realizaciones, la célula reprogramada es una célula
madre pluripotente. En otras realizaciones, la célula desdiferenciada expresa NANOG y TRA-1-60. En realizaciones
adicionales, la célula esta in vitro. En realizaciones adicionales, la célula reside en cultivo. En realizaciones
particulares, las células residen en medio acondicionado MEF. En algunas realizaciones preferidas, se afiade un
inhibidor de RNasa (por ejemplo, inhibidor de RNasa SCRIPT-GUARD™, CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE.UU.)
al medio de cultivo si el medio contiene suero, medio acondicionado o un extracto celular. En algunas realizaciones
preferidas, la célula se cultiva en medio sobre una matriz extracelular (por ejemplo, una matriz de tipo MATRIGEL ™)
en ausencia de una capa de alimentacion. En otras realizaciones, las células residen en un sujeto humano o animal.

En determinadas realizaciones, la presente invencién proporciona composiciones que comprenden un ARNm
codificante de un factor de reprogramacion o un factor de induccién de células iPS, teniendo el ARNm pseudouridina
o 1-metil-pseudouridina en lugar de uridina. En ciertas realizaciones en las que el ARNm codificante de un factor de
reprogramacion o un factor de induccion de iPSC comprende pseudouridina o 1-metil-pseudouridina en lugar de
uridina, el ARNm también comprende ademas 5-metilcitidina en lugar de citidina. En otras realizaciones, la
composicion comprende ARNm codificante de una pluralidad de factores de induccién de células iPS, seleccionados
del grupo que consiste en KLF4, LIN28, c-MYC, NANOG, OCT4 y SOX2. En realizaciones adicionales, la pluralidad
comprende tres 0 mas, o cuatro o mas, o cinco o mas, o seis factores de induccién de células iPS.

En determinadas realizaciones, las composiciones descritas anteriormente estan envasadas en un kit. En algunas
realizaciones, las composiciones comprenden un reactivo de transfeccion y un ARNm codificante de un factor de
reprogramacion o un factor de induccion de células iPS.

En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona composiciones o sistemas o kits que comprenden: a)
ARN monocatenario (ARNmc) codificante de una proteina, en las que el ARN monocatenario es un producto de la
transcripcion in vitro de un molde de ADN por una ARN polimerasa; b) una proteina endorribonucleasa |l especifica
del ARN bicatenario (ARNbc) (endoRNasa Ill) (u otra proteina especifica del ARN bicatenario); y c) cationes de
magnesio presentes a una concentracion de aproximadamente 1-4 mM. En realizaciones particulares, los cationes
de magnesio estan presentes a una concentracion de aproximadamente 1-3 mM. En determinadas realizaciones, los
iones de magnesio estan presentes a una concentracion de entre aproximadamente 1-3 mM (por ejemplo,
aproximadamente 1,0... 1,3... 1,6... 1,9... 22... 25.. 28... y 3,0 mM). En realizaciones particulares, las
composiciones y sistemas comprenden ademas una sal que proporciona una fuerza iénica al menos equivalente a
50 mM de acetato de potasio o glutamato de potasio (por ejemplo, al menos 50 mM... al menos 75 mM... al menos
100 mM... al menos 150 mM o mas). En algunas realizaciones, el ARN monocatenario: muestra una secuencia de
ARN terapéutica, es un ARNm codificante de una proteina terapéutica, es un ARNm codificante de una proteina
indicadora o es un ARNm codificante de un factor de reprogramacion celular.

En realizaciones particulares, la presente invencién proporciona composiciones o sistemas que comprenden: a) un
ARN monocatenario o ARNm codificante de un factor de reprogramacion, y b) iones de magnesio presentes a una
concentracion de aproximadamente 1-4 mM (por ejemplo, aproximadamente 1,0... 1,3... 1,6... 1,9... 2,2...2,5... 2,8...
3,0..34..3.8..4,2... 48 mM).

En determinadas realizaciones, la proteina especifica del ARN bicatenario es una RNasa especifica del ARN
bicatenario, una endoribonucleasa o RNasa lll, o una exorribonucleasa 3’ a 5'.

En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona procedimientos para generar un preparado de ARN (o
composicion de ARN) que comprenden: poner en contacto el ARN transcrito in vitro con una composiciéon que
comprende a) una proteina endoribonucleasa lll especifica del ARN bicatenario (especifica del ARNbc) (endoRNasa
ll); y b) cationes de magnesio presentes a una concentracion de aproximadamente 1-4 mM; de manera que se
genera un preparado de ARN.

En determinadas realizaciones, el preparado de ARN esta practicamente libre, extremadamente libre, absolutamente
libre de ARN bicatenario. En realizaciones adicionales, los procedimientos comprenden ademas limpiar el preparado
de ARN retirando al menos una de las endoRNasa Il o nucleétidos, del preparado de ARN. En determinadas
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realizaciones, los procedimientos comprenden ademas: (i) extraer el preparado de ARN con disolventes organicos
(por ejemplo, tales como fenol y/o cloroformo); (ii) hacer precipitar el ARN monocatenario transcrito in vitro con
acetato de amonio; y/o (iii) lavar el precipitado de acetato de amonio con un alcohol tal como etanol al 70 %. En
realizaciones particulares, la limpieza emplea un anticuerpo especifico del ARN bicatenario. En otras realizaciones,
la limpieza comprende ademas: usar un anticuerpo que se una a la endoRNasa Il y/o el anticuerpo especifico del
ARN bicatenario; y luego hacer precipitar el anticuerpo con particulas o perlas magnéticas a las que se une la
proteina A o la proteina G.

En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona procedimientos para obtener la traduccién de al menos
una proteina de interés en una célula humana o animal que comprende: introducir de manera repetida o continua en
la célula una composicion de ARN que comprende ARNm codificante de la al menos una proteina de interés, en los
que la composicion de ARN se ha tratado con RNasa lll, por lo que la composiciéon de ARN esta practicamente libre,
extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario (por ejemplo, lo que significa que menos del 0,01 %,
menos del 0,001 % o menos del 0,0002 %, respectivamente, del ARN de la composicién es ARN bicatenario de un
tamafio superior a aproximadamente 40 pares de bases de longitud); y cultivar la célula en condiciones en las que la
célula sobrevive y crece, y en las que se traduce el ARNm. En determinadas realizaciones, la célula esta ex vivo en
cultivo o in vivo. En realizaciones adicionales, la composicion no genera sustancialmente respuesta inmune mediada
por el receptor de tipo Toll 3 (TLR3) cuando se introduce o se pone en contacto con o se inyecta en una célula o
sujeto humano o animal.

En otras realizaciones, la composicidon no genera una respuesta inmune innata que sea suficiente para provocar una
inhibicion sustancial de la sintesis de proteina celular o apoptosis inducida por ARN bicatenario cuando la
composicion de ARN tratado se introduce repetidamente en una célula humana o animal viva. En algunas
realizaciones, la célula es una célula somatica, una célula madre mesenquimal, una célula reprogramada, una célula
no reprogramada u otro tipo de célula. En realizaciones particulares, el procedimiento se realiza sin el uso de
ninguna proteina exdégena (por ejemplo, B18R), ARNip o agente de molécula pequefia que inhiba o reduzca la
activacion, la induccién o la expresiéon de una o mas proteinas en una via de respuesta inmune innata.

En determinadas realizaciones, el procedimiento comprende ademas: tratar la célula con una proteina, ARNip,
ARNm (por ejemplo, codificante de B18R o virus Vaccinia E3L o K3L) o agente de molécula pequefa que inhibe o
reduce la activacion, la induccion o la expresion de uno o mas sensores de ARN o proteinas en una via de respuesta
inmune innata, en el que el tratamiento es antes y/o durante la introduccion.

En algunas realizaciones, la célula presenta un primer estado diferenciado o fenotipo antes de la introduccion, y
presenta un segundo estado diferenciado o fenotipo después de la introduccion.

En algunas realizaciones, la célula, antes de la introduccion es una célula no reprogramada y después de la
introduccion es una célula reprogramada, en las que la célula reprogramada es una célula desdiferenciada, una
célula madre pluripotente inducida, una célula transdiferenciada, una célula somatica diferenciada o rediferenciada.
En realizaciones adicionales, la introducciéon se repite diariamente durante al menos 2 dias. En realizaciones
particulares, la introduccion se repite diariamente durante al menos 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 8 dias, 9
dias, 10 dias, 11 dias, 12 dias, 13 dias, 14 dias, 15 dias, 16 dias, 17 dias, 18 dias, 19 dias, 20 dias, 21 dias... 30
dias... 50 dias o mas.

En algunas realizaciones, la presente invencidon proporciona composiciones o sistemas que comprenden: a) un
tampon u otra solucion acuosa; y b) moléculas de ARN monocatenario codificantes de al menos una proteina, en las
que: i) la al menos una proteina es un factor de reprogramacion; y/o ii) en las que las moléculas de ARN
monocatenario contienen al menos una base modificada que reduce la activacion de una via de respuesta inmune
innata en una célula en comparacién con las moléculas de ARN monocatenario que presentan la misma secuencia,
pero que carecen de al menos una base modificada, y en las que la composiciéon esta practicamente libre de
moléculas de ARN bicatenarias.

En determinadas realizaciones, el ARN monocatenario se caracteriza por al menos uno (o al menos dos, o al menos
tres, o al menos cuatro, o al menos cinco, o todos) de los siguientes: i) codifica un factor de reprogramacion; ii)
codifica una proteina CD, que significa una proteina identificada en el agrupamiento del sistema de diferenciacion; iii)
codifica una enzima; iv) codifica una proteina de la superfamilia de las inmunoglobulinas; v) codifica una citocina o
quimiocina; vi) codifica una proteina receptora de la superficie celular; vi) codifica una proteina de una via de
sefializacion celular; vii) codifica un anticuerpo; viii) codifica un receptor de linfocitos T; vix) codifica una proteina que
reduce o suprime una respuesta inmune innata que comprende produccion o respuesta de interferon (IFN); x)
codifica una proteina indicadora; xi) contiene una o mas bases modificadas; xii) presenta una estructura de
caperuza; xiii) presenta una estructura Cap | en la que el penultimo nucleétido 5° comprende un grupo 2'-O-metil-
ribosilo; xiv) presenta una cola poli A; xv) no contiene ninguna base modificada aparte de un nucleétido de caperuza
5’, si esta presente; xvi) presenta al menos una secuencia heteréloga seleccionada entre: una secuencia de UTR &',
secuencia de Kozak, una secuencia IRES y secuencia UTR 3'; e xvii) codifica un factor de induccion de células iPS.

En determinadas realizaciones, el indicador se selecciona de entre medusa aequorina Aequorea victoria; una
luciferasa (por ejemplo, codificante de una luciferasa seleccionada del grupo que consiste en: luciferasa de Photinus
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pyralis o de luciérnaga de América del Norte); luciferasa de Luciola cruciata o de luciérnaga japonesa o Geniji-botaru;
luciferasa de Luciola italic o de luciérnaga italiana); luciferasa de Luciola lateralis o de luciérnaga japonesa o
luciferasa Heike; luciferasa de Luciola mingrelica o de luciérnaga de Europa del Este; luciferasa de Photuris
pennsylvanica o de luciérnaga de Pensilvania; luciferasa de Pyrophorus plagiophthalamus o de elatérido; luciferasa
de Phrixothrix hirtus o de gusano del ferrocarril; luciferasa de Renilla reniformis o Renilla de tipo silvestre; luciferasa
de mutante Rluc8 de Renilla Renilla reniformis; luciferasa de Renilla verde Renilla reniformis; luciferasa de Gaussia
de tipo silvestre Gaussia princeps; luciferasa de Gaussia princeps Gaussia-Dura; luciferasa de Cypridina noctiluca o
de Cypridina; luciferasa de Cypridina hilgendorfii o de Cypridina o Vargula; luciferasa de Metridia longa o de Metridia;
y luciferasa de Oplophorus gracilorostris o de OLuc; o codificante de 2 luciferasas diferentes seleccionadas del grupo
que consiste en la luciferasa de luciérnaga nativa y la luciferasa de Renilla; luciferasa de luciérnaga roja y luciferasa
de Renilla de tipo silvestre; luciferasa de luciérnaga roja y luciferasa de Renilla verde; luciferasa de Gaussia y
luciferasa de Renilla; luciferasa de Gaussia y luciferasa de Renilla verde; luciferasa de Gaussia y luciferasa de
luciérnaga; luciferasa de Gaussia y luciferasa de luciérnaga roja; luciferasa de Gaussia y luciferasa de Cypridina;
luciferasa de Cypridina y luciferasa de Renilla; luciferasa de Cypridina y luciferasa de Renilla verde; luciferasa de
Cypridina y luciferasa de luciérnaga roja; o codificante de 3 luciferasas diferentes seleccionadas del grupo que
consiste en: luciferasa de Cypridina, luciferasa de Gaussia y cualquier luciferasa de luciérnaga; y luciferasa de
Cypridina, cualquier luciferasa de Renilla y luciferasa de luciérnaga); y una proteina fluorescente (por ejemplo,
codificante de una proteina fluorescente seleccionada del grupo que consiste en: una ficobiliproteina (por ejemplo,
R-ficoeritrina (R-PE), B-ficoeritrina (B-PE), C-fitocianina (CPC) y aloficocianina ( APC)); una proteina verde
fluorescente de Aequorea; una proteina azul fluorescente de Aequorea (BFP); una proteina cian fluorescente de
Aequorea (CFP); una proteina amarilla fluorescente de Aequorea (YFP); una proteina verde fluorescente excitable
por violeta Aequorea (Sapphire); una proteina verde fluorescente potenciada excitable por cian de Aequorea
(EGFP); proteina roja fluorescente de Discosoma; una variante de la proteina roja fluorescente de Discosoma
monomeérica, denominada proteina fluorescente (m por monomérica) "mFruits" de Discosoma [por ejemplo, proteina
amarilla fluorescente de Discosoma (mHoneydew); proteina azul fluorescente de Discosoma (mBlueberry); proteina
naranja fluorescente de Discosoma (mOrange)]; proteina amarilla fluorescente de Zoanthus; proteinas verdes
fluorescentes de Obelia; proteinas verdes fluorescentes de pensamiento de mar Renilla reniformis; proteinas
fluorescentes de antozoos; proteina fluorescente lanceolada; proteina fluorescente de crustaceos codépodos;
proteina roja lejano fluorescente de Entacmaea quadricolor; proteina roja fluorescente de Anemonia sulcata; proteina
roja fluorescente de Trachyphyllia geoffroyi "Kaede"; proteina fluorescente de Lobophyllia hemprichii; proteina
fluorescente de Dendronephthya; una proteina fluorescente de cnidarios; proteina fluorescente de artrépodos; y
proteina fluorescente de cordados; una proteina fluorescente de Galaxea monomérica; una proteina fluorescente de
Fungia concinna monomérica; una proteina fluorescente de Lobophyllia hemprichii monomérica; una proteina
fluorescente de Pectiniidae monomérica; una proteina fluorescente de Dendronephthya monomérica; una proteina
fluorescente de Montipora monomeérica; y una proteina fluorescente de Clavularia monomérica).

En realizaciones particulares, el ARN monocatenario presenta una estructura de caperuza que comprende: i) una
estructura cap1, en la que el hidroxilo 2’ de la ribosa del penultimo nucledtido 5’ estda metilado; ii) una caperuza 5’
que comprende 7-metilguanina; y/o iii) un analogo de caperuza antiinversa (ARCA). En realizaciones adicionales, la
molécula de ARN monocatenario presenta una cola poli-A compuesta de al menos 50 restos de aminoacido o al
menos 100-200 restos de aminoacido (por ejemplo, al menos 50... 75... 100... 150... 200... o mas). En realizaciones
particulares, la UTR 5’ o UTR 3' presentada por un ARN monocatenario es una secuencia presentada por un ARNm
de alfa- (a-)globina o beta- (3-)globina de Xenopus o humano, o en las que la UTR 5’ es una secuencia presentada
por el ARN del virus del ataque quimico del tabaco (TEV).

En ofras realizaciones, el ARN monocatenario comprende o consiste en al menos un nucledsido modificado
seleccionado del grupo que consiste en pseudouridina (W), 1-metil-pseudouridina (m'W), 5-metilcitidina(m®C), 5-
metiluridina (m%U), 2'-O-metiluridina (Um o m?°U), 2-tiouridina (s?U) y Né-metiladenosina (m®A) en lugar de al menos
una parte del correspondiente ribonucleésido candnico sin modificar. En realizaciones particulares, a excepcion del
nucledétido con caperuza 5’, si esta presente, el ARN monocatenario solo contiene las bases de acido nucleico
canonicas G, A, Cy U.

En algunas realizaciones, el ARN monocatenario comprende al menos un ribonucledsido modificado, siendo el al
menos un ribonucledsido modificado seleccionado del grupo que consiste en: (i) pseudouridina (W), 1-metil-
pseudouridina (m'W), 5-metiluridina (m°U), 2’-O-metiluridina (Um o m?-0U) y 2-tiouridina (s?U) en lugar de todos o
casi todos los restos de uridina canodnicos; (ii) 5-metilcitidina (m5C) en lugar de todos o casi todos los restos de
citidina canonicos; y/o (iii) Né-metiladenosina (m®A) en lugar de todos o casi todos los restos de adenosina
candnicos.

En realizaciones adicionales, solo una parte de un ribonucledsido canénico se reemplaza por el ribonucledsido
modificado correspondiente (por ejemplo, en las que una parte significa que 1-25 %, 25-50 % o 50-99 % del
ribonucledsido candnico se reemplaza).

En determinadas realizaciones, el al menos un ribonucledsido modificado comprende o consiste en pseudouridina
(W) o 1-metil-pseudouridina (m'¥) en lugar de todos o casi todos los restos de uridina canonicos, y/o 5-metilcitidina
(m5C) en lugar de todos o casi todos los restos de citidina canonicos.
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En otras realizaciones, solo se reemplaza una parte de los restos de uridina canonicos por restos pseudouridina o 1-
metil-pseudouridina y/o solo una parte de los restos de citidina candnicos se reemplaza por restos de 5-metilcitidina
(por ejemplo, en las que una parte significa que 1-25 %, 25-50 % o 50-99 % de uno o ambos ribonucledsidos
canonicos se reemplaza).

En determinadas realizaciones, excepto en lo relativo a las bases de acido nucleico que comprenden la caperuza 5',
El ARNm solo se compone de (o consiste en) bases de acido nucleico G, A, C y U candénicas no modificadas. En
otras realizaciones, la proteina codificada por el ARN monocatenario que reduce o suprime una respuesta inmune
innata que comprende la produccion o respuesta de interferon (IFN) se selecciona entre proteina E3L, proteina K3L
y proteina B18R, o un fragmento funcional o variante de cualquiera de las mismas. En determinadas realizaciones, la
composicion esta practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario.

En algunas realizaciones, el ARN monocatenario codifica al menos una proteina seleccionada del grupo que
consiste en: MYOD, ASCL1, MYT1L, NEUROD1, POU3F2, OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, NANOG, MYC, c-MYC, c-
MYC(T58A), L-MYC, ETS2, MESP1 GATA4, HAND2,TBX5, MEF2C, ASCL1, EN1, FOXA2, LMX1A, NURR1, PITX3,
HNF1a, HNF4a, FOXA1, FOXA2, FOXA3, GATA4, eritropoyetina y una proteina CD; o un fragmento funcional o
variante de cualquiera de las anteriores.

En realizaciones adicionales, la proteina CD se selecciona entre: un receptor de superficie celular, un ligando para
un receptor de superficie celular, una molécula de sefializacién celular, una molécula de adhesion celular, una
molécula coestimulante, una proteina del sistema del complemento, una proteina que comprende un antigeno
principal de histocompatibilidad de clase | o clase Il, un inhibidor de una molécula de sefalizacién celular, un
transportador de una molécula de sefializacion celular y una molécula efectora de una respuesta inmune innata o
adaptativa. En otras realizaciones, la proteina CD se selecciona entre: CD1a; CD1b; CD1c; CD1d; CD1e; CD2;
CD3d; CD3e; CD3g; CD4; CD5; CD6; CD7; CD8a; CD8b; CD9; CD10; CD11a; CD11b; CD11c; CD11d; CDw12;
CD14; CD16a; CD16b; CD18; CD19; CD20; CD21; CD22; CD23; CD24; CD25; CD26; CD27; CD28; CD29; CD30;
CD31; CD32; CD33; CD34; CD35; CD36; CD37; CD38; CD39; CD40; CD41; CD42a; CD42b; CD42c; CD42d; CD44;
CD45; CD46; CD47; CD48; CD49a; CD49b; CD49c; CD49d; CD49e; CD49f; CD50; CD51; CD52; CD53; CD54;
CD55; CD56; CD57; CD58; CD59; CD61; CD62E; CD62L; CD62P; CD63; CD64; CD66a; CD66b; CD66¢c; CD66d;
CD66e; CD66f; CD68; CD69; CD70; CD71; CD72; CD74; CD79a; CD79b; CD80; CD81; CD82; CD83; CD84;
CD85a; CD85c; CD85d; CD85e; CD85f; CD85g; CD85h; CD85i; CD85j; CD85k; CD86; CD87; CD88; CD89; CD90;
CD91; CD92; CD93; CD94; CD95; CD96; CD97; CD98; CD99; CD100; CD101; CD102; CD103; CD104; CD105;
CD106; CD107a; CD107b; CD108; CD109; CD110; CD111; CD112; CD113; CD114; CD115; CD116; CD117;
CD118; CD119; CD120a; CD120b; CD121a; CD121b; CD122; CD123; CD124; CD125; CD126; CD127; CD129;
CD130; CD131; CD132; CD133; CD134; CD135; CD136; CD137; CD138; CD139; CD140a; CD140b; CD141;
CD142; CD143; CD144; CD146; CD147; CD148; CD150; CD151; CD152; CD153; CD154; CD155; CD156a3;
CD156b; CD157; CD158a; CD158b1; CD158b2; CD158c; CD158d; CD158e; CD158f1; CD158g; CD158h; CD158i;
CD158j; CD158k; CD158z; CD159a; CD159c; CD160; CD161; CD162; CD163; CD163b; CD164; CD165; CD166;
CD167a; CD167b; CD168; CD169; CD170; CD171; CD172a; CD172b; CD172g; CD173; CD177; CD178; CD179a;
CD179b; CD180; CD181; CD182; CD183; CD184; CD185; CD186; CD191; CD192; CD193; CD194; CD195; CD196;
CD197; CDw198; CDw199; CD200; CD201; CD202b; CD203a; CD203c; CD204; CD205; CD206; CD207; CD208;
CD209; CD210; CDw210b; CD212; CD213a1; CD213a2; CD214; CD215; CD217; CD218a; CD218b; CD220;
CD221; CD222; CD223; CD224; CD225; CD227; CD228; CD229; CD230; CD231; CD232; CD233; CD234; CD235a3;
CD235b; CD236; CD238; CD239; CD240CE; CD240D; CD241; CD242; CD243; CD244; CD245; CD246; CD247;
CD248; CD249; CD252; CD253; CD254; CD256; CD257; CD258; CD261; CD262; CD263; CD264; CD265; CD266;
CD267; CD268; CD269; CD270; CD271; CD272; CD273; CD274; CD275; CD276; CD277; CD278; CD279; CD280;
CD281; CD282; CD283; CD284; CD286; CD288; CD289; CD290; CD292; CDw293; CD294; CD295; CD296; CD297;
CD298; CD299; CD300a; CD300b; CD300c; CD300d; CD300e; CD300f; CD300g; CD301; CD302; CD303; CD304;
CD305; CD306; CD307a; CD307b; CD307c; CD307d; CD307e; CD309; CD312; CD314; CD315; CD316; CD317;
CD318; CD319; CD320; CD321; CD322; CD324; CD325; CD326; CD327; CD328; CD329; CD331; CD332; CD333;
CD334; CD335; CD336; CD337; CD338; CD339; CD340; CD344; CD349; CD350; CD351; CD352; CD353; CD354;
CD355; CD357; CD358; CD360; CD361; CD362; e CD363; o un fragmento funcional o variante de cualquiera de las
anteriores.

En realizaciones adicionales, el ARNbc transcrito in vitro codifica una pluralidad de factores de reprogramacion. En
realizaciones adicionales, el preparado de RNA no genera sustancialmente respuesta inmune mediada por el
receptor de tipo Toll 3 (TLR3) cuando se introduce o se pone en contacto con o se inyecta en una célula o sujeto
humano o animal. En realizaciones adicionales, el preparado de ARN no genera una respuesta inmune innata que
sea suficiente para provocar una inhibicién sustancial de la sintesis de proteina celular o apoéptosis inducida por ARN
bicatenario cuando la composicion de ARN tratado se introduce repetidamente en una célula humana o animal viva.

En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona procedimientos de fabricacion de un preparado de ARN
que comprenden: a) procesar ARN transcrito in vitro mediante: i) la exposicion a una proteina endoribonucleasa Il
especifica del ARN bicatenario en una mezcla de reaccion que comprende una sal que da lugar a una fuerza iénica
al menos tan alta como la del acetato de potasio a una concentracién de aproximadamente 50-300 mM y una
concentracion final de magnesio de aproximadamente 1-4 mM; y/o ii) el paso a través de un dispositivo de
separacion cromatografica o electroforética; en los que el procesamiento del ARN transcrito in vifro genera un
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preparado de ARN que esta practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario, y
en los que el ARN transcrito in vitro codifica al menos una proteina, en los que: i) la al menos una proteina es un
factor de reprogramacion; y/o ii) en los que el ARN transcrito in vitro contiene al menos una base modificada que
reduce la induccién o activacion de un sensor de ARN o via de respuesta inmune innata en una célula.

En realizaciones particulares, el dispositivo de separacion cromatografica es una columna de flujo por gravedad o
HPLC. En determinadas realizaciones, la presente invencién proporciona procedimientos de fabricaciéon de un
preparado de ARN que comprenden: a) poner en contacto una composicion que contiene ARN monocatenario
(ARNmc) y ARN bicatenario (ARNbc) con una solucion que contiene RNasa Ill y una sal monovalente a la
concentracion de al menos 50 mM, pero que carece de cationes divalentes de magnesio, de modo que se genera
una mezcla; b) incubar la mezcla en condiciones tales que la RNasa Ill se una al ARN bicatenario pero que, en
general, no sea enzimaticamente activa; y c) limpiar el ARN monocatenario de la RNasa Ill, estando al menos parte
unida al ARN bicatenario, para generar un preparado de ARN que contenga ARN monocatenario y esté
sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre o practicamente libre de ARN bicatenario (por ejemplo, lo que
significa, respectivamente, que menos del: 0,5 %, 0,1%, 0,05%, 0,01%, 0,001 % o 0,0002 % de la masa del ARN de
la composicion de ARN monocatenario tratado es ARN bicatenario de un tamafio superior a aproximadamente 40
pares de bases).

En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona procedimientos para obtener la expresion de al menos
una proteina de interés en una célula que comprende: poner en contacto una célula con una composicion de ARN
que comprende ARN monocatenario sintetizado in vitro codificante de al menos una proteina de interés tal que la al
menos una proteina de interés se expresa en la célula, en los que la puesta en contado: a) se realiza al menos una
vez al dia durante una pluralidad de dias; o b) se realiza una pluralidad de tiempo durante al menos 24 horas; y en
los que el contacto no induce una respuesta inmune innata que: i) mate a la célula; ii) sea suficiente para inhibir la
sintesis de proteinas en el doble o mas; y/o iii) induzca o active proteinas implicadas en una via de apoéptosis.

En determinadas realizaciones, la al menos una proteina de interés es un factor de reprogramacion, y en las que la
pluralidad de dias es suficiente niumero de dias para reprogramar la célula. En determinadas realizaciones, la
pluralidad de dias es al menos 2 dias, al menos 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 8 dias, 9 dias, 10 dias, 11 dias,
12 dias, 13 dias, 14 dias, 15 dias, 16 dias, 17 dias, 18 dias, 19 dias, 20 dias, 21 dias... 30 dias... 50 dias o mas. En
realizaciones particulares, el ARN monocatenario comprende al menos uno de los siguientes: una caperuza 5’, una
region no traducida 5’, una secuencia de Kozak 5’, Una regién no traducida 3’ y una cola de poli(A). En realizaciones
adicionales, la composicion esta al menos practicamente libre de ARN bicatenario. En realizaciones adicionales, la
célula esta ubicada en un sujeto o esta ubicada ex vivo en cultivo. En algunas realizaciones, la composicion esta
libre de una proteina, ARNip o agente de molécula pequefia que inhiba o reduzca la activacion, la induccién o la
expresion de uno o mas sensores de ARN o proteinas en una via de respuesta inmune innata.

En determinadas realizaciones, la célula esta presente en un medio de cultivo, en las que el medio de cultivo: i) esta
libre de células alimentadoras; y/o ii) comprende al menos un reactivo seleccionado del grupo que consiste en: un
inhibidor de TGF-beta y un inhibidor de MEK. En otras realizaciones, la célula esta presente en un medio de cultivo
que carece de un sustrato bioldgico.

En algunas realizaciones, la molécula de ARN es una secuencia de ARN terapéutica, un ARNm codificante de una
proteina terapéutica, un ARNm codificante de una proteina indicadora o un ARNm codificante de un factor de
reprogramacion celular.

En determinadas realizaciones, la composicion comprende al menos un componente adicional seleccionado entre: i)
una sal monovalente a una concentracion de al menos 50 mM; ii) una célula; iii) una proteina, ARNip o agente de
molécula pequefia que inhiba o reduzca la activacion, la induccién o la expresién de uno o mas sensores de ARN o
proteinas en una via de respuesta inmune innata; e iv) una proteina de union a ARN bicatenario. En algunas
realizaciones, la célula es una célula somatica, una célula madre mesenquimal, una célula reprogramada, una célula
no reprogramada, En realizaciones particulares, antes de la puesta en contacto, la composicion se trata con una
RNasa especifica del ARN bicatenario de forma que se digiere practicamente o practicamente todo el ARN
bicatenario contaminante.

En realizaciones particulares, la célula antes del contacto durante una pluralidad de dias presenta un primer estado
diferenciado o fenotipo, y después del contacto durante una pluralidad de dias, presenta segundo estado
diferenciado o fenotipo.

En realizaciones particulares, la presente invencién proporciona un procedimiento de fabricacion de ARN
monocatenarios para su uso en la reprogramacion de células eucariotas que presentan un primer estado
diferenciado o fenotipo a células que presentan un segundo estado diferenciado o fenotipo, introduciendo los ARN
monocatenarios en las células al menos tres veces durante un periodo de al menos tres dias, comprendiendo el
procedimiento: (i) sintetizar uno o mas ARN monocatenarios mediante transcripcion in vitro, cada uno de los cuales
codifica un factor de reprogramacion; e (ii) tratar los ARN monocatenario de la etapa (i) con RNasa Il en una
soluciéon tamponada que tiene un pH de aproximadamente 7 a aproximadamente 9, una sal monovalente que tiene
una concentracion de aproximadamente 100 mM o superior, cationes de magnesio divalentes a una concentracion
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de aproximadamente 1 mM a menos de 10 mM durante un tiempo suficiente y en condiciones en las que se digiera
el ARN bicatenario y se generen ARN monocatenarios que estén sustancialmente libres de ARN bicatenario; en
otras realizaciones, dicha introduccion es durante al menos aproximadamente: tres dias, ... 6 dias, ... 8 dias, ... 10
dias, ... 15 dias, ... 18 dias, ... 21 dias, ... 28 dias, ... 35 dias, ... 42 dias, ...50 dias, ...0 mas de 50 dias.

En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona composiciones, kits o sistemas que comprenden: a) una
célula y/o ARN codificante de al menos una proteina, en los que: i) la al menos una proteina es un factor de
reprogramacion; y/o ii) en los que el ARN contiene al menos una base modificada que reduce la activacion de una
via de respuesta inmune innata en una célula; y b) un medio de cultivo, en los que el medio de cultivo: i) comprende
al menos un reactivo seleccionado del grupo que consiste en: un inhibidor de TGF-beta y un inhibidor de MEK; y/o ii)
comprende un sustrato bioldgico para la célula, y esta libre de células alimentadoras; y/o iii) no comprende ni una
matriz extracelular u otro sustrato bioldgico ni células alimentadoras. En algunas realizaciones, en las que el medio
de cultivo no comprende ni una matriz extracelular u otro sustrato bioldgico ni células alimentadoras, la placa de
cultivo o recipiente presenta una superficie tratada sobre la que las células se adhieren y crecen en forma de una
capa confluente.

En determinadas realizaciones, la composicién o el sistema comprende tanto la célula como el ARN, en las que el
ARN esta presente dentro de la célula. En realizaciones particulares, la célula es una célula reprogramada. En
determinadas realizaciones, la célula reprogramada es una célula desdiferenciada, una célula madre pluripotente
inducida o una célula transdiferenciada. En algunas realizaciones, el sustrato biolégico comprende proteina
vitronectina y/o la mezcla de proteina gelatinosa secretada por células de sarcoma de ratén Engelbreth-Holm-Swarm
(EHS).

En realizaciones adicionales, la presente invencién proporciona procedimientos de cultivo de una célula que
comprenden: cultivar células en el medio de cultivo descrito anteriormente o en el presente documento, en las que
las células comprenden el ARN descrito en el presente documento. En algunas realizaciones, las células presentan
un primer estado diferenciado o fenotipo antes del cultivo, y presentan un segundo estado diferenciado o fenotipo
después del cultivo. En realizaciones adicionales, las células, antes del cultivo, son células no reprogramadas y
después del cultivo son células reprogramadas, en las que las células reprogramadas son células desdiferenciadas,
células madre pluripotentes inducidas, células transdiferenciadas, célula somaticas diferenciadas o rediferenciadas.
En realizaciones particulares, el cultivo continta durante al menos 2 dias, 3 dias, ... 10 dias... 20 dias o mas, o
durante 10-18 dias o durante 2-25 dias.

En determinadas realizaciones, la presente invencion proporciona composiciones, kits y sistemas que comprenden:
una mezcla de ARNm codificantes de factores de reprogramacion de iPSC que comprenden KLF4 (K), MYC (M),
OCT4 (O) y SOX2 (S), en las que la concentracion molar de ARNm codificante de O es aproximadamente 3 veces
superior a la concentracion molar de ARNm codificante de My S, y en las que el ARNm codificante de K esta entre
aproximadamente 1 vez y aproximadamente 3 veces la concentracién molar de My S, en las que la composicién de
ARN esta practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario. En realizaciones
particulares, los ARNm codifican ademas LIN28 (L) o NANOG (N) o ambos, en las que la concentracion molar de
ARNmM codificante de L o N, si esta presente, es la misma o aproximadamente la misma que la concentracion molar
deMyS.

En algunas realizaciones, la presente invenciéon proporciona composiciones y sistemas que comprenden: a) una
primera mezcla de diferentes moléculas de ARN codificantes de diez combinaciones diferentes de las siguientes
proteinas: KLF4, o un fragmento funcional o una variante de la misma (K), MYC, o un fragmento funcional o una
variante de la misma (M), OCT4, o un fragmento funcional o una variante de la misma (O), SOX2, o un fragmento
funcional o una variante de la misma (S), LIN28, o un fragmento funcional o una variante de la misma (L), y NANOG,
o un fragmento funcional o una variante de la misma (N), en las que las diferentes moléculas de ARN estan
presentes en la composicién o en el sistema en una proporcion molar aproximada seleccionada del grupo que
consiste en: KM02,5.3,5SLN; KM02,5.3,5S; KM02,5.3,5SL; K1,5.2,5M02,5.3,5SLN; K2,5.3,5M02,5.3,5SLN; K1,5.2,5M02,5.3,5SL;
K2,5.3,5M02,5.3,5SL; K1,5.2,5M02,5.3,5S; K2,5.3,5M02,5.3,5S; o K1,5.1o,oLMS; y/O b) una segunda mezcla de diferentes
moléculas de ARN codificante de KLF4, c-MYC, OCT4 y SOX2, en las que no hay presentes otros genes de
reprogramacion en la composicion o en el sistema.

En realizaciones particulares, no hay presentes otras secuencias de ARN de reprogramacion en la composicion o en
el sistema diferentes de las mencionadas en las diez combinaciones diferentes. En realizaciones particulares, las
composiciones comprenden ademas una célula. En determinadas realizaciones, la célula es una célula
reprogramada. En realizaciones adicionales, MYC es c-MYC, L-MYC o c-MYC(T58A). En realizaciones adicionales,
las proporciones molares aproximadas se seleccionan entre: KMO3SLN; KMO3S; KMO3SL; KaMO3SLN; KsMO3SLN;
K2M03SL; K3MO3SL; K2M03S; K3MO3S; o K1,5.2,5LMS.

En determinadas realizaciones, la presente invencioén proporciona procedimientos para cambiar o reprogramar el
estado de diferenciacion o estado diferenciado o fenotipo de una célula que comprenden: introducir una pluralidad de
moléculas de ARN diferentes en una célula, de modo que las células presentan un primer estado diferenciado o
fenotipo antes de la introduccion y presentan un segundo estado diferenciado o fenotipo después de la introduccion,
y la introduccion da lugar a una proporcién molar aproximada de las diferentes moléculas de ARN en la célula
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seleccionada del grupo que consiste en: KMO25.35SLN; KMO25.35S; KMO25.35SL; K15.25MO25.35SLN; K2535MO25.
35SLN; K15.25MO2,535SL; K25.35MO25.355L; K1525MO25.35S; Ka5.35M02535S; 0 Ki5.100LMS; en las que K es KLF4
o un fragmento funcional de la misma, M es MYC o un fragmento funcional de la misma, O es OCT4 o un fragmento
funcional de la misma, S es SOX2 o un fragmento funcional de la misma, L es LIN28 o un fragmento funcional de la
misma y N es NANOG o un fragmento funcional de la misma. En realizaciones particulares, la MYC es c-MYC, L-
MYC o c-MYC(T58A).

En ofras realizaciones, la presente invencién proporciona procedimientos para cambiar o reprogramar el estado de
diferenciacién o estado diferenciado o fenotipo de una célula que comprenden: introducir en una célula que presenta
un primer estado diferenciado o fenotipo: i) un primer ARNm codificante de KLF4, o fragmento funcional de la misma;
ii) un segundo ARNm codificante de c-MYC, o fragmento funcional de la misma; iii) un tercer ARNm codificante de
OCT-4, o fragmento funcional de la misma; e iv) un cuarto ARNm codificante de SOX2, o fragmento funcional de la
misma, en las que la introduccién genera una célula reprogramada que presenta un segundo estado diferenciado o
fenotipo, y en las que no se usan otros factores de reprogramacion, ademas del primer, segundo, tercer y cuarto
ARNmM para reprogramar la célula.

En determinadas realizaciones, la presente invencioén proporciona procedimientos para cambiar o reprogramar el
estado de diferenciacion o estado diferenciado o fenotipo de una célula que comprenden: introducir en una célula
que presenta un primer estado diferenciado o fenotipo una molécula de ARN codificante de c-MYC (T58A) de modo
que se genera una célula reprogramada que presenta un segundo estado diferenciado o fenotipo.

En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona procedimientos para reducir o eliminar un sintoma o una
enfermedad de un sujeto eucariota que presente un estado patologico, que comprende: administrar al sujeto una
dosis eficaz de una composicion de ARN que comprende ARN monocatenario codificante de al menos una proteina
terapéutica, en las que dicha composicién de ARN esta al menos sustancialmente libre, casi libre, esencialmente
libre o practicamente libre de ARN bicatenario contaminante, mediante lo que el sintoma o la enfermedad se reduce
o se elimina. En algunas realizaciones, la composicion de ARN esta practicamente libre, extremadamente libre o
absolutamente libre de ARN bicatenario. En realizaciones adicionales, la composicion de ARN no genera una
respuesta inmune innata en el sujeto que sea suficiente para provocar una inhibicion sustancial de la sintesis de
proteina celular o apdptosis inducida por ARN bicatenario cuando la composicién de ARN se administra de manera
repetida o continua al sujeto. En algunas realizaciones, la proteina terapéutica es eritropoyetina, o una version
truncada o mutada de la misma. En determinadas realizaciones, la administracién se realiza al menos una vez
durante al menos dos dias. En algunas realizaciones, la administracion se realiza al menos diariamente al menos 1-7
veces a la semana durante al menos 1 semana (por ejemplo, al menos 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4
semanas, ... 10 semanas... 52 semanas o mas).

En ofras realizaciones, la administracion se realiza diariamente o dos veces al dia, teniendo lugar la administracion
aproximadamente 1 vez a la semana, 2 veces a la semana, 3 veces a la semana, 4 veces a la semana, 5 veces a la
semana, 6 veces a la semana, o diariamente durante un periodo de semanas, meses o afios.

En algunas realizaciones, la presente invencidon proporciona composiciones o sistemas que comprenden: a) un
mioblasto reprogramado o diferenciado, en las que el mioblasto comprende una molécula de ARN exdgena
codificante de la proteina MYOD o fragmento funcional de la misma; y/o b) una célula neuronal reprogramada o
transdiferenciada, en las que la célula neuronal comprende moléculas de ARN exdgenas codificantes de al menos
una proteina seleccionada del grupo que consiste en: ASCL1 o un fragmento funcional de la misma, MYT1L o un
fragmento funcional de la misma, NEUROD1 o un fragmento funcional de la misma y POU3F2 o un fragmento
funcional de la misma.

En determinadas realizaciones, la presente invencion proporciona procedimientos para reprogramar una célula no
mioblastica a una célula mioblastica que comprenden: a) diariamente, durante al menos dos dias, introducir en una
célula no mioblastica una composiciéon que comprende ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro codificante
de la proteina MYOD, o un fragmento funcional o variante de la misma, en las que la composicion esta al menos
practicamente libre de ARN bicatenario; y b) cultivar en condiciones en las que al menos una parte de las células no
mioblasticas se reprogramen o se diferencien en mioblastos.

En realizaciones particulares, la presente invencion proporciona procedimientos para reprogramar células somaticas
no neuronales a células neuronales que comprenden: a) diariamente, durante varios dias, introducir en células
somaticas no neuronales una composicion que comprenda ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro
codificante de al menos una proteina seleccionada del grupo que consiste en: ASCL1 o un fragmento funcional de la
misma, MYT1L o un fragmento funcional de la misma, NEUROD1 o un fragmento funcional de la misma y POU3F2 o
un fragmento funcional de la misma, en las que la composicion esta practicamente libre, extremadamente libre o
absolutamente libre de ARN bicatenario; y b) cultivar en condiciones en las que al menos una parte de las células
somaticas no neuronales se reprograme o transdiferencie en células neuronales. En determinadas realizaciones, la
introduccion se realiza al menos una vez al dia durante al menos dos dias, tres dias... 10 dias... 365 dias o mas.

En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona procedimientos que comprenden poner en contacto una
pluralidad de células cultivadas con una dosis diaria total (y no mas que la dosis diaria total) de una composiciéon que
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comprende ARN monocatenarios codificantes de al menos un factor de reprogramacion, en las que dicho contacto
se repite durante un nimero de dias suficiente para que al menos una parte de dicha pluralidad de células cultivadas
se reprograme de un primer estado diferenciado o fenotipo a un segundo estado diferenciado o fenotipo, en las que
dicha dosis diaria total esta entre aproximadamente 0,1 microgramos y aproximadamente 1,2 microgramos de dichos
ARN monocatenarios por 10.000 a 100.000 células sembradas inicialmente (por ejemplo, por 2 ml de medio de
cultivo). En algunas realizaciones, la dosis diaria total se administra una vez al dia. En algunas realizaciones, la
dosis diaria total se administra como dos dosis cada 24 horas... 4 dosis cada 24 horas, 8 dosis cada 24 horas. En
algunas realizaciones, la mezcla de ARN monocatenarios codificantes de factores de reprogramacion se introduce
de manera continua (por ejemplo, en el medio de cultivo) usando un dispositivo robético o microfluidico para dicha
introduccion. En algunas realizaciones, la mezcla de ARN monocatenarios codificantes de factores de
reprogramacion se introduce de forma continua (por ejemplo, en el medio de cultivo), y la composicion de los
factores de reprogramacion proteicos codificados por la mezcla de ARNm se varia a lo largo del tiempo. En
realizaciones particulares, la dosis diaria total es de aproximadamente 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0,
1,1 o aproximadamente 1,2 microgramos de dicho ARN monocatenario.

En algunas realizaciones, la presente invencidon proporciona composiciones o sistemas que comprenden: a) un
tampon u otra solucién acuosa; y b) moléculas de ARN codificantes de al menos una proteina, en las que: i) dicha al
menos una proteina es un factor de reprogramacion; y/o ii) en las que dichas moléculas de ARN contienen al menos
una base modificada que reduce la activacion de una via de respuesta inmune innata en una célula, y en las que
dicha composicién esta libre de moléculas de ARN bicatenario a un nivel proporcionado mediante la purificacién por
HPLC, y en las que dicha composicion generaria una respuesta inmune mediada por el receptor 3 de tipo Toll
(TLR3) no detectable al introducirse o ponerse en contacto con o inyectarse en una célula o un sujeto humano o
animal.

Descripcion de las figuras

Las siguientes FIGURAS forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar mejor
ciertos aspectos de la presente invencion. La invencion puede entenderse mejor por referencia a una o mas de estas
FIGURAS en combinacién con la descripcion detallada de las realizaciones especificas presentadas en el presente
documento.

La FIG. 1 es un diagrama esquematico que representa la construccion, hibridacion y digestion con RNasa Il de
un sustrato de ARN que comprende una region de ARN bicatenario de 1.671 pb flanqueada por colas de ARN
monocatenario 3'-terminales de 255 bases y 136 bases. Como se muestra en la FIG. 1, cabria esperar que la
digestion correcta de este sustrato de ARN mediante una endoRNasa especifica del ARN bicatenario, tal como
RNasa lll, produjera una digestiéon completa de la parte de ARN bicatenario central de 1.671 pb, dejando intactas
las colas de ARN monocatenario de 136 bases y 255 bases.

La FIG. 2 muestra que la capacidad de RNasa Ill para digerir ARN bicatenario mientras se mantiene la integridad
del ARN monocatenario varia en funcion de la concentraciéon de cationes de magnesio divalentes en la reaccion.
El gel de electroforesis representa la digestion de un microgramo del sustrato de ARN que se muestra en la FIG.
1 por RNasa Ill a una concentracién de 20 nM en una mezcla de reacciéon que contiene Tris-acetato 33 mM, pH
8, acetato de potasio 200 mM vy diferentes concentraciones de acetato de magnesio (Mg(OAc),). Carril M)
marcadores millennium de ARN (0,5 kb, 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3; 4; 5; 6; 9 kb); Carril 1): sin control de RNasa Il con
el sustrato de ARN intacto; Carriles 2)-15): RNasa Il + Mg(OAc), a: 2) 0 mM; 3) 0,1 mM; 4) 0,25 mM; 5) 0,5 mM;
6) 1 mM; 7) 2 mM; 8) 3 mM; 9) 4 mM; 10) 5 mM; 11) 6 mM; 12) 7 mM; 13) 8 mM; 14) 9 mM; y 15) 10 mM.

La FIG. 3 muestra que la digestion de diferentes cantidades de partida de ARN bicatenario de Luc2 por RNasa
lll, detectada en transferencias de puntos usando el anticuerpo monoclonal especifico del ARN bicatenario J2,
varia con la [Mg?*] usada para el tratamiento con RNasa Ill. Fila: 1) Poli I:C; 2) ARN bicatenario de LIN28; 3) ARN
bicatenario de Luc2 menos RNasa Ill mas Mg(OAc). 1,0 mM; Columnas: 4)-17) representan ARN bicatenario de
Luc2 mas RNasa Il mas Mg(OAc), a: 4) 0 mM; 5) 0,1 mM; 6) 0,25 mM; 7) 0,5 mM; 8) 1 mM; 9) 2 mM; 10) 3 mM;
11) 4 mM; 12) 5 mM; 13) 6 mM; 14) 7 mM; 15) 8 mM; 16) 9 mM; 17) 10 mM; Fila: 18) ARN bicatenario de cMYC
mas RNasa Ill mas Mg(OAc), 1 mM.

La FIG. 4 muestra que la digestion de diferentes cantidades de partida de ARN bicatenario de Luc2 por RNasa
lll, detectada en transferencias de puntos usando el anticuerpo monoclonal especifico del ARN bicatenario K1,
también varia con la [Mg?*] usada para el tratamiento con RNasa llI. Fila: 1) Poli I:C; 2) ARN bicatenario de
LIN28; 3) ARN bicatenario de Luc2 menos RNasa Ill mas Mg(OAc). 1,0 mM; Columnas: 4)-17) representan ARN
bicatenario de Luc2 mas RNasa Il mas Mg(OAc); a: 4) 0 mM; 5) 0,1 mM; 6) 0,25 mM; 7) 0,5 mM; 8) 1 mM; 9) 2
mM; 10) 3 mM; 11) 4 mM; 12) 5 mM; 13) 6 mM; 14) 7 mM; 15) 8 mM; 16) 9 mM; 17) 10 mM; y Fila: 18) ARN
bicatenario de cMYC mas RNasa Il mas Mg(OAc), 1 mM.

La FIG. 5 muestra que el tratamiento con RNasa Ill puede digerir eficazmente ARN bicatenario sin afectar a la
integridad del ARN monocatenario pequefio (255 nt y 156 nt) ni grande (955 nt) presente en la misma
composicion. El gel de electroforesis muestra la digestion con RNasa Ill de una mezcla del sustrato de ARN que
comprende una regién de ARN bicatenario de 1.671 pb y colas de ARN monocatenario de 255 bases y 136
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bases, y un sustrato de ARN monocatenario de 955 nucleétidos en presencia de diferentes concentraciones de
Mg(OAc),.Carriles M) marcadores millennium de ARN (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3; 4; 5; 6; 9 kb); Carriles 1)-13)
RNasa Il en presencia de Mg(OAc); a: 1) 0 mM; 2) 0,1 mM; 3) 0,25 mM; 4) 1 mM; 5) 2 mM; 6) 3 mM; 7) 4 mM; 8)
5 mM; 9) 6 mM; 10) 7 mM; 11) 8 mM; 12) 9 mM; y 13) 10 mM.

La FIG. 6 muestra un analisis realizado sobre los efectos de diferentes concentraciones de Mg(OAc), sobre la
plenitud de la digestion del ARN bicatenario y la integridad del ARN monocatenario cuando se realizé el
tratamiento con RNasa lll usando glutamato de potasio 200 mM como una sal monovalente. Se trata de un
ejemplo de un tipo de analisis que también se realizé con otras sales monovalentes.El gel de electroforesis
muestra la digestion con RNasa Ill de una mezcla del sustrato de ARN que comprende una region de ARN
bicatenario de 1.671 pb y colas de ARN monocatenario de 255 bases y 136 bases, y un sustrato de ARN
monocatenario de 955 nucledtidos en presencia de diferentes concentraciones de Mg(OAc),. Carril M)
marcadores millennium de ARN (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3; 4; 5; 6; 9 kb); Carril 1) control sin RNasa Ill con tampdén
patron de Tris-OAc a pH 8 + sal KOAc; Carril 2) RNasa lll en tampon patrén de Tris-OAc a pH 8 + Mg(OAc), 1
mM + sal KOAc; Carriles 3)-16) RNasa Ill en tampdén patrén de Tris-OAc a pH 8 + sal de glutamato de K 200 mM
en presencia de Mg(OAc); a: 3) 0 mM; 4) 0,1 mM; 5) 0,25 mM; 6) 0,5 mM; 7) 1 mM; 8) 2 mM; 9) 3 mM; 10) 4 mM;
11) 5 mM; 12) 6 mM; 13) 7 mM; 14) 8 mM; 15) 9 mM; y 16) 10 mM.

La FIG. 7 muestra la actividad de RNasa lll en una mezcla de sustratos tanto de ARN bicatenario como de ARN
monocatenario en presencia de Mg(OAc)21 mM vy diferentes concentraciones de glutamato de potasio como sal
monovalente. Carril M) marcadores millennium de ARN (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3; 4; 5; 6; 9 kb); Carril 1) RNasa Il
20 nM en tampon patron de Tris-OAc a pH 8 + Mg(OAc); 1 mM + sal KOAc 200 mM; Carril 2) control sin RNasa
[ll con tampdn patron de Tris-OAc a pH 8 + Mg(OAc), 1 mM + sal KOAc 200 mM; Carriles 3)-9) RNasa Il en
tampon patrén de Tris-OAc a pH 8 + Mg(OAc)2 1 mM + sal de glutamato de K a: 3) 0 mM; 4) 50 mM; 5) 100 mM;
6) 150 mM; 7) 200 mM; 8) 250 mM; y 9) 300 mM.

La FIG. 8 muestra la actividad de RNasa lll en reacciones separadas que contienen bien un sustrato de ARN
bicatenario (carriles 1-8) o un sustrato de ARN monocatenario (carriles 10-17) en presencia de Mg(OAc)1 mM y
diferentes concentraciones de sal de acetato de potasio (KOAc). Carriles M) y 9) marcadores millennium de ARN
(0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3; 4; 5; 6; 9 kb); Carril 1) sustrato de ARN bicatenario en control sin RNasa Ill en tampon
patron de Tris-OAc a pH 8 + Mg(OAc), 1 mM + sal KOAc 200 mM; Carriles 2)-8) sustrato de ARN bicatenario +
RNasa Ill en tampén patron de Tris-OAc a pH 8 + Mg(OAc), 1 mM + sal KOAc a: 2) 0 mM; 3) 50 mM; 4) 100 mM;
5) 150 mM; 6) 200 mM; 7) 250 mM; y 8) 300 mM; Carril 10) sustrato de ARN monocatenario en control sin RNasa
[ll en tampon patron de Tris-OAc a pH 8 + Mg(OAc),; 1 mM + sal KOAc 200 mM; Carriles 11)-17) sustrato de ARN
monocatenario + RNasa Il en tampdn patron de Tris-OAc a pH 8 + Mg(OAc)2, 1 mM + sal KOAc a: 11) 0 mM; 12)
50 mM; 13) 100 mM; 14) 150 mM; 15) 200 mM; 16) 250 mM; y 17) 300 mM.

La FIG. 9 muestra la plenitud de la digestion de un sustrato de ARN bicatenario mediante tratamiento con RNasa
[l en una mezcla de reaccion que consiste en RNasa 11l 20 nM en tampdn de Tris-OAc 33 mM, pH 8, con KOAc
200 mM como sal monovalente y Mg(OAc), 1 mM durante 10 minutos a 37 °C, cuando la cantidad de ARN
bicatenario varié de 1 microgramo a 20 microgramos. Carril M) marcadores millennium de ARN (0,5; 1,0; 1,5; 2,0;
2,5; 3; 4; 5; 6; 9 kb); Carril 1) 1 microgramo de sustrato de ARN bicatenario en el control sin RNasa Ill en tampdn
patron de Tris-OAc a pH 8 + Mg(OAc), 1 mM + sal KOAc 200 mM; Carriles 2)-8) +RNasa lll y ARN bicatenario a:
2) 1 microgramo; 3) 2 microgramos; 4) 4 microgramos; 5) 8 microgramos; 6) 12 microgramos; 7) 16 microgramos;
y 8) 20 microgramos.

La FIG. 10 muestra que el ARNm de luciferasa de luciérnaga sometido al tratamiento con RNasa Il en presencia
de Mg(OAc), 2 mM durante 30 minutos presentd niveles de traduccién in vivo varios veces mayores al
transfectarse en fibroblastos BJ en comparaciéon con el mismo ARNm sometido al tratamiento con RNasa Il en
presencia de Mg(OAc); 10 mM durante 30 minutos. Tras el tratamiento con RNasa lll, se limpié el ARNm de
luciferasa de luciérnaga usando el procedimiento de limpieza rapida de ARN descrito en el presente documento,
y se transfectd a fibroblastos BJ en pocillos por triplicado. 18 horas después de la transfeccion, las células se
lisaron y se analizaron para determinar la cantidad de actividad de luciferasa producida. La cantidad de actividad
de luciferasa (medida en unidades de luz relativa, ULR) se promedié para los ensayos duplicados de las
muestras por triplicado (n = 6), y se normalizé6 por la cantidad de proteina del lisado celular.

La FIG. 11 muestra una imagen de contraste de fase de una colonia de iPSC reprogramada en el EJEMPLO 11 a
partir de un fibroblasto BJ humano sin el uso de una capa alimentadora y sin el uso de proteina B18R ni
cualquier otro inhibidor o agente que reduzca la expresion de una via de respuesta inmune innata. Se muestra la
colonia de iPSC de dentro de una capa confluente de fibroblastos BJ tras 18 dias de la transfeccién con factores
de induccién de iPSC de ARNm codificantes de: las proteinas OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC(T58A).

La FIG. 12 muestra un ejemplo de células iPS candidatas tefiidas con fosfatasa alcalina generadas a partir de
fibroblastos BJ humanos usando un procedimiento de la invencién en el que los fibroblastos BJ se transfectaron
y cultivaron en pocillos sin alimentadoras recubiertos con una matriz MATRIGEL™ GFR en un medio que
comprendia: A) el medio de reprogramacion sin alimentadoras del EJEMPLO 11 de la presente invencion sin
proteina LIF o inhibidores de molécula pequefia de TGFB o MEK; B) el medio de reprogramacion sin
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alimentadoras del EJEMPLO 11 de la presente invencion con proteina LIF y los inhibidores de molécula
pequefia, inhibidor de TGFR SB431542 e inhibidor de MEK PD0325901; y C) un medio de reprogramacion
comercial PLURITON™ sin adicion adicional de LIF ni ningun inhibidor de molécula pequefia. Los ejemplos de
colonias de tincidon positiva se indican con las flechas. (Nota: en experimentos posteriores, los presentes
inventores descubrieron que el procedimiento de reprogramacion de células que presentan un primer estado
diferenciado o fenotipo que comprenden fibroblastos humanos a células que presentan un segundo estado
diferenciado o fenotipo que comprenden iPSC podria realizarse en ausencia de células alimentadoras (es decir,
reprogramacion sin alimentadoras) si el procedimiento comprende ademas la etapa de afiadir un inhibidor de
molécula pequefia de TGFB y/o un inhibidor de molécula pequefia de MEK (por ejemplo, inhibidor de TGFf
SB431542 e inhibidor de MEK PD0325901) al medio durante las etapas de dicha introduccién repetida o continua
de la composicién de ARN que comprende ARN monocatenario o ARNm codificante de los factores de
reprogramacion (por ejemplo, factores de reprogramacion de iPSC); en estas realizaciones, no fue necesario
afiadir proteina LIF.

La FIG. 13 muestra que las células que se originaron a partir de una colonia de iPSC que se reprogramaron en el
EJEMPLO 11 a partir de fibroblastos BJ humanos en ausencia de células alimentadoras se tifieron positivamente
para los marcadores de pluripotencia OCT4, NANOG, SSEA4, SOX2 y TRA-1-60. En esta realizacion, se
indujeron células iPSC en ausencia de células alimentadoras, pero el ARNm codificante de la proteina B18R
también se transfectd a los fibroblastos BJ al mismo tiempo que los ARNm del factor de reprogramacion de iPSC.

La FIG. 14 muestra que el tratamiento con RNasa Il del ARN reduce en gran medida los niveles de ARN
bicatenario detectables por el anticuerpo JS. Todos los ARN mostrados se crearon usando wTP en lugar de UTP.

La FIG. 15 muestra que los fibroblastos BJ transfectados durante 18 dias seguidos con factores de
reprogramacion de ARNm expresaron el marcador de células madre Tra-1-60. Los fibroblastos BJ se
transfectaron con la proporcion molar de cinco factores (5F) 3:1:1:1:1 de 5SmC/yTP tratado con RNasa Il (OCT4,
SOX2, KLF4, LIN28 y c-MYC o c-MYC (T58A)) a una dosis total de 1,2 yg de ARNm por transfeccion durante 18
dias. En algunos de los tratamientos, se us6 B18R a 200 ng/ml.

La FIG. 16 muestra que las colonias de iPSC reprogramadas a partir de fibroblastos BJ humanos usando
factores de reprogramacion de ARNm muestran una expresion estable marcadores de células madre. Las
colonias de iPSC se recogieron manualmente y se pasaron cinco veces sobre capas de alimentacion Nuff en
medios de iPSC que contenian 100 ng/nl de hFGF2. Las colonias de iPSC se fijaron y se procesaron para
determinar la inmunofluorescencia con anticuerpos que reconocen los marcadores de células madre OCT4,
SOX2 y NANOG.

La FIG. 17 A-C muestra que las colonias clénicas de iPSC generadas mediante la reprogramacion de
fibroblastos BJ humanos a células iPS usando factores de reprogramacion de ARNm codificantes de los factores
de induccion de iPSC que se seleccionaron y clonaron se diferenciaron en las tres capas germinales. Las
colonias de iPSC se pasaron 7 veces y se dejo que se diferenciaran en un protocolo de diferenciacion
espontanea de cuerpos embrioides. Las células diferenciadas expresaron marcadores de endodermo (AFP y
SOX17), mesodermo (SMA y Desmin) y ectodermo (beta-tubulina de clase lll, también conocido como BllI-
tubulina) tras fijarse y procesarse para determinar la inmunofluorescencia con anticuerpos que reconocieron esos
marcadores. La Figura 17A muestra los resultados del clon 2, la Figura 17B muestra los resultados del clon 3 y la
Figura 17C muestra los resultados del clon 4.

La FIG. 18 muestra que las colonias de iPSC que se obtuvieron mediante la reprogramacion de fibroblastos BJ
humanos a células iPS usando factores de reprogramacion de ARNm codificantes de los factores de induccion
de iPSC se tineron con fosfatasa alcalina, un marcador de células madre embrionarias cominmente usado
(Takahashi y Yamanaka, 2006).

La FIG. 19 muestra que el ARNm codificante de L-MYC puede sustituir a c-MYC para la reprogramacién de
fibroblastos BJ humanos a células iPSC. Los fibroblastos BJ se transfectaron con ARNm de W tratado con
RNasa Ill, o ARNm de W y m5C codificante de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y L-MYC durante 17 dias.

La FIG. 20 muestra ejemplos de colonias de iPSC generadas a partir de fibroblastos BJ después de 17
transfecciones diarias con ARNm de W tratado con RNasa lll, 0o ARNm de W y de m5C codificante de OCT4,
SOX2, KLF4, LIN28 y L-MYC durante 17 dias. Los ejemplos de las colonias de iPSC observadas el dia 17 se
muestran a 10 aumentos (las 6 imagenes superiores con barras de escala) y a 4 aumentos (las 6 imagenes
inferiores con barras de escala).

La FIG. 21 muestra imagenes de iPSC generadas a partir de fibroblastos BJ en células alimentadoras. La Figura
21B muestra una amplificacion mayor de una colonia de iPSC mas pequefa y la mayor parte de su borde. La
colonia de iPSC se tifie positivamente tanto para TRA-1-60 (antigeno relacionado con el tumor 1-60) como para
OCT4. Muchas de las células circundantes también son positivas para OCT4. Las imagenes se tomaron 10 dias
después de la ultima transfeccion de los factores de reprogramacion de ARNm, y muestran 10 aumentos.

La FIG. 22 muestra una colonia de iPSC rodeada de fibroblastos que expresa Tra-1-60. La Figura 22A muestra 4
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aumentos, la Figura 22B muestra 10 aumentos y la Figura 22C muestra 20 aumentos.

La FIG. 23 muestra imagenes de iPSC inmunotefiidas generadas a partir de fibroblastos BJ. La Figura 23A
muestra la tincion de OCT4 y la Figura 23B muestra la tincion de TRA-1-60. La Figura 23C muestra 20 aumentos
de un borde de una colonia y muestra una expresion de LIN28 de alto nivel. La Figura 23D muestra la expresion
de LIN28. Se observa que el ARNm de LIN28 se transfectd, pero habian transcurrido 10 dias, por lo que esto
pareceria mostrar expresion endogena. La Figura 23E muestra la expresion de SSEA4, un importante marcador
de iPSC. La Figura 23F muestra la expresion de NANOG vy la Figura 23G muestra la expresion de SSEA4. La
Figura 23H muestra un segundo ejemplo usando una pequefia colonia en 20 aumentos. La Figura 23| muestra la
expresion de NANOG vy la Figura 23J muestra la expresion de SSEA4.

La FIG. 24 muestra los cambios morfolégicos observados en fibroblastos BJ en transicién a las iPSC.
Aproximadamente el dia 9, se observd un cambio en la morfologia de los fibroblastos BJ a medida que los
fibroblastos BJ de crecimiento lento se transformaban en células epiteliales de division rapida.

La FIG. 25 muestra colonias de iPSC que aparecen en el dia 16. La Figura 25A muestra las primeras colonias de
iPSC que aparecen el dia 16 en el pocillo sin proteina B18R. La Figura 25B muestra las primeras colonias que
aparecen el dia 16 en el pocillo con la proteina B18R.

La FIG. 26 muestra la inmunotincién de iPSC un mes después de la primera aparicion de colonias de iPSC. La
Figura 26A muestra la tincion para NANOG, SSEA4 y TRA-1-81, y la Figura 26B muestra la tincion para TRA-1-
60, OCT4, SSEA4 y DNMT3B.

La FIG. 27 muestra que las iPSC inducidas por ARNm modificados con y, con cola de poli(A) de 150 bases,
protegidos con caperuza cap1 5, tratados con RNasa Ill codificantes de una mezcla a 3:1:1:1:1:1 de OCT4,
SOX2, KLF4, LIN28, NANOG y cMYC son pluripotentes segun la capacidad de diferenciarse en células de las 3
capas germinales. La Figura 27A muestra TUJ1 (células de ectodermo) con un 4 aumentos, la Figura 27B
muestra TUJ1 con 20 aumentos, la Figura 27C muestra 20 aumentos de GFAP (ectodermo), la Figura 27D
muestra 4 aumentos de NFL (ectodermo), la Figura 27E muestra 10 aumentos de NFL, la Figura 27E muestra 10
aumentos de la actina de musculo liso alfa SMA (mesodermo), la figura 27G muestra 20 aumentos de las células
musculares de Desmin (mesodermo), la Figura 27H muestra 20 aumentos de SOX17 (endodermo), la Figura 271
muestra 10 aumentos de AFP (endodermo) y la Figura 27J muestra 10 aumentos de AFP.

La FIG. 28 muestra colonias positivas en fosfatasa alcalina generadas a partir de fibroblastos BJ transfectados
diariamente durante 18 dias con 1,2 microgramos de una proporcion molar de 3:1:1:1:1 de ARNm modificados
con pseudouridina, purificados por HPLC o tratados con RNasa Il codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y
cMYC(T58A) usando el reactivo de transfeccion de ARNm TRANSIT™, con o sin tratamiento previo con proteina
B18R. Se transfectaron fibroblastos BJ sobre células alimentadoras diariamente durante 18 dias, bien en
presencia o en ausencia de proteina B18R, con 1,2 microgramos/pocillo/dia de una proporcion molar de 3:1:1:1:1
de ARNm monocatenarios modificados con y codificantes de, respectivamente, OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y
cMYC(T58) usando el reactivo de transfeccion de ARNm TransIT™ (Mirus Bio). Para preparar los ARNm
modificados con y sustancialmente libres de ARN bicatenario, los ARNm modificados con y bien se purificaron
mediante HPLC o se trataron con RNasa lll antes de usarlos para la reprogramacion. El dia 20, las placas que
contenian colonias de iPSC se fijaron con paraformaldehido al 4 % y se tifieron para detectar colonias positivas
para fosfatasa alcalina, lo que es indicativo de colonias de iPSC. Placa A: purificacion mediante HPLC, sin
proteina B18R; Placa B: purificaciéon mediante HPLC, + proteina B18R; Placa C: tratamiento con RNasa lll, sin
proteina B18R; Placa D: tratamiento con RNasa lll, + proteina B18R. No se encontraron colonias positivas para
la fosfatasa alcalina en las placas de las células que se transfectaron con los ARNm modificados con y que no
se habian purificado mediante HPLC ni tratado con RNasa lll.

La FIG. 29 muestra un ejemplo de un pocillo con "demasiadas colonias que contar". Las colonias emergentes
son las células densamente empaquetadas y de rapida division con una morfologia epitelial. Ya no tienen la
morfologia larga y delgada de los fibroblastos BJ, y no se pueden ver las células alimentadoras debajo de la capa
de células que forma las colonias confluentes. Basicamente, este pocillo entero de células se esta
reprogramando hasta cierto punto, pero no todas las células completaran el proceso y formaran una colonia de
iPSC. La Figura 29A muestra dos imagenes, mostrando la imagen superior 4 aumentos y mostrando la imagen
inferior la misma imagen con colonias mas evidentes. La Figura 29B muestra dos imagenes, mostrando la
imagen superior una sola colonia sobre un fondo de fibroblastos, y mostrando la imagen inferior desde el borde
de un determinado pocillo colonias blancas redondeadas con células de fondo oscuro.

La FIG. 30 muestra un ejemplo de un pocillo con induccion eficaz de colonias de iPSC a partir de fibroblastos BJ
transfectados con ARNm modificados con pseudouridina codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC
(T58A), en el que las células se trataron previamente con proteina B18R antes de las transfecciones.

La FIG. 31 muestra un ejemplo de un pocillo con induccion eficaz de colonias de iPSC a partir de fibroblastos BJ
transfectados diariamente durante 18 dias con hasta 1,4 microgramos de una proporcién molar de 3:1:1:1:1 de
ARNmM no modificados codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC (T58A), con y sin pretratamiento de
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las células con la proteina B18R antes de las transfecciones. (A) 1,4 microgramos de la mezcla de
reprogramacion de ARNm por pocillo al dia produjeron la muerte de muchas células, incluyendo las células
alimentadoras de alrededor de esta colonia de iPSC, pero algunas colonias de iPSC sobrevivieron y se
propagaron. (B) Un microgramo de mezcla de reprogramacion de ARNm no modificado por pocillo y por dia
produjo menos toxicidad y generacion de mas células iPS en el dia 18. (C) La adicion de proteina B18R al medio
durante la reprogramacion dio lugar a un pocillo confluyente de colonias de iPSC - mas de las que podian
contarse - y las colonias de iPSC de este pocillo conservaron la morfologia y las velocidades de crecimiento
esperadas para las iPSC mientras se propagaban de manera continua durante mas de dos meses.

La FIG. 32 muestra imagenes de contraste de fases e iPSC inmunotefiidas tanto vivas como fijas generadas a
partir de fibroblastos BJ usando ARNm no modificados tratados con RNasa lll codificantes de los factores de
induccion de iPSC OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC(T58A). La Figura 32A muestra una fase a 10 aumentos y
la expresion de OCT4 y TRA-1-60. La Figura 32B muestra la expresion de NANOG, TRA-1-81, una fase a 10
aumentos y la expresion de SSEA4.

La FIG. 33 muestra imagenes de contraste de fase e iPSC inmunotefiidas fijas generadas a partir de fibroblastos
BJ usando ARNm modificados con y y purificados mediante HPLC codificantes de los factores de induccion de
iPSC OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC(T58A). La Figura 33A muestra fase a 4 aumentos, fase a 10 aumentos,
OCT4 a 10 aumentos y TRA1-60 a 10 aumentos. La Figura 33B muestra fase a 4 aumentos, fase a 10 aumentos,
SOX2 a 10 aumentos, TRA1-80 a 10 aumentos, fase a 10 aumentos y NANOG a 10 aumentos.

La FIG. 34 muestra una comparacion del ensayo de expresion génica gPCR de niveles de GAPDH obtenidos a
partir del ARN celular total aislado a partir de colonias de iPSC generadas con ARN celular total aislado de
fibroblastos BJ. GAPDH es un gen constitutivo, comparable en expresion tanto en células iPSC como en
fibroblastos BJ. Los niveles de expresion del gen GAPDH se midieron segun sus valores de umbral de ciclo (CT),
el numero de ciclos de la PCR en el que la fluorescencia del indicador es superior al umbral y produce el primer
aumento claramente detectable de fluorescencia sobre la variabilidad de fondo o basal. Todas las trazas cruzan
el umbral (linea base) con el mismo valor CT.

La FIG. 35 muestra una comparacion del ensayo de expresion génica gPCR de CRIPTO (TDGF1), un factor de
crecimiento derivado del teratocarcinoma y factor de pluripotencia conocido, obtenido a partir de ARN celular
aislado de colonias de iPSC generadas y ARN celular aislado de fibroblastos BJ. Los niveles de expresion del
gen CRIPTO se midieron segun sus valores CT respectivos. El delta CT o cambio en la expresion es de 9,2
ciclos, que es un aumento de 588 veces en la expresion de las colonias de iPSC en reprogramacion frente a los
fibroblastos BJ.

La FIG. 36 muestra una comparacion del ensayo de expresion génica qPCR de NANOG, un factor de
pluripotencia implicado en la diferenciacion celular, la proliferacion, el desarrollo embrionario, el mantenimiento
de células madre somaticas, obtenido a partir de ARN celular aislado de colonias de iPSC generadas y ARN
celular aislado de fibroblastos BJ. Los niveles de expresion del gen NANOG se midieron segun sus valores CT
respectivos. Delta CT de 7,5 ciclos representa un aumento de 181 veces en la expresion de las colonias de iPSC
reprogramadas frente a los fibroblastos BJ.

La FIG. 37 muestra una comparacion del ensayo de expresion génica gq°PCR de GBX2, un factor de transcripcion
de la unién al ADN implicado en una serie de procesos de desarrollo y factor de pluripotencia conocido, obtenido
a partir de ARN celular aislado de colonias de iPSC generadas y ARN celular aislado de fibroblastos BJ. Los
niveles de expresion del gen GBX2 se midieron segun sus valores CT respectivos. Delta CT de 4,6 ciclos
representa un aumento de 24 veces en la expresion de las colonias de iPSC reprogramadas frente a los
fibroblastos BJ.

La FIG. 38 muestra imagenes de iPSC KPSMO3S (1:1:1:3:1) tratadas con RNasa Ill y modificadas con
pseudouridina con 5 factores.

La FIG. 39 muestra imagenes de iPSC Ks3LMO3S (3:1:1:3:1) tratadas con RNasa Ill y modificadas con
pseudouridina con 5 factores.

La Fig. 40 muestra colonias positivas para la fosfatasa alcalina generadas a partir de fibroblastos BJ
transfectados con ARNm tratados con RNasa Il codificantes de KLMO3S (1:1:1:3:1) (FIG. 40 A) y ARNm
codificantes de KsLMO3S (3:1:1:3:1) (FIG. 40 B).

La FIG. 41 muestra colonias positivas para la fosfatasa alcalina generadas a partir de fibroblastos BJ
transfectados con ARNm no modificados tratados con RNasa Il codificantes de KMOS, KLMOS y KLMNOS.

La FIG. 42 muestra colonias positivas apara fosfatasa alcalina generadas a partir de fibroblastos BJ
transfectados con ARNm Cap0 modificados con pseudouridina y tratados con RNasa Il codificantes de KLMOS y
KLMOS + B18R.

La FIG. 43 muestra colonias positivas para la fosfatasa alcalina generadas a partir de fibroblastos BJ
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transfectados con ARNm Cap1 modificados con pseudouridina y tratados con RNasa Il codificantes de KLMOS y
KLMOS + B18R en la FIG. 43 A; ARNm protegidos con caperuza ARCA modificados con pseudouridina y
tratados con RNasa Il codificantes de KLMOS y KLMOS + B18R en la FIG. 43 B; ARNm protegidos con
caperuza 5-metilcitidina ARCA modificados con pseudouridina y tratados con APex fosfatasa codificantes de
KLMOS y KLMOS + B18R en la FIG. 43C.

LaFIG. 44 A muestra colonias positivas para la fosfatasa alcalina generadas a partir de fibroblastos BJ
transfectados con ARNm KLMrsgaOS (con estequiometria 1:1:1:3:1 convencional) que tienen multiples grados de
varianza. La FIG. 44 A muestra los pocillos 1-6, que presentan lo siguiente: Pocillo 1 - ARNm protegidos con
caperuza ARCA,; Pocillo 2 - ARNm protegidos con caperuza ARCA vy tratados con APex fosfatasa; Pocillo 3 -
ARNm protegidos con caperuza ARCA y tratados con APex fosfatasa + proteina B18R; Pocillo 4 - ARNm
protegidos con caperuza ARCA y tratados con RNasa Ill (concentracion del tampon de Mg*2 2 mM); Pocillo 5 -
ARNm protegidos con caperuza ARCA vy tratados con RNasa Il (concentracion del tampon de Mg*? 2 mM) y
tratados con APex fosfatasa; y Pocillo 6 - ARNm protegidos con caperuza ARCA y tratados con RNasa llI
(concentracion del tampén de Mg*? 2 mM) y tratados con APex fosfatasa + proteina B18R. La FIG. 44 B muestra
los pocillos 7-12, que presentan lo siguiente: Pocillo 7 - ARNm protegidos con caperuza ARCA y tratados con
RNasa lll (concentracion del tampon de Mg*? 2 mM)+ proteina B18R; Pocillo 8 - ARNm protegidos con caperuza
ARCA vy tratados con RNasa lll (concentracion del tampén de Mg*? 2 mM ) + proteina B18R (x 2); Pocillo 9 -
ARNmM que tienen una estructura Cap0; Pocillo 10 - ARNm que tienen una estructura Cap0 y tratados con RNasa
[l (concentracion del tampon de Mg*? 1 mM); Pocillo 11 - ARNm que tienen una estructura Cap0 y tratados con
RNasa Il (concentracion del tampon de Mg*? 2 mM); y Pocillo 12 - ARNm que tienen una estructura Cap0 y
tratados con RNasa lll (concentracién del tampon de Mg*? 1 mM)+ proteina B18R. La FIG. 44 C muestra los
pocillos 13-18, que presentan lo siguiente: Pocillo 13 - ARNm que tienen una estructura Cap0 y tratados con
RNasa Il (concentracion del tampon de Mg*? 2 mM)+ proteina B18R; Pocillo 14 - ARNm que tienen una
estructura Cap0 y tratados con RNasa Ill (concentracion del tampén de Mg*2 1 mM)+ proteina B18R (x 2); Pocillo
15 - ARNm que tienen una estructura Cap0 y tratados con RNasa Ill (concentracion del tampén de Mg*? 1 mM)+
proteina B18R (x 2); Pocillo 16 - ARNm que tienen una estructura Cap1; Pocillo 17 - ARNm que tienen una
estructura Cap1 y tratados con RNasa Il (concentracion del tampon de Mg*? 1 mM); y Pocillo 18 - ARNm que
tienen una estructura Cap1 y tratados con RNasa Ill (concentracion del tampon de Mg*2 2 mM). La FIG. 44 D
muestra los pocillos 19-24, que presentan lo siguiente: Pocillo 19 - ARNm que tienen una estructura Cap1 y
tratados con RNasa Ill (concentracion del tampdn de Mg*? 1 mM)+ proteina B18R; Pocillo 20 - ARNm que tienen
una estructura Cap1 y tratados con RNasa Il (concentracion del tampon de Mg*? 2 mM)+ proteina B18R; Pocillo
21 - ARNm que tienen una estructura Cap1 y tratados con RNasa Il (concentracién del tampon de Mg*? 1 mM)+
proteina B18R (x 2); Pocillo 22 - ARNm que tienen una estructura Cap1 y tratados con RNasa Il (concentracion
del tampdn de Mg*? 1 mM)+ proteina B18R (x 2); Pocillo 23 - ARNm que tienen una estructura Cap1 y tratados
con RNasa Il (concentracién del tampon de Mg*? 1 mM); y Pocillo 24 - ARNm que tienen una estructura Cap1y
tratados con RNasa Il (concentracion del tampén de Mg*2 2 mM).

La FIG. 45 muestra imagenes de células iPS reprogramadas libres de alimentadoras inmunotefidas generadas a
partir de fibroblastos BJ usando solo ARNm modificado con W codificante de los cinco factores de
reprogramacion, OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, y cMYC, y luego diferenciadas en cardiomiocitos. La FIG. 45A.
muestra células diferenciadas tefiidas para beta-tubulina de clase lll, troponina T cardiaca y sox17. La FIG. 45B
muestra que las células iPS se tifieron para marcadores de pluripotencia antes de la diferenciaciéon en
cardiomiocitos.

La FIG. 46 muestra imagenes de células iPS reprogramadas libres de alimentadoras inmunotefidas generadas a
partir de fibroblastos BJ usando ARNm no modificados o modificados con y, purificacién mediante HPLC o
tratamiento con RNasa Il codificantes de factores de induccion de iPS. Las células diferenciadas expresaron
marcadores que representan las 3 capas germinales de las células, incluyendo marcadores ectodérmicos, beta-
tubulina de clase Ill neuronal (TUJ1) (Fig. 46A), proteina acida fibrilar glial (GFAP) y cadena ligera de
neurofilamento (NF-L) (ambas Fig. 46B), los marcadores mesodérmicos, actina de musculo liso alfa (actina de
musculo liso a, a-SMA o SMA) y desmina, y los marcadores endodérmicos, factor de transcripcion SOX17 (Fig.
46C) y alfa-fetoproteina (AFP) (que se muestra en la Fig. 46C y D).

La FIG. 47 muestra imagenes de células iPS reprogramadas sin alimentadoras inmunotefiidas (11 pases)
generadas a partir de fibroblastos BJ que eran mezclas de ARNm tratadas con RNasa Il o purificadas por HPLC
que contenian el ARNm de cMyc T58A mas corto. Las iPSC se tifien positivamente para los marcadores que
representan las 3 capas germinales de las células. Se descubrié que las células expresaban el marcador
ectodérmico, beta-tubulina de clase Il neuronal (TUJ1), los marcadores mesodérmicos, actina de musculo liso
alfa (SMA) (todos mostrados en la Fig. 47A) y desmina (Fig. 47B), y los marcadores endodérmicos, factor de
transcripcion SOX17 (Fig. 47B) y alfa-fetoproteina (AFP) (Fig. 47C).

La FIG. 48 muestra imagenes de células iPS reprogramadas sin alimentadoras inmunotefiidas (4 pases)
generadas a partir de fibroblastos BJ que eran mezclas de ARNm tratadas con RNasa Il o purificadas por HPLC
que contenian el ARNm de cMyc T58A mas corto. Las iPSC se tifien positivamente para los marcadores que
representan las 3 capas germinales de las células. Se descubrié que las células expresaban el marcador
ectodérmico beta-tubulina de clase lll neuronal (TUJ1) (Fig. 48A), los marcadores mesodérmicos actina de
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musculo liso alfa (SMA) (Fig. 48B) y desmina (Fig. 48C), y los marcadores endodérmicos SOX17 (Fig. 48C).

La FIG. 49 muestra que la adicion de ciertas cantidades de ARN bicatenario inhibe la reprogramacion de células
madre mesenquimales de ratéon a mioblastos, aunque, en ausencia de ARN bicatenario, se indujeron mioblastos
a partir de las células madre mesenquimales después de solo dos transfecciones diarias con ARNm codificante
de la proteina MYOD. Esto demuestra la importancia de la induccién de los sensores de ARN y las vias de
respuesta inmune innata por parte del ARN bicatenario, y la importancia de purificar el ARNm mediante
procedimientos cromatograficos, electroforéticos u otros procedimientos de separacion de columnas o geles, o el
tratamiento de la composicion de ARN, o del ARN monocatenario o ARNm que la componen, usando el
procedimiento de tratamiento con RNasa Il desvelado en el presente documento. A) Células madre
mesenquimales C3H10T1/2 sin tratar (contraste de fase). B) Células C3H10T1/2 sin tratar (Cadena pesada de
miosina, MHC en rojo). C) Transfectadas simuladas (contraste de fase). D) Transfectadas simuladas (MHC). E)
ARNm de MYOD a 0,5 pg/ml (contraste de fase). F) ARNm de MYOD a 0,5 pg/ml (MHC). G) ARNm de MYOD a
0,5 pg/ml + ARN bicatenario de luc2 a 0,1 pg/ml (contraste de fase). H) ARNm de MYOD a 0,5 pg/ml + ARN
bicatenario de luc2 a 0,1 yg/ml (MHC). I) ARNm de MYOD a 0,5 pg/ml + ARN bicatenario de luc2 a 0,01 pug/ml
(contraste de fase). J) ARNm de MYOD a 0,5 pg/ml + ARN bicatenario de luc2 a 0,01 ug/ml (MHC). K) ARNm de
MYOD a 0,5 pg/ml + ARN bicatenario de luc2 a 0,001 pg/ml (contraste de fase). L) ARNm de MYOD a 0,5 ug/ml
+ ARN bicatenario de luc2 a 0,001 ug/ml (MHC). M ARNm de MYOD a 0,5 yg/ml + ARN bicatenario de luc2 a
0,0001 pg/ml (contraste de fase). N) ARNm de MYOD a 0,5 ug/ml + ARN bicatenario de luc2 a 0,0001 pg/ml
(MHC). O) ARNm de MYOD a 0,5 yg/ml + ARN bicatenario de luc2 a 0,00001 pg/ml (contraste de fase). P)
ARNm de MYOD a 0,5 pg/ml + RN bicatenario de luc2 a 0,00001 pg/ml (MHC). Q ARNm de MYOD a 0,5 ug/ml +
ARN bicatenario de luc2 a 0,000001 ug/ml (contraste de fase). R) ARNm de MYOD a 0,5 yg/ml + ARN
bicatenario de luc2 a 0,000001 pg/ml (MHC).

La FIG. 50 muestra imagenes de contraste de fase a 10 aumentos de fibroblastos que fueron transfectados bien
con ARNm de y codificantes de solo las proteinas A y N (arriba) o ARNm de y codificantes de proteinas AMNP
(abajo). La Figura 50A muestra la fase a 10 aumentos de fibroblastos transfectados de forma simulada con
IMR90 con morfologia celular original. La Figura 50B muestra la fase a 10 aumentos de células transfectadas con
ARNmM modificados con y y tratados con RNasa Il codificantes de AMNP con morfologia neuronal.

La FIG. 51 muestra una imagen de contraste de fase a 20 aumentos de la morfologia presentada por los
fibroblastos reprogramados el dia 7 (parte superior; 51A). En este caso, la imagen superior muestra los
fibroblastos que fueron transfectados con ARNm modificados con y codificantes de proteinas AMNP, y la imagen
inferior (51B) muestra los fibroblastos que fueron transfectados con ARNm modificados con y codificantes solo
de las proteinas Ay N. Tras la fijacion, las células de la imagen superior se tifieron positivamente para la proteina
2 asociada con microtubulos (MAP2), un marcador pan-neuronal.

Definiciones

La presente invencion se entendera e interpretara basandose en los términos y en las expresiones que se definen a
continuacion.

Las expresiones "que comprende”, "que contiene”, "que tiene", "incluye" y "que incluye" se han de interpretar como
"incluyendo, pero sin limitacion", a menos que se indique lo contrario. Los términos "un", "una", "el" y "la", y los
referentes similares en el contexto de descripcion de la invencidon y, especificamente, en el contexto de las
reivindicaciones anexas, se han de interpretar como que cubren tanto el singular como el plural a menos que se
indique lo contrario. El uso de todos y cada uno de los ejemplos o expresiones ilustrativas ("por ejemplo”, "p. €j.",
"tal/les como") pretende meramente ilustrar aspectos o realizaciones de la invencion, y no se ha de interpretar como

limitante del ambito de la misma, a menos que se reivindique lo contrario.

Cuando se usa el término "aproximadamente" en el presente documento para describir un nimero o una cantidad, el
término se interpretara como el numero o la cantidad que se especifica mas o menos el 20 % de ese numero o
cantidad. Por ejemplo, las afirmaciones "de aproximadamente 1 mM a 4 mM" o "de aproximadamente 1 a 4 mM" se
interpretaran como "de 0,8 mM a 4,8 mM".

Con respecto al uso de la palabra “derivado/a”, tal como para un ARN (incluyendo el ARN monocatenario o el
ARNmM) o un polipéptido que "deriva" de una muestra, muestra biolégica, célula, tumor o similares, se entiende que el
ARN o el polipéptido estaban presentes en la muestra, muestra biolégica, célula, tumor o similares, o se obtuvo
usando el ARN de la muestra, muestra bioldgica, célula, tumor o similares mediante un procedimiento tal como una
reaccion de transcripcion in vitro o una reaccion de amplificacion de ARN, en el que el ARN o polipéptido es
codificado por o a partir de una copia de todas o de una parte de las moléculas de ARN o polipéptido de la muestra
original, muestra bioldgica, célula, tumor o similares. A modo de ejemplo, dicho ARN puede proceder de una
transcripcion in vitro o de una reaccion de amplificacion de ARN, con o sin clonacién de ADNc, en lugar de obtenerse
directamente de la muestra, muestra bioldgica, célula, tumor o similares, siempre que el ARN original usado para la
transcripcion in vitro o para una reaccion de amplificacion de ARN sea de la muestra, muestra bioldgica, célula,
tumor o similares. En la mayoria de las realizaciones de la presente invencion, un ARN monocatenario o ARNm que
se deriva de una muestra bioldgica, célula, tumor o similares se amplifica a partir de ARNm de la muestra bioldgica,
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célula, tumor o similar, usando una reaccion de amplificacion de ARN que comprende transcripcion in vitro, como se
describe en otra parte del presente documento.

Con respecto a las realizaciones de la presente invencion que se refieren a los procedimientos, las composiciones,
los sistemas y los kits para introducir una composicion de ARN que comprende ARN monocatenario o ARNm
sintetizado in vitro codificante de una o mas proteinas en una célula humana o animal (por ejemplo, de mamifero)
(por ejemplo, una célula que esta ex vivo en cultivo o in vivo en un tejido, érgano u organismo) para inducir un efecto
biolégico o bioquimico, las expresiones "efecto biolégico o bioquimico” o "efecto bioldgico" o "efecto bioquimico”
significan y se refieren en el presente documento a cualquier efecto en la célula en la que se introduce la
composicion de ARN o cualquier efecto en un tejido, 6rgano u organismo que contenga la célula en la que se
introduce la composicién de ARN, efecto que seria esperado o anticipado o entendido por un experto habitual en la
materia basandose en la informacién y el conocimiento en la técnica sobre la proteina codificada por dicho ARN
monocatenario o ARNm. Por ejemplo, en algunas realizaciones en las que el ARN comprende ARN monocatenario o
ARNm codificante de una proteina no mutada de tipo silvestre que tiene una funciéon conocida (por ejemplo, como
una enzima, factor de crecimiento, un receptor de superficie celular, por ejemplo, en una via de sefalizacion celular,
una citocina, una quimiocina como una molécula efectora en un mecanismo de respuesta inmune activa o innata), el
efecto bioldgico o bioquimico de dicha introduccién de dicha composicién de ARN en una célula que tiene un gen
mutante defectuoso o no funcional, en el que la propia proteina de la célula es defectuosa o no funcional en dicha
célula, seria que la composicién de ARN introducida pudiera sustituir o reemplazar o complementar a la proteina
defectuosa o no funcional de la célula, restableciendo asi el efecto bioldgico o bioquimico normal de la proteina de
tipo silvestre codificada por la composicion de ARN que comprende ARN monocatenario o ARNm. A modo de
ejemplo adicional, en algunas realizaciones en las que se introduce un ARNm codificante de eritropoyetina en una
célula de mamifero in vivo en un mamifero, un efecto biolégico o bioquimico es un aumento en la fraccion de
volumen de hematocrito o eritrocito (EVF), que refleja un aumento en el porcentaje en volumen (%) de glébulos rojos
en sangre de dicho mamifero. Por lo tanto, aunque la presente invencion proporciona una procedimiento para inducir
una amplia seleccion de efectos bioldgicos o bioquimicos, esos efectos bioldgicos o bioquimicos son predecibles, y
seran entendidos por los expertos en la materia basandose en la lectura de la descripcion de la presente invencion, y
por lo tanto, estan dentro del ambito y de la cobertura de la presente invencion.

El término "muestra" y la expresién "muestra bioldgica" se usan en su sentido mas amplio, y abarcan muestras o
especimenes obtenidos de cualquier fuente que contenga o pueda contener células eucariotas, incluyendo fuentes
bioldégicas y ambientales. Como se usa en el presente documento, el término “muestra” cuando se usa para referirse
a muestras biolégicas obtenidas a partir de organismos, incluye fluidos corporales (por ejemplo, sangre o saliva),
heces, biopsias, hisopos (por ejemplo, hisopos bucales), células aisladas, exudados y similares. Los organismos
incluyen animales y seres humanos. Sin embargo, estos ejemplos no deben interpretarse como limitantes de los
tipos de muestras u organismos que encuentran utilidad con la presente invencion. Ademas, para realizar
investigaciones o estudiar los resultados relacionados con el uso de un procedimiento o de una composicion de la
invencion, en algunas realizaciones, una “muestra” o “muestra biolégica” comprende células fijadas, células tratadas,
lisados celulares y similares. En algunas realizaciones, tales como realizaciones del procedimiento en las que el
ARNmM se administra a una célula de un organismo que tiene una enfermedad conocida o a una célula que presenta
un estado patoldgico o una patologia conocida, la "muestra" o "muestra bioldgica" también comprende bacterias o
virus.

Como se usa en el presente documento, el término "incubacién” y las variantes del mismo significan poner en
contacto uno o mas componentes de una reaccion con otro componente o componentes, en condiciones y durante
suficiente tiempo para que se forme un producto de reaccion deseado.

"In vitro" en el presente documento se refiere a un ambiente artificial y a procedimientos o reacciones que se
producen dentro de un ambiente artificial. Los ambientes in vitro pueden componerse, entre otros, aunque sin
limitacion, de procedimientos o reacciones que se producen en un tubo de ensayo. La expresion "in vivo" se refiere
al ambiente natural y a los procedimientos o las reacciones que se producen dentro de un ambiente natural (por
ejemplo, en una célula viva, o un ser humano o animal). "Ex vivo", en el presente documento, se refiere a
procedimientos o reacciones que tienen lugar dentro de una célula en cultivo.

Como se usa en el presente documento, un "nucledsido" se refiere a una molécula compuesta de una base de acido
nucleico (por ejemplo, las bases de acido nucleico candnicas: guanina (G), adenina (A), timina (T), uracilo (U) y
citosina (C)); o una base de acido nucleico modificada (por ejemplo, 5-metilcitosina (mS5C)), que se une
covalentemente a un azlcar pentosa (por ejemplo, ribosa o 2’-desoxirribosa). Un nucledsido también puede estar
modificado. Por ejemplo, la pseudouridina (abreviada con la letra griega psi o W ) es un nucledsido modificado
compuesto de ribosa que esta unido a un atomo de carbono de uracilo, mientras que el nucledsido canénico uridina
esta unido a un atomo de nitrégeno designado como la posicion 1 del uracilo. Un "nucleétido” o "mononucleétido” se
refiere a un nucledsido que esta fosforilado en uno o mas de los grupos hidroxilo del azicar pentosa. El nUmero de
grupos fosfato también puede estar indicado (por ejemplo, un "mononucleétido” se compone de un nucledsido que
esta fosforilado en uno de los grupos hidroxilo del azucar pentosa).

Se dice que las moléculas lineales de acido nucleico tienen un "terminal 5™ (extremo 5') y un "terminal 3™ (extremo
3"), porque, durante la sintesis (por ejemplo, por una ADN o ARN polimerasa [denominandose este ultimo
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procedimiento "transcripcion"]), los mononucledtidos se unen en una direccion a través de un enlace fosfodiéster
para producir oligonucleoétidos o polinucleétidos, de manera que un fosfato del atomo de carbono 5’ de una fraccion
de azucar del mononucleétido se une a un atomo de oxigeno en el atomo carbono 3' de la fraccién de azucar de su
mononucledtido vecino. Por lo tanto, un extremo de un oligonucleétido o polinucleétido monocatenario lineal, o un
extremo de una cadena de un acido nucleico bicatenario lineal (ARN o ADN) se denomina "extremo 5™ si su fosfato
5’ no esta unido o enlazado al atomo de oxigeno del atomo de carbono 3' de una fraccion de azdcar de un
mononucledtido, y se denomina "extremo 3" si su atomo de oxigeno 3' no esta unido a un fosfato 5’ que se une a
una fraccién de azlcar de un mononucleétido posterior. Un nucleétido terminal, como se usa en el presente
documento, es el nucledtido de la posicion final del extremo 3’ 0 5'.

Para lograr objetivos especificos, una base de acido nucleico, una fraccién de aziucar o un enlace internucleosidico
(o internucleotidico) de uno o mas de los nucledtidos del ARNm que se introduce en la célula eucariota en los
procedimientos de la invencién puede comprender una base modificada, una fraccion de azucar o un enlace
internucledsido. Por ejemplo, ademas de los otros nucledtidos modificados mencionados en otra parte del presente
documento para realizar los procedimientos de la presente invencién, uno o mas de los nucleétidos del ARNm
también pueden tener una base de acido nucleico modificada que comprenda o consista en: xantina; aliamino-
uracilo; aliamino-timidina; hipoxantina; 2-aminoadenina; 5-propinil-uracilo; 5-propinil-citosina; 4-tiouracilo; 6-
tioguanina; un aza o desaza uracilo; una aza o desaza timidina; una aza o desaza citosina; un aza o desaza
adenina; o una aza o desaza guanina; o una base de acido nucleico que se derivatiza con una fraccion de biotina,
una fraccion de digoxigenina, una fraccion fluorescente o quimioluminiscente, una fraccion de inactivacion o algunas
otras fracciones para lograr uno o mas fines especificos; y/o uno o mas de los nucleétidos del ARNm pueden tener
una fraccién de azucar, tal como, pero sin limitacion: 2’-fluoro-2’-desoxirribosa o 2-O-metil-ribosa, que proporciona
resistencia a algunas nucleasas; o 2'-amino-2'-desoxirribosa o 2'-azido-2'-desoxirribosa, que puede marcarse
mediante su reaccion con colorantes visibles, fluorescentes, fluorescentes infrarrojos u otros colorantes o productos
quimicos detectables que tengan una fraccion electrofila, fotorreactiva, alquinilica u otra fraccion quimica reactiva.

En algunas realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la invencién, uno o mas de los
nucleétidos del ARNm comprende un enlace internucleosidico modificado, tal como un enlace fosforotioato,
fosforoditioato, fosforoseleniato o fosforodiseleniato, que es resistente a algunas nucleasas, incluyendo en un
analogo de caperuza dinucleotidico tio-ARCA (Grudzien-Nogalska y col. 2007), que se usa en una reaccion IVT para
la proteccidon con caperuza durante la transcripcion del ARN o en la cola de poli(A) (por ejemplo, mediante la
incorporacion de un nucleétido que tiene el enlace fosforotioato, fosforoditioato, fosforoseleniato o fosforodiseleniato
modificado durante la IVT del ARN o, por ejemplo, mediante la incorporacion de ATP que contiene el enlace
fosforotioato, fosforoditioato, fosforoseleniato o fosforodiseleniato modificado en una cola de poli(A) en el ARN por
poliadenilaciéon usando una poli(A) polimerasa). La invencién no se limita a las bases de acidos nucleicos
modificadas, las fracciones de azucar o los enlaces internucleosidicos enumerados, que se presentan para mostrar
ejemplos que pueden usarse para un fin particular en un procedimiento.

Como se usa en el presente documento, un "acido nucleico” o un "polinucleétido” o un "oligonucledtido" es una
molécula de polimero que comprende una secuencia unida covalentemente o una serie de "mononucleésidos”,
también denominados "nucleésidos", en la que el la posicion 3’ del azicar pentosa de un nucledsido esta unida por
un enlace internucleosidico, tal como, pero sin limitacién, un enlace fosfodiéster, a la posicion 5’ del azlcar pentosa
del siguiente nucledsido (es decir, un enlace fosfodiéster 3' a 5'), y en el que los nucleétidos estan unidos en una
secuencia especifica; es decir, un orden lineal de nucleétidos. En algunas realizaciones, el oligonucleétido consiste
en o comprende ribonucledtidos ("ARN"). Un nucledsido unido a un grupo fosfato se conoce como "nucledétido”. El
nucledtido que esta enlazado a la posicion 5° del siguiente nucleétido en la serie se denomina "5 de" o "nucleétido
5™ y el nucleétido que esta enlazado a la posicion 3' del nucleétido 5’ se denomina "3’ de" o "nucleétido 3™. Los
términos "3’ de" y "5’ de" se usan en el presente documento con respecto a la presente invencién para referirse a la
posicion u orientacion de una secuencia de acido nucleico o elemento genético particular dentro de una cadena del
acido nucleico, polinucleétido u oligonucleétido que se esté mencionando en particular (tal como un promotor de
ARN polimerasa, codén de inicio, marco de lectura abierto o codén de parada en relacién con otras secuencias o
elementos genéticos dentro de una cadena de ADN; o un nucledtido de caperuza, region no traducida 5’ 0 3° (UTR 5’
o UTR 3’), secuencia de Kozak, codén de inicio, secuencia de codificacion, codén de parada o cola de poli-A en
relacion con otras secuencias dentro de una cadena de ARNm). Por lo tanto, aunque se cree que la sintesis de ARN
en sentido de 5 'a 3' durante la transcripcion avanza en sentido "corriente abajo", la secuencia promotora codificante
presentada por un promotor de ARN polimerasa se denomina en el presente documento 3' de la secuencia de molde
transcrita en la cadena del molde. Los expertos en la materia comprenderan estos términos en el contexto de la
quimica y estructura de los acidos nucleicos, en particular, en referencia a las posiciones 3’y 5' de las fracciones de
azucar de los nucleétidos de acido nucleico candnicos. A modo de ejemplo adicional, una primera secuencia que
esta "5’ de" una segunda secuencia significa que la primera secuencia se presenta en o cerca del extremo 5’ con
respecto a la segunda secuencia. Si una primera secuencia de acido nucleico esta 3’ de una segunda secuencia en
una cadena, el complemento de la primera secuencia estara 5' del complemento de la segunda secuencia en la
cadena complementaria.

Ademas, por varias razones, un acido nucleico o polinucleétido de la invencién puede comprender una o mas bases
de acido nucleico modificadas, fracciones de azlcar o enlaces internucleosidicos. A modo de ejemplo, algunas de
las razones por las que usar acidos nucleicos o polinucleétidos que contienen bases modificadas, fracciones de
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azucar o enlaces internucleosidicos incluyen, pero sin limitacion: (1) la modificacion de la Ty; (2) el cambio de la
susceptibilidad del polinucleétido a una o mas nucleasas; (3) el suministro de una fracciéon para la union de un
marcador; (4) el suministro de un marcador o un inactivador para una marcador; o (5) el suministro de una fraccion,
tal como biotina, para unirse a otra molécula que esté en solucion o unida a una superficie. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, un oligonucleoétido, tal como el oligorribonucleétido de marcaje terminal, puede sintetizarse de modo
que la parte 3’ aleatoria contenga uno o mas analogos de acido ribonucleico de configuracion restringida, tal como,
pero sin limitacién, uno o mas analogos de acido ribonucleico en los que el anillo de ribosa esté "bloqueado" con un
puente de metileno que conecte el atomo de 2'-O con el atomo de 4'-C (por ejemplo, como los que se pueden
obtener en Exigon, Inc. con la marca comercial "LNA™"); estos nucleé6tidos modificados dan lugar a un aumento en
la Tr o temperatura de fusién de aproximadamente 2 grados a aproximadamente 8 grados centigrados por
mondmero de nucleétido. Si la Tr aumenta, podria ser posible reducir el nimero de nucleétidos aleatorios en la parte
3’ aleatoria del oligorribonucleétido que marcaje terminal. Sin embargo, un nucleétido modificado, tal como un LNA
debe validarse para que funcione en el procedimiento para el fin previsto, asi como para satisfacer otros criterios del
procedimiento; por ejemplo, en algunas realizaciones, un criterio para usar el nucleétido modificado en el
procedimiento es que el oligonucledtido que lo contiene pueda ser digerido por una RNasa especifica de ARN
monocatenario.

Para lograr los objetivos de la invencion, a modo de ejemplo, pero no de limitacion, las bases de acido nucleico de
los mononucledtidos pueden comprender guanina, adenina, uracilo, timina o citidina, o como alternativa, una o mas
de las bases de acido nucleico pueden comprender una base modificada, tal como, pero sin limitacién, xantina,
alilamino-uracilo, alilamino-timidina, hipoxantina, 2-aminoadenina, 5-propinil-uracilo, 5-propinil-citosina, 4-tiouracilo,
6-tioguanina, un aza o desaza uracilo, timidinas, citosinas, adeninas o guaninas. Aun mas, pueden comprender una
base de acido nucleico que se derivatiza con una fraccion de biotina, una fraccion de digoxigenina, una fraccion
fluorescente o quimioluminiscente, una fraccion de inactivacion o alguna otra fraccion. La invencion no se limita a las
bases de acido nucleico enumeradas; esta lista se proporciona para mostrar un ejemplo de la amplia seleccion de
bases que pueden usarse para un fin particular en un procedimiento.

Con respecto a los acidos nucleicos o polinucleétidos de la invencién, uno o mas de las fracciones de azlcar pueden
comprender ribosa o 2'-desoxirribosa, o como alternativa, una o mas de las fracciones de azucar pueden ser alguna
otra fraccion de azucar, tal como, pero sin limitaciéon, 2’-fluoro-2’-desoxirribosa o 2’-O-metil-ribosa, que proporcionan
resistencia a algunas nucleasas, o 2'-amino-2'-desoxirribosa o 2'-azido-2'-desoxirribosa, que puede marcarse
mediante su reaccion con colorantes visibles, fluorescentes, fluorescentes infrarrojos u otros colorantes o productos
quimicos detectables que tengan una fraccion electrofila, fotorreactiva, alquinilica u otra fraccion quimica reactiva.

Los enlaces internucleosidicos de los acidos nucleicos o polinucleétidos de la invenciéon pueden ser enlaces
fosfodiéster, o como alternativa, uno o mas de los enlaces internucleosidicos pueden comprender enlaces
modificados, tales como, pero sin limitacién, enlaces fosforotioato, fosforoditioato, fosforoseleniato o
fosforodiseleniato, que son resistentes a algunas nucleasas.

Los oligonucledtidos y polinucledtidos, incluyendo moléculas quiméricas (es decir, compuestas) y oligonucleotidos
con bases modificadas, aztcares o enlaces internucleosidicos estan disponibles en el mercado (por ejemplo, TriLink
Biotechnologies, San Diego, CA, EE.UU. o Integrated DNA Technologies, Coralville, 1A).

Siempre que se hace referencia a una muestra o composicion "tratada con RNasa IlI" (por ejemplo, una composicion
de ARN, ARN monocatenario, ARN monocatenario protegido con caperuza y/o poliadenilado, ARNm, ARN
monocatenario o ARNm, ARN monocatenario transcrito in vitro o similares "tratados con RNasa IlI"), quiere decir que
la muestra u otra composicion que contenga o pueda contener ARN bicatenario se ha tratado con RNasa Il usando
un tratamiento con RNasa Ill o un "procedimiento de tratamiento con RNasa IlI".

Siempre que se hace referencia a un "tratamiento con RNasa llI" o "procedimiento de tratamiento con RNasa IlI" o
"tratar una muestra o composicién con RNasa III" en el presente documento, quiere decir incubar una muestra o
composicion que comprende ARN monocatenario y que contiene o puede contener ARN bicatenario (por ejemplo,
una composicion de ARN, ARN monocatenario, ARN monocatenario protegido con caperuza y/o poliadenilado,
ARNmM, ARN monocatenario o ARNm, ARN monocatenario transcrito in vitro, ARN de IVT o similares) con la enzima
RNasa Ill en una solucién acuosa tamponada o mezcla de reaccién en condiciones en las que la RNasa Il esté
activa [por ejemplo, en las que la solucién acuosa tamponada tiene un pH de aproximadamente pH 7 a pH 9 y
comprende una sal u otro compuesto a una concentracién suficiente para mantener una fuerza iénica equivalente a
al menos 50 mM de acetato de potasio o glutamato de potasio (por ejemplo, aproximadamente 50-300 mM de
acetato de potasio o glutamato de potasio y un compuesto de magnesio que proporciona aproximadamente 1 mM a
aproximadamente 4 mM de cationes de magnesio divalentes inicialmente no quelados] y luego, opcionalmente, en
algunas realizaciones, limpiar el ARN monocatenario de la muestra o composicion para eliminar la enzima RNasa Il
y/o nucleétidos y/o pequefios oligonucledtidos y/o sal, y/u otros componentes de la reaccion de tratamiento con
RNasa lll. En algunas realizaciones del tratamiento con RNasa Il o el procedimiento de tratamiento con RNasa Ill o
de tratar una muestra o composicién con RNasa lll, se usa el procedimiento de limpieza rapida de ARN descrito en
el presente documento para dicha limpieza del ARN monocatenario de la muestra o composicién. Sin embargo, en
otras realizaciones, se usa otro procedimiento de limpieza para dicha limpieza del ARN monocatenario.
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Los términos "purificado" o "purificar" o "limpiado" o "limpiar", en el presente documento, se refieren a la eliminacion
de componentes (por ejemplo, contaminantes) de una muestra (por ejemplo, de ARN monocatenario, ARNm o un
precursor de los mismos transcritos in vitro o sintetizados in vitro). Por ejemplo, acidos nucleicos, tales como ARN
monocatenario, ARNm o un precursor de los mismos transcritos in vifro o sintetizados in vitro) se purifican o se
limpian mediante la eliminacién de proteinas contaminantes en la mezcla de reaccién de transcripcion in vitro o
especies de acido nucleico no deseadas (por ejemplo, el molde de ADN o contaminantes de ARN distintos del ARN
monocatenario o ARNm deseado, tal como ARN bicatenario o productos de transcripcion in vitro que son mas cortos
o mas largos que el ARN monocatenario o ARNm de longitud completa deseados codificados por el molde. La
eliminacién de contaminantes da lugar a un aumento en el porcentaje de acido nucleico deseado (por ejemplo, el
ARN monocatenario o ARNm deseado) que comprende el acido nucleico. Los términos "purificado/a" o "purificar”,
cuando se usa en el presente documento, se refieren al uso de procedimientos para eliminar contaminantes
mediante el uso de un dispositivo de separacioén cromatografica o electroforética que comprende una resina, matriz o
gel, o similar (por ejemplo, por HPLC, FPLC o cromatografia en columna de flujo por gravedad, o electroforesis en
agarosa o poliacrilamida"). Por el contrario, "limpio/s" y" limpiar ", cuando se usan en el presente documento, se
refieren al uso de procedimientos para eliminar contaminantes por extraccion (por ejemplo, extraccion con disolvente
organico, por ejemplo, extraccion con fenol y/o cloroformo), precipitacion (por ejemplo, precipitacion de ARN con
acetato de amonio) y lavado de precipitados (por ejemplo, lavado de precipitados de ARN con etanol al 70 %), sin el
uso de un dispositivo de separacion cromatografica o electroforética que comprenda una resina, matriz o gel, o
similares. Por lo tanto, cuando se limpia una muestra (por ejemplo, ARN monocatenario o ARNm transcrito in vitro o
sintetizado in vitro), dicho procedimiento, en determinadas realizaciones, es mucho mas facil, mas rapido, mucho
menos costoso, requiere mucho menos conocimiento y preparacion, y requiere menos materiales, materiales menos
costosos y menos mano de obra para purificar la muestra. En algunas otras realizaciones, Una muestra (por
ejemplo, ARN monocatenario o ARNm transcrito in vitro o sintetizado in vitro, o precursor del mismo) se limpia o se
purifica ademas usando un procedimiento de filtracion rapida en gel con un dextrano reticulado (por ejemplo,
Sephadex, por ejemplo, una columna de centrifugacion Sephadex) para separar moléculas de bajo peso molecular,
tales como sales, tampones, nucleétidos y oligonucleétidos pequerios, disolventes (por ejemplo, fenol, cloroformo) o
detergentes del ARN monocatenario o ARNm.

La invencién no se limita a una ARN polimerasa usada para la transcripcién o la sintesis in vitro de un ARN
monocatenario o ARNm usado en un procedimiento o que comprende una composicién, un sistema o kit de la
presente invencion. Sin embargo, en algunas realizaciones preferidas, el ARN monocatenario o ARNm se sintetiza
usando una ARN polimerasa de tipo T7. Una "ARN polimerasa de tipo T7" (o "RNAP T7"), en el presente
documento, significa ARN polimerasa de T7 (por ejemplo, véase Studier, F. W. y col., pag. 60-89 en Methods in
Enzymology, Vol. 185, ed. por Goeddel, DV, Academic Press, 1990) o una RNAP derivada de un bacteriéfago "de
tipo T7", que significa un bacteriéfago que tiene una organizacion genética similar a la del bacteriéfago T7. Se ha
descubierto que la organizacion genética de todos los fagos de tipo T7 que se han examinado es esencialmente la
misma que la de T7. Los ejemplos de bacteriéfagos de tipo T7 de acuerdo con la invencion incluyen los fagos de
Escherichia coli tales como T3 y los fagos de Salmonella typhimurium tales como SP86, y los fagos de Klebsiella tales
como K11 (McAl-lister WT y Raskin CA, 1993), asi como las formas mutantes de dichas RNAP (por ejemplo, Sousa
y col., Patente de los Estados Unidos n.° 5.849.546; Padilla, R y Sousa, R, Nucleic Acids Res., 15: €138, 2002;
Sousa, Ry Mukherjee, S, Prog Nucleic Acid Res Mol Biol., 73: 1-41,2003; Guillerez, J, y col., patente de EE.UU. n.°
7.335.471; o solicitud de patente de EE.UU. 20040091854). Por lo tanto, en algunas realizaciones preferidas de los
procedimientos en los que se usa una ARN polimerasa para la transcripcién o sintesis in vitro de cualquier ARN
monocatenario usado en un procedimiento o en una composicion del presente documento, la ARN polimerasa se
selecciona del grupo que consiste en RNAP de T7, RNAP de T3, RNAP de tipo T7 de tipo silvestre SP6 RNAP, la
mutante Y639F de RNAP de T7, la mutante Y640F de RNAP de T3, la mutante Y631F de RNAP de SP6, la mutante
Y662F de la RNAP de K11 del fago de Klebsiella, la mutante doble Y639F/H784A de RNAP de T7, la mutante P266L
de RNAP de T7, la mutante P267L de RNAP de T3, la mutante P239L de RNAP de SP6 y la mutante P289L de la
RNAP de K11 del fago de Klebsiella. Sin embargo, en otras realizaciones, el ARN monocatenario o ARNm se
sintetiza usando otra ARN polimerasa que se une e inicia la transcripciéon en un promotor de ARN polimerasa que se
une a una secuencia codificante en el molde de ADN que da lugar a la sintesis del ARN monocatenario o ARNm por
dicha ARN polimerasa.

Un "molde" es una molécula de acido nucleico que sirve para especificar la secuencia de nucleétidos presentada por
un acido nucleico que se sintetiza mediante una polimerasa de acido nucleico dependiente de ADN o ARN. Si el
acido nucleico comprende dos cadenas (es decir, es "bicatenario"), y a veces incluso si el acido nucleico comprende
solo una cadena (es decir, es "monocatenario”), la cadena que sirve para especificar la secuencia de nucleétidos
presentada por un acido nucleico que se sintetiza es el "molde" o "la cadena molde". El acido nucleico sintetizado
por la acido nucleico polimerasa es complementario al molde. Tanto el ARN como el ADN siempre se sintetizan en el
sentido de 5’ a 3', comenzando en el extremo 3' del molde, y las dos cadenas de un duplex de acido nucleico
siempre estan alineadas de modo que los extremos 5’ de las dos cadenas estan en extremos opuestos del duplex (y,
por necesidad, entonces son los extremos 3'). Se requiere un cebador para que los moldes de ARN y ADN inicien la
sintesis mediante una ADN polimerasa, pero no se requiere un cebador para iniciar la sintesis mediante una ARN
polimerasa dependiente de ADN, que, en general, se denomina simplemente "ARN polimerasa".

"Transcripcion" o "transcripcion in vitro" o "IVT" significa la formacion o sintesis de una molécula de ARN por una
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ARN polimerasa usando una molécula de ADN como molde usando una reaccién o procedimiento in vitro.

Un "promotor de ARN polimerasa" o un "promotor", como se usa en el presente documento, significa un segmento
de ADN que presenta una secuencia de nucledétidos a la que una ARN polimerasa que reconoce dicha secuencia es
capaz de unirse e iniciar la sintesis de ARN. La ARN polimerasa que reconoce al promotor también se puede
designar (por ejemplo, un "promotor T7" o un "promotor de ARN polimerasa de T7" o un "promotor de RNAP T7" es
un promotor reconocido por la ARN polimerasa de T7). La mayoria, pero no todos, los promotores de ARN
polimerasa son bicatenarios. Si un promotor de ARN polimerasa es bicatenario, el promotor de ARN polimerasa
presenta (o tiene) una "secuencia promotora codificante" y una "secuencia promotora no codificante". Como se usa
en el presente documento, la "secuencia promotora codificante" se define como la secuencia de un promotor de
ARN polimerasa que se une a la cadena molde, en cuyo caso la secuencia promotora codificante esta 3’ de la
secuencia de ADN en la cadena molde que sirve para especificar la secuencia de nucleétidos presentada por el ARN
que es sintetizado por la ARN polimerasa que reconoce y se une al promotor de la ARN polimerasa. Como se usa en
el presente documento, la "secuencia promotora no codificante" se define como la secuencia de un promotor de
ARN polimerasa que es complementaria a la secuencia de promotor codificante. Si una ARN polimerasa (por
ejemplo, la ARN polimerasa del fago N4) puede sintetizar ARN usando un promotor de ARN polimerasa
monocatenario, entonces, el promotor de la ARN polimerasa presenta solo la secuencia del promotor codificante.
Cabe sefialar que las definiciones de una "secuencia de promotor codificante" y "secuencia de promotor no
codificante" pueden ser opuestas a lo que se esperaria de algunas personas con conocimiento en la técnica, pero la
terminologia usada en el presente documento se desarrollé en el nuevo contexto de promotores de ARN polimerasa
monocatenarios. Se entiende y recuerda mas facilmente al observar que una secuencia promotora codificante de la
cadena molde (es decir, unida a los extremos 3 de las moléculas de ADNc de la primera cadena) da lugar a la
sintesis del ARN codificante usando los procedimientos de la invencion.

Una "caperuza" o un "nucledtido con caperuza" significa un nucledsido-5'-trifosfato que, en condiciones de reaccion
adecuadas, se usa como un sustrato mediante un sistema enzimatico de protecciéon con caperuza y que, de este
modo, se une al extremo 5 de un ARN no protegido con caperuza que comprende productos de transcripcion de
ARN primarios (que tienen un 5'-trifosfato) o ARN que tiene un 5'-difosfato. El nucledtido que esta asi unido al ARN
también se denomina en el presente documento "nucleétido con caperuza". Un "nucleétido con caperuza" es un
nucledtido de guanina que se une a través de su extremo 5’ al extremo 5' de un producto de transcripcion de ARN
primario. EI ARN que tiene el nucledtido con caperuza unido a su extremo 5’ se denomina "ARN protegido con
caperuza" o "producto de transcripcion de ARN protegido con caperuza" o "producto de transcripcion protegido con
caperuza". Un nucledsido con caperuza comun es la 7-metilguanosina o N’-metilguanosina (a veces denominada
"caperuza convencional"), que tiene una estructura designada "m’G", en cuyo caso el ARN protegido con caperuza o
"ARN protegido con caperuza m’G" tiene una estructura designada m’G(5')ppp(5')N1(pN)x-OH(3’), o de manera mas
simple, m’GpppN1(pN)x 0 m’G[5']ppp[5IN, en las que m’G representa el nucledsido con caperuza de 7-
metilguanosina, ppp representa el puente trifosfato entre los atomos de carbonos 5' del nucledsido con caperuza y el
primer nucleétido del producto de transcripcion primario de ARN, Ni(pN),-OH(3’) representa producto de
transcripcion primario de ARN, del que N1 es el nucleétido mas 5’, "p" representa un grupo fosfato, "G" representa un
nucledsido de guanosina, "m”" representa el grupo metilo en la posicion 7 de la guanina, y "[ 5'" indica la posicién en
la que la "p" se une a la ribosa del nucleétido con caperuza y al primer nucledsido del producto de transcripcion de
ARNm ("N"). Ademas de esta "caperuza convencional”, hay una variedad de otros analogos de caperuza de origen
natural y sintéticos que son conocidos en la técnica. EIl ARN que tiene cualquier nucleétido con caperuza se
denomina "ARN protegido con caperuza".

Un ARN protegido con caperuza que comprende una composicién o un sistema o un kit, o se usa en un
procedimiento de la presente invencion se sintetiza in vifro. En algunas realizaciones, el ARN protegido con
caperuza se sintetiza después de la transcripcion a partir de ARN transcrito in vitro, mediante la protecciéon con
caperuza del ARN monocatenario que tiene un grupo trifosfato 5 o ARN monocatenario que tiene un grupo difosfato
5' usando un sistema enzimatico de proteccién con caperuza (por ejemplo, usando un sistema enzimatico de
protecciéon con caperuza que comprende una ARN guaniltransferasa; por ejemplo, un sistema enzimatico de
protecciéon con caperuza de vaccinia o un sistema enzimatico de proteccién con caperuza de Saccharomyces
cerevisiae).

Como alternativa, en algunas otras realizaciones, el ARN protegido con caperuza sintetizado durante la transcripcion
mediante la transcripcion in vitro (IVT) de un molde de ADN que contiene un promotor de ARN polimerasa, en las
que, ademas de la GTP, la reaccion de IVT también contiene un analogo de caperuza dinucleotidico (por ejemplo, un
analogo de caperuza de m’GpppG o un analogo de caperuza de N’-metil,2-O-metil-GpppG AR-CA o un analogo de
caperuza N’-metil,3-O-metil-GpppG ARCA) o un analogo de caperuza de dinucledtido fosforotioato o tio-ARCA
(Grudzien-Nogalska E, y col., 2007), usando procedimientos conocidos en la técnica (por ejemplo, usando un kit de
proteccion con caperuza AMPLICAP™ T7 para la fabricacion de un ARN protegido con caperuza de m’GpppG o, por
ejemplo, usando un kit de transcripcion de ARN con 5mC y W con ARCA INCOGNITO™ T7 o un kit de transcripcion
kit de transcripcion MESSAGEMAX™ T7 ARCA-CAPPED MESSAGE para la fabricacion de ARN protegido con
caperuza de ARCA, CELLSCRIPT, INC, Madison, WI, EE.UU.). Sin embargo, algunas realizaciones de los
procedimientos, de las composiciones o de los sistemas o kits (por ejemplo, en procedimientos en los que el ARNm
usado para dicha introduccién de ARNm codificante de al menos un factor de reprogramacion en una célula que
presenta un primer estado diferenciado o fenotipo, en los que el ARN monocatenario o ARNm se protegio con
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caperuza durante la transcripcion usando un analogo de caperuza), el ARN monocatenario o ARNm se traté ademas
con una fosfatasa (por ejemplo, como se describe en otra parte del presente documento) para eliminar las moléculas
de ARN que presentan un grupo trifosfato 5'.

La proteccién con caperuza posterior a la transcripcion de un producto de transcripcion de ARNm primario 5'-
trifosforilado in vivo (o usando un sistema enzimatico de proteccién con caperuza in vitro) se produce a través de
varias etapas enzimaticas (Higman y col., 1992, Martin y col., 1975, Myette y Niles, 1996).

En general, las siguientes reacciones enzimaticas participan en la proteccion con caperuza del ARNm eucariota:
(1) la ARN ftrifosfatasa escinde el trifosfato 5° de ARNm a un difosfato,
PPPN1(p)Nx-OH(3') — ppN1(pN),-OH(3) + Pi;
y luego

(2) la ARN guaniltransferasa cataliza la unién de GTP al difosfato 5’ de la mayoria de los nucleétidos 5° (N1) del
ARNm,

pPN1(pPN)-OH(3') + GTP — G(5')ppp(5')N1(pN)-OH(3') + PPi;
y finalmente,

(3) la guanina-7-metiltransferasa, usando S-adenosil-metionina (AdoMet) como cofactor, cataliza la metilacion del
nitrégeno 7 de la guanina en el nucledtido con caperuza,

G(5")ppp(5')N1(pN)x-OH(3’) + AdoMet — m’G(5 )ppp(5')N1(pN)-OH(3') + AdoHyc.

El ARN que resulta de la accion de la ARN trifosfatasa y las actividades enzimaticas de ARN guaniltransferasa, asi
como el ARN que es ademas metilado por la actividad enzimatica de la guanina-7-metiltransferasa, se denomina en
el presente documento "ARN protegido con caperuza 5" o "ARN protegido con caperuza", y un "sistema enzimatico
de protecciéon con caperuza que comprende ARN-guaniltransferasa” o, de manera mas simple, un "sistema
enzimatico de protecciéon con caperuza" o una "enzima de proteccidon con caperuza" significa en el presente
documento cualquier combinacién de uno o mas polipéptidos que tienen las actividades enzimaticas que dan lugar a
"ARN protegido con caperuza". Los sistemas enzimaticos de proteccion con caperuza, que incluyen formas clonadas
de dichas enzimas, se han identificado y purificado a partir de muchas fuentes y son bien conocidos en la técnica
(Banerjee 1980, Higman y col., 1992 y 1994; Myette y Niles 1996, Shuman 1995 y 2001; Shuman y col. 1980; Wang
y col. 1997). Se puede usar cualquier sistema enzimatico de proteccion con caperuza que pueda convertir el ARN no
protegido con caperuza que tiene un polifosfato 5’ en ARN protegido con caperuza para proporcionar un ARN con
caperuza para cualquiera de las realizaciones de la presente invencion. En algunas realizaciones, el sistema
enzimatico de proteccién con caperuza es un sistema enzimatico de proteccién con caperuza de poxvirus. En
algunas realizaciones preferidas, el sistema enzimatico de protecciéon con caperuza es un sistema enzimatico de
protecciéon con caperuza de virus vaccinia. En algunas realizaciones, el sistema enzimatico de proteccién con
caperuza es un sistema enzimatico de proteccion con caperuza de Saccharomyces cerevisiae). Ademas, en vista del
hecho de que los genes codificantes de ARN trifosfatasa, ARN guaniltransferasa y guanina-7-metiltransferasa de
una fuente pueden complementar las eliminaciones en uno o todos estos genes de otra fuente, el sistema enzimatico
de proteccion con caperuza puede originarse a partir de una fuente, o una o mas de las actividades de ARN
trifosfatasa, ARN guaniltransferasa y/o guanina-7-metiltransferasa pueden comprender un polipéptido de una fuente
diferente.

Las composiciones de ARN que comprenden ARN monocatenario o ARNm usados en los procedimientos de la
presente invencion pueden mostrar un nucleétido con caperuza modificado; en algunas realizaciones, las moléculas
de ARN monocatenario se protegen con caperuza usando un sistema enzimatico de proteccion con caperuza segun
lo descrito por Jendrisak; J y col., en la Solicitud de Patente de EE.UU. con nimero de serie 11/787352 (publicacion
n.° 20070281336). Un "nucledtido con caperuza modificado" de la presente invencién significa un nucleétido con
caperuza en el que el azucar, la base de acido nucleico o el enlace internucleosidico estan modificados
quimicamente en comparacion con el correspondiente nucleétido con caperuza de 7-metilguanosina candnico. Los
ejemplos de un nucleétido con caperuza modificado incluyen un nucleétido con caperuza que comprende: (i) un 2'- o
3'-desoxiguanosina-5'-trifosfato modificado (o guanina 2'- o 3'-acido desoxirribonucleico-5'-trifosfato) en el que la
posicion 2'- o 3'-desoxi de la fraccion de azucar desoxirribosa se sustituye con un grupo que comprende un grupo
amino, un grupo azido, un grupo flior, un grupo metoxi, un grupo tiol (0 mercapto) o un grupo metil-tio (o grupo
metilmercapto); o (ii) un guanosina-5'-trifosfato modificado, en el que el oxigeno O6 de la base de guanina esta
sustituido con un grupo metilo; o (iii) 3'-desoxiguanosina. Por razones de claridad, se entendera en el presente
documento que un "desoxiguanosina-5'-trifosfato sustituido con alcoxi" también se puede denominar "guanosina-5'-
trifosfato sustituido con O-alquilo"; a modo de ejemplo, pero sin limitacion, 2’-metoxi-2’-desoxiguanosina-5'-trifosfato
(2’-metoxi-2’-dGTP) y 3’-metoxi-3’-desoxiguanosina-5'-trifosfato (3’-metoxi-3’-dGTP) también se pueden denominar
en el presente documento 2’-O-metilguanosina-5'-trifosfato (2’-OMe-GTP) y 3’-O-metilguanosina-5'-trifosfato (3'-
OMe-GTP), respectivamente. Después de la unién del nucleétido con caperuza modificado al extremo 5’ del ARN no
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protegido con caperuza que comprende productos de transcripcion de ARN primario (o0 ARN que tiene un difosfato
5’), la parte de dicho nucleétido con caperuza modificado que se une al ARN no protegido con caperuza que
comprende los productos de transcripcion de ARN primario (o ARN que tiene difosfato 5’) puede denominarse en el
presente documento "nucledsido con caperuza modificado” (es decir, sin hacer referencia a los grupos fosfato a los
que esta unido), pero, a veces, se denomina "nucleotido con caperuza modificado".

Un "ARN protegido con caperuza de nucleétido modificado" es una molécula de ARN protegido con caperuza que se
sintetiza usando un sistema enzimatico de proteccion con caperuza y un nucleétido con caperuza modificado, en el
que el nucledtido con caperuza en su extremo 5 comprende el nucleétido de caperuza modificado o un ARN
protegido con caperuza que se sintetiza durante la transcripcion en una reaccion de transcripcion in vitro que
contiene un analogo de caperuza modificado dinucleotidico en el que el analogo de caperuza dinucleotidico contiene
la modificacion quimica en el nucleétido de caperuza. En algunas realizaciones, el analogo ce caperuza
dinucleotidico modificado es un analogo de caperuza antiinverso o ARCA o un tio-ARCA (Grudzien y col. 2004,
Grudzien- Nogalska y col., 2007, Jemielity y col. 2003, Peng y col. 2002, Stepinski y col. 2001).

Un “ARN primario” o “producto de transcripcién de ARN primario” significa una molécula de ARN que es sintetizada
por una ARN polimerasa in vivo o in vitro, y cuya molécula de ARN tiene un trifosfato en el carbono 5’ del nucleétido
en posicién mas 5'.

Las células humanas y animales poseen una amplia seleccion de mecanismos de defensa que comprenden
sensores de ARN y vias de sefalizacion para protegerlos contra la introduccion exégena de ARN. Es importante
entender estos mecanismos de defensa celular y tenerlos en cuenta al disefiar moléculas de ARN para su
introduccion en una célula humana o animal con el fin de reprogramar la célula a otro estado de diferenciaciéon o
fenotipo (por ejemplo, para investigacion clinica o para medicina regenerativa o inmunoterapia) para que esas
moléculas de ARN eviten o minimicen la induccion y/o activacion de numerosos sensores de ARN y vias de
sefializacion. Entre estos, se encuentran los "sensores de ARN de ARN bicatenario" y las "vias de sefializacion de
ARN bicatenario”, que significa e incluye cualquiera de los mecanismos mediante los que una célula humana o
animal reconoce y responde al ARN bicatenario que se introduce en la célula, tal como ARN bicatenario que se
introduce en la célula como resultado de la infeccién por virus. En particular, la induccién del sistema de interferéon
(IFN) por ARN bicatenario es el principal activador de la respuesta de una célula de mamifero a la deteccion del ARN
bicatenario por sensores celulares de ARN (por ejemplo, véase Gantier, MP y Williams, BRG, 2007, y Jiang, F y col.
2011, ambos incorporados en el presente documento por referencia en su totalidad). Después de su activacion por
ARN bicatenario, el IFN de tipo | induce y activa una proteina quinasa Ser/Thr ahora conocida cominmente como
PKR (anteriormente conocida también como quinasa Eif2ak2, Prkr, Tik, DAI, P1-elF-2 y p68). La PKR inhibe la
traduccion del ARNm catalizando la fosforilacion de la subunidad alfa del factor 2 de inicio de la traduccidn eucariota
(elF-2a). La sintesis de proteinas celulares se inhibe cuando tan solo el 20 % de las moléculas de elF-2a se
fosforilan. La inhibicion significativa de la sintesis de proteina reduce la expresién del ARN monocatenario que se
introduce, mediante lo que se contrarresta el resultado deseado para el que se introdujo el ARN monocatenario, y si
la sintesis de proteina se prolonga, la célula se debilita y, finalmente, la célula avanza hacia la muerte. El IFN
también induce y/o activa otros sensores de ARN. Por ejemplo, el IFN induce un sistema 2'-5'-oligoadenilato sintasa
(2'-5'0OAS)/RNasa L. Las enzimas 2-5'OAS se componen de dos dominios que se ensamblan en la célula para
formar un sitio de activacion de ARN bicatenario. Tras la unién al ARN bicatenario, la 2'-5'OAS se activa a una forma
que convierte el ATP en PPi y oligoadenilatos unidos en 2'-5'. A su vez, los oligoadenilatos unidos en 2'-5' se unen a
mondémeros de RNasa L enzimaticamente inactivos, que se dimerizan para formar dimeros de RNasa L
enzimaticamente activos. Los dimeros de RNasa L activos luego degradan el ARN en la célula, disminuyendo adn
mas la sintesis de proteinas. Aun mas, con respecto al reconocimiento inmune innato del ARN que se introduce en
una célula (por ejemplo, por infeccion con un virus ARN), los receptores citoplasmicos o citosolicos RIG-I (codificado
por el gen | inducible por acido retinoico) y MDA5 (codificado por el gen 5 asociado con la diferenciacion del
melanoma) tiene funciones importantes. RIG-I parece reconocer y unir al menos tres elementos de la estructura del
ARN: (i) reconoce y se une preferentemente al ARN bicatenario corto de extremos romos con o sin un grupo
trifosfato 5; (ii) reconoce especificamente y se une a los grupos ftrifosfato 5' en ARN monocatenario o ARN
bicatenario, pero no reconoce ni se une a esos ARN si estan protegidos con caperuza 5'; y (iii) reconoce y une ARN
con secuencias de poliuridina (Kato H y col., 2008; Hornung V y col. 2006; Jiang y col. 2011; Pichlmair A y col., 2006;
Saito T y col.,, 2008; Schlee M y col., 2009; Uzri D y Gehrke L, 2009). Por otra parte, MDA-5 reconoce
especificamente y se une a ARN bicatenario largo, en lugar de ARN bicatenario corto como RIG-I). Ademas, Zust y
col. (2011) mostraron que MDA-5 también media en la deteccién de ARN monocatenario que carece de caperuza 5’
con una estructura cap1; por lo tanto, un virus corona mutante que carecia de actividad 2'-O-metiltransferasa y
producia ARN monocatenario tenia una estructura capO que produjo la induccion dependiente de MDA-5 de
interferones de tipo | en ratones, mientras que el virus corona de tipo silvestre que tenia actividad 2'-O-
metiltransferasa y producia ARN monocatenario que tenia una estructura cap1 no produjo la induccién de
interferones de tipo I, y la induccion del interferon de tipo | por virus deficientes en 2'-O-metiltransferasa dependio de
MDAS5 citoplasmico. Tras la deteccion de ARN que presenta uno o mas de los elementos que reconocen, los
sensores de ARN citoplasmico RIG | o MDA-5 inician las cascadas de sefializacion que inducen la expresion de las
citocinas, incluyendo los interferones tipo | (IFN-a e IFN-f ), que son secretados por las células activadas para
transmitir sefiales de peligro a las células vecinas. Estas sefiales de peligro se transmiten por la uniéon de los
interferones secretados a receptores de interferén de tipo | en las superficies de las células vecinas, y el receptor de
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interferon de tipo | activado (IFNAR) desencadena una via de sefializacion que consiste en factores de transcripcion
Jak y STAT, activando asi la expresion de numerosos genes estimulados por interferén. Ademas, se sabe que el
ARN bicatenario también se une a otros sensores de ARN celulares que dan lugar a la induccién y/o activacion de
muchos genes. Por ejemplo, el ARN bicatenario induce directa o indirectamente factores de transcripcion de la
familia IRF, en particular, IRF 1, IRF 3, IRF 5 e IRF 7, que, a su vez, inducen la producciéon de mas IFN de tipo |, y el
IFN de tipo | induce aproximadamente mil genes estimulados por IFN. La induccién de estos y otros sensores de
ARN y vias de respuesta inmune innata (por ejemplo, receptores de tipo TLR3, TLR7 y TLRS; gen | inducible por
acido retinoico (RIG-I); gen 5 asociado a la diferenciacion del melanoma (MDADS); y posiblemente la helicasa (LGP2),
dan lugar a la inhibicién de la sintesis de proteinas en la célula afectada y, finalmente, la apdptosis inducida por ARN
bicatenario a través de la sefalizacion del receptor de la muerte, incluyendo la activacion de caspasa-8. Se ha
informado que la quinasa N-terminal PKR, RNasa L, IRF3 y c-Jun son componentes de las vias proapoptoticas
activadas por ARN bicatenario. Por lo tanto, es importante que las moléculas de ARN introducidas en las células
humanas y animales vivas eviten inducir y activar los numerosos sensores y mecanismos de ARN que las protegen
contra los patégenos que comprenden ARN. Posiblemente, los preparados de ARN que contienen incluso pequefias
cantidades de ARN bicatenario pueden desencadenar una respuesta inmune innata in vivo, tal como una respuesta
inducida por interferon (IFN) y/o activada por IFN, que conduce a la supresién de la traduccién y a la muerte celular
in vivo (Yang Sy col., 2001; Wianny F y Zernicka-Goetz M, 2000).

En algunos EJEMPLOS del presente documento que describen realizaciones de los procedimientos que
comprenden la reprogramacion de células que presentan un primer estado diferenciado o fenotipo a células que
presentan un segundo estado o fenotipo diferenciado, se realiz6 la gRT-PCR en ARN celular total purificado de
células transfectadas con mezclas de reprogramacion de ARNm para cuantificar los niveles de ARNm en esas
células que serian indicativos de la induccion de sensores de ARN o de genes de respuesta del sistema inmune
innato. Por ejemplo, en determinados experimentos, la qRT-PCR se realizd6 usando pares de cebadores para
amplificar los niveles de expresion de los ARNm codificantes de IFNB, RIG1, OAS3 e IFIT1 en células que se
reprogramaban usando mezclas de ARNm codificantes de los factores de reprogramaciéon de iPSC, en los que
dichos ARNm se trataron con el procedimiento de tratamiento con RNasa Il descrito en el presente documento o se
purificaron por HPLC. Por ejemplo, en estos ensayos de qRT-PCR, los niveles de expresion de los ARNm
codificantes de IFNB, RIG1, OAS3 y IFIT1, normalizados para los niveles de expresion de ciertos genes
constitutivos, fueron bajos, y los niveles de ARNm para estos genes en las células transfectadas con mezcla de
reprogramacion de ARNm tratado con RNasa Il fueron similares a los niveles de ARNm para estos genes en las
células transfectadas con la misma mezcla de reprogramacion de ARNm que se purific6 mediante HPLC. Por lo
tanto, en algunas realizaciones, la activacion o induccion de la expresion de uno o mas sensores de ARN o genes de
respuesta inmune innata se detecta, se analiza, se mide y/o se cuantifica mediante la deteccioén, el ensayo, la
medicion y/o la cuantificacion de los niveles o niveles relativos de ARNm expresados en las células mediante PCR o
gRT-PCR (por ejemplo, tras la introduccién de mezclas de reprogramacion de ARNm en dichas células).

En algunas realizaciones, una composicidon, un sistema, un kit o un procedimiento de la presente invencion
comprende o usa una composicion que comprende ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro usando una
reaccion de amplificacion de ARN. Una "reaccion de amplificacion de ARN" o un "procedimiento de amplificaciéon de
ARN" significa un procedimiento para aumentar la cantidad de ARN correspondiente a una o multiples secuencias de
ARN deseadas en una muestra. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el procedimiento de amplificacién de ARN
comprende: (a) sintetizar ADNc de primera cadena complementario a una o mas moléculas de ARN deseadas por la
extension de ADN polimerasa dependiente de ARN o transcripcion inversa de uno o mas cebadores que se hibridan
con las moléculas de ARN deseadas; (b) sintetizar ADNc bicatenario a partir del ADNc de primera cadena usando un
procedimiento en el que un promotor de ARN polimerasa funcional se une a la misma; y (c) poner en contacto el
ADNCc bicatenario con una ARN polimerasa que se une a dicho promotor en condiciones de transcripcion mediante lo
que se obtiene el ARN correspondiente a una o mas moléculas de ARN deseadas. A menos que se indique lo
contrario en relaciéon con una realizacion especifica de la invencién, una amplificacion de ARN de acuerdo con la
presente invencion significa una reaccion de amplificacion de ARN codificante, que significa una reaccion de
amplificacion de ARN que sintetiza ARN codificante (por ejemplo, ARN que tiene la misma secuencia que un ARNm
u otro producto de transcripcion de ARN primario, en lugar del complemento de esa secuencia). Las reacciones de
amplificaciéon de ARN codificante conocidas en la técnica, que estan abarcadas dentro de la presente definicion
incluyen, aunque sin limitacion, los procedimientos que sintetizan ARN codificante descritos en Ozawa y col. (2006) y
en las solicitudes de patente de EE.UU. n.° 20090053775; 20050153333; 20030186237; 20040197802; y
20040171041. EI procedimiento de amplificacion de ARN descrito en la solicitud de patente de EE.UU. n.°
20090053775 (actualmente, patentes de EE.UU. n.° 8.039.214 y 8.329.887) por Dahl y Sooknanan es un
procedimiento preferido para obtener ARN amplificado derivado de una o mas células, cuyo ARN amplificado se usa
luego para producir ARNm para su uso en los procedimientos de la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, "RNasa IlI", cuando se usa en el presente documento con respecto a un
procedimiento, una composicion, un kit o un sistema de la invencion significa una endoRNasa de la familia de las
RNasas lll. En realizaciones preferidas de los procedimientos, de las composiciones o de los kits que comprenden
RNasa lll, o del uso o procedimientos de uso de los mismos, la RNasa Ill se une y digiere ARN bicatenario que
contiene un minimo de dos vueltas de la doble hélice de forma A, (aproximadamente 20 pb), pero no el ARN
monocatenario, a oligonucleétidos de ARN bicatenario pequefios que tienen un tamafo de aproximadamente 12 a
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15 pb de longitud. En algunas realizaciones preferidas, la RNasa Ill es una RNasa Ill de clase |I. En algunas
realizaciones preferidas, la RNasa Ill se deriva de una fuente microbiana (por ejemplo, una fuente procariota). En
una realizacion preferida, la RNasa lll es una enzima derivada de E. coli, o un fragmento funcional o variante
enzimatica de la misma. En algunas otras realizaciones, la RNasa lll genera oligorribonucledtidos de ARN
bicatenario de menos de aproximadamente 30 nucleétidos de longitud. En realizaciones preferidas, la RNasa Il
presenta al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95
%, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o
aproximadamente el 100 % de identidad de secuencia de aminoacidos con RNasa Ill de E. coli. Sin embargo, la
RNasa lll, que a veces se abrevia como "RIII" en el presente documento, puede ser cualquier endoribonucleasa
especifica de doble cadena (endoRNasa) que digiera ARN bicatenario, pero no ARN monocatenario, en un grado
similar a RNasa Ill de Escherichia coli, ya sea en condiciones de reaccion aproximadamente similares a las descritas
en el presente documento, o en otras condiciones de reaccidon que sean Optimas para otra RNasa Il altamente
purificada particular que carezca de actividad endorribonucleasa y exorribonucleasa en el ARN monocatenario. Se
pueden identificar las condiciones de reaccién dptimas para otras enzimas de la familia de las RNasas Ill mediante el
uso del nuevo sustrato de ARN que comprende partes monocatenarias y bicatenarias desarrolladas en el presente
documento (FIG. 1); este sustrato permite un analisis y una optimizacion rapidos, exactos y precisos de la actividad
de RNasa especifica del ARN bicatenario, y la especificidad de la digestion del ARN bicatenario frente al ARN
monocatenario. Como se menciona en el presente documento, este sustrato fue usado por los solicitantes para
desarrollar el procedimiento de tratamiento con RNasa Ill de la presente invenciéon, que digiere mucho mas
completamente los contaminantes de ARN bicatenario de muestras de ARN que comprenden principalmente ARN
monocatenario, mientras que preservan mejor la integridad del ARN monocatenario que las condiciones del
procedimiento de ensayo de RNasa Il de Robertson y colaboradores en su trabajo de 1968 (Robertson, HD y col.,
1968), y se usaron de forma continua y universal desde ese momento (por ejemplo, 1975; Robertson H. D., 1982;
Mellits K. H. y col., 1990, Nicholson A. W., 1996, Pe’ery T. y Mathews M. B. 1997).

Una "ADN polimerasa dependiente de ARN" o "transcriptasa inversa" es una enzima que es capaz de extender el
extremo 3’ de un acido nucleico que se hibrida con un molde de ARN para sintetizar ADN que es complementario al
molde ("ADN complementario" o "ADNc"). El extremo 3’ del acido nucleico que se extiende puede ser el extremo 3'
del mismo molde de ARN, en cuyo caso, la sintesis de ADNc se ceba intramolecularmente, o el extremo 3’ del acido
nucleico que se extiende puede ser el extremo 3’ de otro acido nucleico que sea diferente del molde de ARN y que
se hibrida con el molde de ARN, en cuyo caso, la sintesis de ADNc se ceba intermolecularmente. Todas las
transcriptasas inversas conocidas también tienen la capacidad de hacer una copia de ADN complementaria de un
molde de ADN; por lo tanto, son ADN polimerasas dependientes tanto del ARN como del ADN.

Como se usa en el presente documento, una "DNasa especifica monocatenaria” significa una DNasa que digiere
especificamente el ADN monocatenario, pero que no digiere el ARN monocatenario, o el ARN o ADN que se hibrida
o forma complejos con ARN o ADN complementarios, bien formando parte dicho ARN o ADN complementario de
otra molécula de acido nucleico (por ejemplo, mediante emparejamiento de bases intermolecular) o formando parte
de la misma molécula de acido nucleico (por ejemplo, mediante emparejamiento de bases intramolecular). La DNasa
especifica de ADN monocatenario puede ser una endonucleasa o una exonucleasa, siempre que esté activa en la
digestion especifica del ADN monocatenario a monémeros o oligodesoxirribonucleétidos cortos. En realizaciones
preferidas, los productos de digestion usando la DNasa especifica de ADN monocatenario no sirven como
cebadores en presencia de una molécula de acido nucleico monocatenario que sea capaz de servir como molde en
las condiciones de reaccion usadas en el procedimiento. La exonucleasa |, exonucleasa VIl y la exonucleasa Rec J
son ejemplos de DNasas especificas de ADN monocatenario.

Como se usa en el presente documento, una "RNasa especifica monocatenaria" significa una RNasa que digiere
especificamente el ARN monocatenario, pero que no digiere el ADN monocatenario, o el ARN o ADN que se hibrida
o forma complejos con ARN o ADN complementarios, bien formando parte dicho ARN o ADN complementario de
otra molécula de acido nucleico (por ejemplo, mediante emparejamiento de bases intermolecular) o formando parte
de la misma molécula de acido nucleico (por ejemplo, mediante emparejamiento de bases intramolecular). La RNasa
especifica de ARN monocatenario puede ser una endonucleasa o una exonucleasa, siempre que sea activa en la
digestion especifica del ARN monocatenario a monémeros u oligorribonucleétidos cortos que no sirvan como
cebadores en presencia de una molécula de acido nucleico monocatenario que pueda servir como molde en las
condiciones de reaccion usadas en el procedimiento. La RNasa | de E. coli es una RNasa especifica del ARN
monocatenario ilustrativa.

Una "poli-A polimerasa" o "poli(A) polimerasa" ("PAP") significa una ARN polimerasa independiente del molde que se
encuentra en la mayoria de los eucariotas, procariotas y virus eucariotas, que usa selectivamente ATP para
incorporar restos de AMP a extremos 3'-hidroxilados de ARN. Dado que las enzimas PAP que se han estudiado en
plantas, animales, bacterias y virus, todas catalizan la misma reaccion global (Edmonds, 1990), son altamente
conservadas estructuralmente (Gershon, 2000) y carecen de especificidad intrinseca por secuencias particulares o
tamafos de moléculas de ARN determinados si la PAP se separa de proteinas que reconocen las sefales de
poliadenilacion AAUAAA (Wilusz y Shenk, 1988), se pueden usar enzimas PAP de tipo silvestre y recombinantes
purificadas de cualquiera de una variedad de fuentes para la presente invencidon. Por ejemplo, en alguna
realizaciones de las composiciones, de los kits o de los procedimientos de la invencién, se fabrica un ARN
monocatenario o ARNm "poliadenilado” o "con cola de poli(A)" usando enzima PAP de Saccharomyces (por ejemplo,
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de S. cerevisiae) o enzima PAP de Escherichia (por ejemplo, E. coli) de tipo silvestre o recombinante. En algunas
realizaciones, el ARN monocatenario o ARNm poliadenilado o con cola de poli(A) comprende o consiste en uno o
mas ARN monocatenarios o ARNm que contienen nucledsidos que comprenden una o mas bases de acido nucleico
modificadas que dan lugar a una reduccion de la induccién o activacion de un sensor de ARN o mecanismo de
respuesta inmune innata en comparaciéon con los nucledsidos que comprenden bases de acido nucleico GAUC
canonicas (por ejemplo, cada una de las que codifican un factor de reprogramacion, por ejemplo, un factor de
induccion de células iPS). En ofras realizaciones, el ARN monocatenario o ARNm poliadenilado o con cola de poli(A)
comprende nucledsidos que comprenden solo bases de acido nucleico candnicas, y no comprende nucledsidos que
comprenden una o mas bases de acido nucleico modificadas que den lugar a una reduccién de la inducciéon o
activacion de un sensor de ARN o mecanismo de respuesta inmune innata en comparacion con las bases GAUC.

En algunas realizaciones preferidas de las composiciones, de los kits o de los procedimientos de la invencion, el
ARN monocatenario o ARNm comprende o consiste en ARN monocatenario o ARNm (o ARN monocatenario o
moléculas de ARNm) sintetizado in vitro (o transcrito in vitro), cada uno de los cuales "codifica" (o "presenta una
region de codificacion” o (secuencia de codificacion” ("cds") o "presenta un marco de lectura abierto" ("ORF") de una
proteina o de un polipéptido en particular (por ejemplo, un determinado factor de reprogramacion proteico o
polipeptidico), lo que significa que cada ARN monocatenario o ARNm presenta una agrupacion lineal de tripletes de
codones definidos por la secuencia de nucleétidos que se extiende desde el codén de inicio de la traduccion hasta el
codén de terminacion de la traduccién para una proteina o un polipéptido en particular. Ademas de presentar el ORF
de una determinada proteina, cada molécula de ARN monocatenario también puede presentar otras secuencias a 5’
o 3’ del ORF que se denominan "regiones no traducidas 5’ o 3", o "UTR 5’ o 3", que pueden cumplir diferentes
funciones. Por ejemplo, en algunas realizaciones preferidas, la UTR 5 comprende una secuencia consenso de
Kozak o una secuencia de Kozak. Una secuencia de Kozak es una secuencia que se produce en el ARNm eucariota
y que tiene el consenso (gcc)gccRccAUGG, en el que R es un purina (adenina o guanina) tres bases corriente arriba
del codon de inicio (AUG), que esta seguido de otra 'G' (Kozak M., 1987). La secuencia consenso de Kozak
desempeiia un papel importante en el inicio del procedimiento de traduccion.

En algunas realizaciones preferidas de las composiciones, de los kits o de los procedimientos de la invencion, el uno
o mas ARN monocatenarios o ARNm sintetizados in vitro y/o los ARN monocatenarios o ARNm purificados
presentan al menos una secuencia UTR 5’ heterdloga, secuencia de Kozak, secuencia IRES, o la secuencia UTR 3’
que da lugar a una mayor traduccion a la proteina codificada cuando dichos respectivos ARN monocatenarios se
introducen en células eucariotas en comparaciéon con los mismos ARN monocatenarios que no muestran dicha
secuencia UTR 5’ respectiva, secuencia de Kozak, secuencia IRES o secuencia UTR 3'. En algunas realizaciones
preferidas particulares, la UTR 5 o UTR 3’ es una secuencia presentada por un ARNm de alfa- (a-)globina o beta-
(B-)globina de Xenopus o humano, o en las que la UTR 5’ es una secuencia presentada por el ARN del virus del
ataque quimico del tabaco (TEV).

En algunas realizaciones preferidas de una composicion, de un kit y procedimiento de la invencién, la composicion
de ARN que comprende ARN monocatenario o ARNm se trata o se purifica (por ejemplo, tratando con una RNasa
especifica del ARN bicatenario (por ejemplo, una endorribonucleasa especifica del ARN bicatenario)(endoRNasa),
por ejemplo, RNasa Il recombinante o de tipo silvestre,o un fragmento activo o una variante de la misma), tratando
con un anticuerpo especifico del RN bicatenario y/o purificando mediante la extraccion con fenol-cloroformo, la
precipitacion con acetato de amonio o cromatografia, incluyendo la HPLC) (por ejemplo, antes del uso de dicha
composicion que comprende ARN monocatenario o ARNm en el procedimiento de la invencién para la
reprogramacion). En algunas realizaciones de las composiciones, de los kits y de los procedimientos de la invencion,
el ARN monocatenario o ARNm tratado o purificado presenta una caperuza 5 que comprende 7-metilguanina o un
analogo de caperuza antiinverso (ARCA, que incluye un ARCA con un grupo tio en el puente de trifosfato). En
algunas realizaciones, los ARN monocatenarios tratados, o el ARN monocatenario o ARNm purificado comprende
ademas una caperuza 5’ que tiene una estructura cap1, en la que el hidroxilo 2' de la ribosa del penultimo nucleétido
5’ esta metilado. En algunas realizaciones, en las que el ARN monocatenario o ARNm tratado o purificado presenta
una caperuza 5', el uno o mas ARN monocatenarios o ARNm sintetizados in vitro usados en dicho tratamiento y/o
dicha purificacion presentan la caperuza 5’ (es decir, antes de dicho tratamiento o purificacion). Por lo tanto, en
algunas realizaciones, el uno o mas ARN monocatenarios o ARNm sintetizados in vitro usados para dicho
tratamiento y/ dicha purificacion comprenden ARN monocatenarios o ARNm protegidos con caperuza. En algunas de
estas realizaciones, la una o mas moléculas de ARN monocatenario sintetizadas in vitro que presentan la caperuza
5’ se sintetizaron antes de dicho tratamiento y/o purificacion: (i) durante la transcripciéon mediante la incorporacion de
un analogo de caperuza (por ejemplo, un analogo de caperuza antiinverso o ARCA, o por ejemplo, un tio-ARCA)
durante la transcripcion in vitro (por ejemplo, usando el kit de transcripcion MESSAGEMAX™ T7 ARCA-CAPPED
MESSAGE o el kit de transcripcion de ARN con 5™C- y W IN-COGNITO™ T7 ARCA, CELLSCRIPT, INC., Madison,
WI, EE.UU.); o (ii) tras la transcripcion, incubando moléculas de ARN monocatenario transcritas in vifro con un
sistema enzimatico de proteccion con caperuza que comprende ARN guaniltransferasa en condiciones en las que
las moléculas de ARN monocatenario transcritas in vitro son protegidas con caperuza 5', incluyendo cuando el
sistema enzimatico de proteccion con caperuza genera la metilacion del hidroxilo 2’ de la ribosa en el penultimo
nucledtido 5 (por ejemplo, usando el sistema de produccion de ARNm convencional T7 mSCRIPT™, o usando un
sistema de transcripcién in vitro separado, tal como el kit de IVT de ARN convencional T7-SCRIBF™, el kit de
transcripcion de ARN con W INCOG-NITO™ T7 o el kit de transcripcion de ARN con W y 5mC INCOGNITO™ T7
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para obtener ARN monocatenario, y el sistema de proteccion con caperuza de m’G SCRIPTCAP™ para obtener
ARN capO (todos de CELLSCRIPT, Inc.); en algunas realizaciones preferidas, el sistema enzimatico de proteccion
con caperuza produce ademas la metilacion del hidroxilo 2’ de la ribosa en el penultimo nucleétido 5' para generar el
ARN cap1, y otra etapa de sintesis de dicho ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro comprende: incubar el
ARN monocatenario o ARNm transcrito in vitro con ARN 2'-O-metiltransferasa (por ejemplo, usando el kit de 2'-O-
metiltransferasa SCRIPTCAP™, CELLSCRIPT, INC.).

En algunas realizaciones preferidas de una composicion, de un kit y procedimiento de la invencion, en las que el
ARN monocatenario o ARNm tratado y/o purificado presenta una caperuza 5', el uno o mas ARN monocatenarios
sintetizados in vitro estan protegidos con caperuza; en algunas realizaciones, antes del uso de los ARN
monocatenarios o ARNm en un procedimiento de reprogramacién, otra etapa de sintesis de dichos ARN
monocatenarios o ARNm sintetizados in vitro comprende: tras la transcripcion, proteger con caperuza los ARN
monocatenarios tratados y/o purificados para generar ARN monocatenarios tratados protegidos con caperuza 5’ y/o
ARN monocatenarios purificados protegidos con caperuza 5'. En algunas realizaciones preferidas, dicha proteccion
con caperuza comprende la proteccién con caperuza con un sistema enzimatico de protecciéon con caperuza que
comprende ARN guaniltransferasa y 2'-O-metiltransferasa. En algunas realizaciones, dicha proteccién con caperuza
después de la transcripcion de los ARN monocatenarios tratados y/o purificados se realiza como se ha descrito
anteriormente y/o como se describe en la literatura del producto proporcionada con el sistema de proteccion con
caperuza de m’G SCRIPTCAP™, el kit de 2'-O-metiltransferasa SCRIPTCAP™ o el sistema de produccion de
ARNmM convencional T7 mSCRIPT™ con respecto a los componentes del sistema enzimatico de proteccién con
caperuza (todos de CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE.UU.).

En algunas realizaciones preferidas de una composicion, de un kit o de un procedimiento de la invencién, el uno o
mas ARN monocatenarios o ARNm sintetizados in vitro usados para dicho tratamiento estan significativamente libres
de ARN no protegidos con caperuza que presentan un grupo trifosfato 5° (que se considera que es un tipo de
"moléculas de ARN contaminantes" en el presente documento). En algunas realizaciones preferidas, la composicion
de ARN que comprende ARN monocatenario o ARNm tratado y/o purificado esta significativamente libre de ARN no
protegidos con caperuza que presentan un grupo trifosfato 5. En determinadas realizaciones, el uno o mas ARN
monocatenarios sintetizados in vifro usados para dicho tratamiento, los ARN monocatenarios tratados y/o los ARN
monocatenarios purificados consisten en una poblacion de moléculas de ARN monocatenario que tienen: (i) mas del
90 % de moléculas de ARN monocatenario protegido con caperuza; (ii) mas del 95 % de moléculas de ARN
monocatenario protegido con caperuza; (iii) mas del 98 % de moléculas de ARN monocatenario protegido con
caperuza; (i) mas del 99 % de moléculas de ARN monocatenario protegido con caperuza; o (v) mas del 99,9 % de
moléculas de ARN monocatenario protegido con caperuza. En algunas realizaciones en las que la poblacién de
moléculas de ARN monocatenario también comprende moléculas contaminantes de ARN no protegido con caperuza
que presentan un trifosfato 5’, antes de usar dicha composicion de ARN que comprende dichas moléculas de ARN
monocatenario para la reprogramacion, el procedimiento comprende ademas: incubar el uno o mas ARN
monocatenarios sintetizados in vitro usados para dicho tratamiento, o los ARN monocatenarios tratados o los ARN
monocatenarios purificados generados a partir del procedimiento con al menos una enzima para eliminar los grupos
trifosfato de los ARN monocatenarios no protegidos con caperuza contaminantes. En algunas realizaciones, la al
menos una enzima es una fosfatasa alcalina (por ejemplo, NTPhosphatase™, epicentre technologies, Madison, W],
EE.UU.) o con ARN 5’polifosfatasa (epicentre technologies); en algunas realizaciones en las que la al menos una
enzima es ARN 5’ polifosfatasa, dichas moléculas de ARN monocatenario para la reprogramacion se incuban
ademas con la nucleasa dependiente del fosfato 5 TERMINATOR™ (epicentre technologies) o exorribonucleasa de
Xrnl (por ejemplo, de Saccharomyces cerevisae) para digerir dicho ARN no protegido con caperuza del que se ha
eliminado el grupo trifosfato 5°. Estos procedimientos de incubacién con fosfatasa alcalina o con ARN 5'-polifosfatasa
y, opcionalmente, también con nucleasa dependiente de fosfato 5 TER-MINATOR™ o exorribonucleasa de Xrnl, son
particularmente Utiles para eliminar los ARN monocatenarios no protegidos con caperuza de los ARN
monocatenarios protegidos con caperuza que se fabricaron mediante la proteccion con caperuza durante la
transcripcion mediante la incorporacion de un analogo de caperuza durante una reaccién de transcripcion in vitro.

"Células madre", en el presente documento, significa células que tienen tres propiedades generales que las hacen
diferentes de otros tipos de células del organismo: (1) son capaces de autorrenovarse a largo plazo, lo que significa
que, a diferencia de las células especializadas o diferenciadas, que normalmente no se replican por si mismas,
pueden proliferar mediante la divisiéon de células individuales en dos células hijas que son idénticos a la célula madre
durante largos periodos; (2) no estan especializadas, lo que significa que no tienen ninguna estructura especifica
para realizar funciones especializadas; y (3) pueden dar lugar a tipos de células especializadas mediante un proceso
denominado "diferenciacion". Se puede encontrar informacién sobre células madre en un sitio web del National
Institutes of Health dedicado a ese fin (http:// seguido de "stemcells.nih.gov/info").

"Células madre pluripotentes”, en el presente documento, significa células que pueden dar lugar a cualquier tipo de
célula del organismo excepto a aquellas necesarias para apoyar y desarrollar un feto en el Utero.

Se usan diferentes procedimientos para analizar o evaluar una célula con respecto a su estado pluripotente. Por
ejemplo, a veces se usa el ensayo de diferenciacion espontanea del cuerpo embrioide (por ejemplo, véanse los
EJEMPLOS) para evaluar la capacidad de las células o de una estirpe celular para diferenciarse en células que
representan las tres capas germinales. Otro procedimiento que se usa es la realizacion de ensayos de inmunotincion
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fluorescente usando anticuerpos fluorescentes que se unen a proteinas que se sabe que se expresan en células
pluripotentes (por ejemplo, véanse lo EJEMPLOS). Otro tipo de ensayo mas que se puede realizar para evaluar la
pluripotencia es la reaccidon en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa cuantitativa o qRT-PCR, a veces,
simplemente denominada "gPCR". En estos ensayos, la qPCR se realiza para cuantificar el nivel relativo de
expresion de ciertos ARNm codificantes de proteinas que se sabe que se expresan o que se expresan en ciertos
niveles relativos en células pluripotentes en comparacion con los niveles de expresion de ciertos genes constitutivos
que se expresan de manera aproximadamente constitutiva. Los ejemplos de ARNm de pluripotencia que pueden
analizarse mediante gRT-PCR incluyen ARNm codificantes de CRIPTO, GDF3, NANOG, OCT4 y REX1 (véanse, por
ejemplo, los EJEMPLOS). Por ejemplo, en algunos ensayos de qRT-PCR realizados usando ARN celular total
aislado de 6 estirpes diferentes de IPSC generadas en los experimentos de reprogramacion descritos en el presente
documento, se midieron niveles significativamente mas altos de ARNm codificantes de CRIPTO, GDF3, NANOG,
OCT4 y REX1 en las estirpes de iPSC generadas a partir de la reprogramacion de ARNm con ARNm tratado con
RNasa lll o purificado mediante HPLC en comparacion con los medidos en los fibroblastos BJ de prepucio primarios
humanos originales y las células alimentadoras (NUFF) usadas en esos experimentos.

"Células madre pluripotentes inducidas" ("iPSC"), en el presente documento, significa células adultas que han sido
genéticamente inducidas o reprogramadas a un estado de células madre embrionaria al verse obligadas a expresar
genes y factores importantes para mantener ciertas propiedades definitorias de las células madre embrionarias, tales
como la expresion de marcadores de células madre embrionarias y la capacidad de diferenciacion en células de las
tres capas germinales.

Una "estirpe de iPSC", en el presente documento, significa células madre derivadas de una sola colonia de iPSC que
mantienen estas ciertas propiedades definitorias de las células madre embrionarias tras la propagacion repetida en
cultivo.

Un "factor de reprogramacion” significa una proteina, un polipéptido u otra biomolécula que, cuando se usa sola o en
combinacién con otros factores o condiciones, causa un cambio en el estado de diferenciacién de una célula en la
que se introduce o se expresa el factor de reprogramacion. En algunas realizaciones preferidas de los
procedimientos de la presente invencion, el factor de reprogramacion es una proteina o un polipéptido que es
codificado por un ARNm que se introduce en una célula, generando asi una célula que presenta un estado cambiado
de diferenciacion en comparacion con la célula en la que se introdujo el ARNm. En algunas realizaciones preferidas
de los procedimientos de la presente invencion, el factor de reprogramaciéon es un factor de transcripcion. Una
realizacion de un factor de reprogramacion usado en un procedimiento de la presente invencion es un "factor de
induccion de iPS", que significa una proteina, un péptido u otra biomolécula que, cuando se usa sola o en
combinacion con otros factores o condiciones, produce un cambio en el estado de diferenciacion de una célula en la
que se introduce y/o se expresa el factor de induccién de células iPS a una célula madre pluripotente inducida (o
iPSC).

Un "factor de reprogramacion de ARNm" significa un ARNm codificante de un factor de reprogramacién que consiste
en una proteina o un polipéptido. Un "factor de induccion de iPSC de ARNm" es una realizaciéon de un factor de
reprogramacion de ARNm, y significa un ARNm codificante de un factor de induccién de iPSC.

Las expresiones "mezcla de reprogramacion de ARNm" o "mezcla de factor de reprogramacion de ARNm" o "mezcla
de reprogramacion de ARN monocatenario” o "mezcla de factor de reprogramacion de ARN monocatenario” se usan
indistintamente en el presente documento, y significan una mezcla de ARNm codificantes de diferentes factores de
reprogramacion, cada uno de los cuales consiste en una proteina o un polipéptido.

De forma similar, Las expresiones "mezcla de reprogramacion de iPSC de ARNm" o "mezcla de factores de
induccion de iPSC de ARNm" o "mezcla de reprogramacion de iPSC de ARN monocatenario” o "mezcla de factores
de induccién de iPSC de ARN monocatenario” se usan indistintamente en el presente documento, y significan una
mezcla de ARNm codificantes de diferentes factores de induccién de iPSC, cada uno de los cuales consiste en una
proteina o en un polipéptido. Un "factor de induccién de células iPS" o "factor de induccién de iPSC" es una proteina,
un polipéptido u otra biomolécula que, cuando se usa sola o en combinacién con otros factores de reprogramacion,
produce la generacion de una célula desdiferenciada o células iPS de células somaticas. Los ejemplos de factores
de induccion de células iPS incluyen OCT4, SOX2, c-MYC, KLF4, NANOG y LIN28. Los factores de induccion de
células iPS incluyen secuencias polipeptidicas de longitud completa o fragmentos biolégicamente activos de las
mismas. Del mismo modo, un ARNm codificante de un factor de inducciéon de células iPS puede codificar un
polipéptido de longitud completa o fragmentos biol6gicamente activos del mismo. Las secuencias de molde de ADN
para los ARNm codificantes de los factores de induccién de iPS ilustrativos se muestran en las SEQ ID NO: 2-10. En
determinadas realizaciones, la presente invencién emplea las secuencias de molde de ADN o secuencias similares
que se muestran en estas SEQ ID NO, incluyendo las secuencias de molde de ADN codificantes de moléculas de
ARN monocatenario o de ARNm que comprenden ademas, unidos a estas secuencias de ARN monocatenario o
ARNm, oligorribonucleétidos que presentan cualquiera de las secuencias UTR 5 y 3', secuencias de Kozak,
secuencias EXP, nucledtidos con caperuza y/o secuencias de poli(A) usadas en los experimentos descritos en el
presente documento (por ejemplo, como se muestra en SEQ ID NO. 1), u otras UTR u otras secuencias que son
conocidas en la técnica en general o que se descubriran en el futuro, que pueden usarse en lugar de las que se usan
en el presente documento, uniéndolas a estas secuencias de ARNm codificantes de proteinas con el fin de optimizar
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la traduccion de las respectivas moléculas de ARNm en las células y mejorar su estabilidad en la célula para realizar
los procedimientos descritos en el presente documento.

"Diferenciacion” o "diferenciacion celular” significa el proceso bioldgico que ocurre de forma natural mediante el que
una célula que presenta un estado de diferenciacion o un tipo celular menos especializado (por ejemplo, un évulo
fertilizado, una célula de un embrién o una célula de un organismo eucariota) se convierte en una célula que
presenta un estado de diferenciacién o tipo celular mas especializado. Los cientificos, incluyendo los bidlogos,
bidlogos celulares, inmunodlogos y embridlogos, usan una variedad de procedimientos y criterios para definir,
describir o caracterizar diferentes células segun su “tipo celular”, “estado diferenciado” o “estado de diferenciacion”.
En general, una célula se define, describe o cataliza con respecto a su “tipo celular’, “estado diferenciado” o “estado
de diferenciacion” en funcion de uno o mas fenotipos presentados por esa célula, fenotipos que incluyen la forma,
una actividad o funcién bioquimica o metabdlica, la presencia de ciertas biomoléculas en la célula (por ejemplo,
basandose en manchas que reaccionan con biomoléculas especificas), o en la célula (por ejemplo, basandose en la
union de uno o mas anticuerpos que reaccionan con biomoléculas especificas en la superficie celular). Por ejemplo,
en algunas realizaciones, se pueden identificar y clasificar diferentes tipos de células usando un clasificador de
células o un instrumento clasificador de células activadas por fluorescencia (FACS). La "diferenciacion" o
"diferenciacion celular” se puede producir también en células en cultivo. Como se usa en el presente documento, se
entendera que la diferencia entre una célula que presenta un primer estado de diferenciacién, estado diferenciado,
tipo de célula o fenotipo, y una célula que presenta un segundo estado de diferenciacion, estado diferenciado, tipo
de célula o fenotipo puede variar desde una diferencia en la expresion relativa de una sola proteina a diferencias en
la expresion de multiples proteinas; por lo tanto, en algunas realizaciones, la célula que presenta un segundo estado
de diferenciacion, estado diferenciado, tipo de célula o fenotipo difiere de la célula que presenta un primer estado de
diferenciacion, estado diferenciado, tipo de célula o fenotipo, porque la célula que presenta un segundo estado de
diferenciacion, estado diferenciado, tipo de célula o fenotipo expresa una proteina o multiples proteinas que esta o
estan codificadas por una molécula de ARNm que se introducen en la célula que presenta el primer estado de
diferenciacion, estado diferenciado, tipo de célula o fenotipo, mientras que, en otras realizaciones, la célula que
presenta un segundo estado de diferenciacion, estado diferenciado, tipo de célula o fenotipo difiere de la célula que
presenta un primer estado de diferenciacion, estado diferenciado, tipo de célula o fenotipo, porque la célula que
presenta un segundo estado de diferenciacion, estado diferenciado, tipo de célula o fenotipo expresa una o mas
proteinas que estan inducidas por moléculas de ARNm que se introducen en la célula que presenta el primer estado
de diferenciacién, estado diferenciado, tipo de célula o fenotipo, incluso aunque una o mas de esas proteinas
pueden no estar codificadas por dichas moléculas de ARNm que se introducen en la célula que presenta un primer
estado de diferenciacion, estado diferenciado, tipo de célula o fenotipo.

El término "reprogramacion”, como se usa en el presente documento, significa un procedimiento inducido o no
natural de cambio de estado de diferenciacion o fenotipo de una célula en respuesta a la administraciéon de uno o
mas factores de reprogramacion en el célula, directamente (por ejemplo, mediante la administracion de factores de
reprogramacion proteicos o polipeptidicos en la célula) o indirectamente (por ejemplo, mediante la administracion del
preparado de ARN purificado de la presente invencién que comprende una o mas moléculas de ARNm, cada una de
las cuales codifica un factor de reprogramacion) y mantiene las células en condiciones (por ejemplo, medio,
temperatura, niveles de oxigeno y de CO, matriz, factores de crecimiento, citocinas, inhibidores de citocinas y otras
condiciones ambientales) que son propicias para la diferenciacion. El término "reprogramacién”, como se usa en el
presente documento, no pretende significar ni referirse a una direccion o via de diferenciacion especifica (por
ejemplo, de un tipo celular menos especializado a un tipo celular mas especializado), y no excluye procedimientos
que proceden en una direccién o via de diferenciacion de lo que normalmente se observa en la naturaleza. Por lo
tanto, en diferentes realizaciones de la presente invencion, "reprogramacion” significa e incluye todos y cada uno de
los siguientes:

(1) "Desdiferenciacion”, que significa un proceso mediante el que una célula que presenta un estado de
diferenciacion o tipo de célula mas especializado (por ejemplo, un fibroblasto de mamifero, un queratinocito, una
célula muscular o una célula neuronal) se convierte en una célula que presenta un estado de diferenciacion o tipo
celular menos especializado (por ejemplo, una célula iPS);

(2) "Transdiferenciacion”, que significa un proceso mediante el que una célula que presenta un estado de
diferenciacion o tipo de célula mas especializado (por ejemplo, un fibroblasto de mamifero, un queratinocito o
una célula neuronal) se convierte en una célula que presenta otro estado de diferenciacion o tipo celular mas
especializado (por ejemplo, de un fibroblasto o queratinocito a una célula muscular); y

(3) "Rediferenciacion” o "diferenciacion esperada” o “diferenciacion natural”, que significa un proceso mediante el
que una célula que presenta cualquier estado de diferenciacion o tipo celular particular se convierte en una célula
que presenta otro estado de diferenciacién o tipo celular como cabria esperar en la naturaleza si la célula
estuviera presente en su lugar o entorno natural (por ejemplo, en un embrién o un organismo), ya sea que dicho
proceso se produzca in vivo en un organismo o en cultivo (por ejemplo, en respuesta a uno o mas factores de
reprogramacion).

Una "RNasa especifica de ARN bicatenario", en el presente documento, significa una exorribonucleasa o
endorribonucleasa que digiere ARN bicatenario, pero no ARN monocatenario, a monorribonucleétidos o

63



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2676 600 T3

oligorribonucledtidos pequefios (por ejemplo, a oligorribonucledtidos que tienen un tamafio inferior a
aproximadamente 30 nucleoétidos), pero que no digiere ARN monocatenario.

Una "exorribonucleasa 3’ a 5’ especifica del ARN bicatenario" significa e incluye cualquier exorribonucleasa que
digiere ARN bicatenario, pero no ARN monocatenario, en una direccion de 3’ a 5', comenzando desde los extremos
3’ que estan hibridados a un ARN complementario.

La expresion "composicion de ARN purificado o tratado" (que, cuando se usa en un procedimiento de la presente
invencion, a veces se denomina solo "ARN monocatenario”, "ARNm" o una "composiciéon de ARN"), pretende
significar una composicion que comprende o consiste en uno o mas ARN monocatenarios o ARNm tratados o
purificados que estan sustancialmente libres, casi libres, esencialmente libres, practicamente libres, extremadamente
libres o absolutamente libres de moléculas de ARN bicatenario como se define en el presente documento.

Por ejemplo, una composicién de ARN, o ARN monocatenario o ARNm, que esta sustancialmente libre de moléculas
de ARN bicatenario contendria menos de cinco nanogramos de ARN bicatenario de un tamafo superior a
aproximadamente 40 pares de bases de longitud por microgramo de ARN.

Por ejemplo, una composicién de ARN, o ARN monocatenario o ARNm, que esta casi libre de moléculas de ARN
bicatenario contendria menos de un nanogramo de ARN bicatenario de un tamafo superior a aproximadamente 40
pares de bases de longitud por microgramo de ARN.

Por ejemplo, una composicion de ARN, o ARN monocatenario o ARNm, que esta esencialmente libre de moléculas
de ARN bicatenario contendria menos de 0,5 nanogramos de ARN bicatenario de un tamafio superior a
aproximadamente 40 pares de bases de longitud por microgramo de ARN.

Por ejemplo, una composicion de ARN, o ARN monocatenario o ARNm, que esta practicamente libre de moléculas
de ARN bicatenario contendria menos de 100 picogramos de ARN bicatenario de un tamafio superior a
aproximadamente 40 pares de bases de longitud por microgramo de ARN.

Por ejemplo, una composicion de ARN, o ARN monocatenario o ARNm, que estd extremadamente libre de
moléculas de ARN bicatenario contendria menos de 10 picogramos de ARN bicatenario de un tamafo superior a
aproximadamente 40 pares de bases de longitud por microgramo de ARN.

Por ejemplo, una composicion de ARN, o ARN monocatenario o ARNm, que esta absolutamente libre de moléculas
de ARN bicatenario contendria menos de 2 picogramos de ARN bicatenario de un tamafio superior a
aproximadamente 40 pares de bases de longitud por microgramo de ARN.

De forma similar, también se entendera en el presente documento que una "composicion de ARN" o una
"composiciéon de ARN monocatenario” o "moléculas de ARN monocatenario” o "ARNm" o una "mezcla de
reprogramacion” o una "mezcla de reprogramacion de ARN monocatenario” o una "mezcla de reprogramacion de
ARNmM " o0 una "mezcla de reprogramacion de iPSC de ARN monocatenario" o una "mezcla de reprogramacion de
iPSC de ARNm" o una "mezcla de induccion de iPSC de ARN monocatenario" o una "mezcla de factores de
reprogramacion de ARNm" o "una mezcla de factores de reprogramacion” o " una mezcla de factores de induccion
de iPSC" (o similar) que esta o estan "practicamente libres", "extremadamente libres" o "absolutamente libres" de
ARN bicatenario en el presente documento significa que menos de 100 picogramos, menos de 10 picogramos o
menos de 2 picogramos, respectivamente de ARN bicatenario de un tamafo superior a aproximadamente 40 pares
de bases esta presente por microgramo de ARN en dicha composicion de ARN, composicion de ARN
monocatenario, moléculas de ARN monocatenario, ARN monocatenario, ARNm, mezcla de reprogramacion de iPSC
de ARN monocatenario, mezcla de reprogramacion de iPSC de ARNm, mezcla de factores de reprogramacion de
ARNmM, mezcla de factores de reprogramacion, mezcla de factores de induccién de iPSC, o similares. En algunas
realizaciones, la cantidad de ARN bicatenario se determina usando un ensayo de transferencia de puntos, en el que
la cantidad de ARN bicatenario se cuantifica mediante un inmunoensayo usando el anticuerpo especifico del ARN
bicatenario J2 (English & Scientific Consulting, Szirak, Hungria) (por ejemplo, en comparacién con cantidades
conocidas de patrones de ARN bicatenario manchados en membranas de nylon en ensayos paralelos usando
procedimientos idénticos o equivalentes a los descritos en el presente documento). En otras realizaciones, la
cantidad de ARN bicatenario se determina mediante otro procedimiento, tal como mediante HPLC comparativa
usando patrones conocidos.

Descripcidn de la invencion

La invencion se expone en las reivindicaciones adjuntas. Las realizaciones de la descripcion que no entran dentro
del ambito de las reivindicaciones se proporcionan solo con fines ilustrativos y no forman parte de la presente
invencion.

En algunas realizaciones, la presente invencion se refiere a composiciones y a procedimientos para reprogramar
células somaticas a células madre pluripotentes. Por ejemplo, la presente invencion proporciona composiciones de
ARN que comprenden ARN monocatenario (por ejemplo, moléculas de ARNm) y su uso en la reprogramacion de
células somaticas humanas o animales (por ejemplo, de mamifero) a células madre pluripotentes. Por ejemplo, en
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algunas realizaciones, la invencion proporciona moléculas de ARN monocatenario modificadas con pseudouridina
(modificadas con W) y/o modificadas con 5-metilcitidina (m°C), que estan al menos practicamente libres de
moléculas de ARN bicatenario, mas preferentemente, al menos extremadamente libres de moléculas de ARN
bicatenario, y lo mas preferentemente, absolutamente libres de moléculas de ARN bicatenario, y que codifican
factores de reprogramacion.

Los experimentos realizados durante el desarrollo de las realizaciones de la presente invencién demostraron que las
moléculas de ARNm se pueden administrar a las células e inducir un proceso de desdiferenciacion para generar
células desdiferenciadas, que incluyen células madre pluripotentes. Por lo tanto, la presente invencion proporciona
composiciones y procedimientos para generar células desdiferenciadas o iPS. De forma sorprendente, la
administracion de ARNm monocatenario que esta al menos practicamente libre, y preferentemente, al menos
extremadamente libre o al menos absolutamente libre de ARN bicatenario puede proporcionar una generacion
altamente eficaz de células desdiferenciadas o iPS. De forma inesperada y sorprendente, no solo ARNm modificado,
tal como ARNm modificado con pseudouridina (W) y/o 5-metilcitidina (m®C) codificantes de factores de induccién de
células iPS, sino también ARNm no modificado codificante de dichos factores de induccién de células iPS, dan lugar
a la generacion altamente eficaz de células desdiferenciadas o células iPS.

En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona procedimientos de desdiferenciacion de una célula
somatica que comprenden: introducir ARNm codificante de uno o mas factores de induccién de iPSC en una célula
somatica para generar una célula desdiferenciada.

En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona procedimientos de desdiferenciacion de una célula
somatica que comprenden: introducir una composicién de ARN monocatenario que comprende moléculas de ARNm
codificantes de uno o mas factores de induccién de iPSC en una célula somatica; y mantener la célula en
condiciones en las que la célula sea viable y el ARNm que se introduce en la célula se exprese en cantidad
suficiente y durante el tiempo suficiente para generar una célula desdiferenciada. En algunas realizaciones
preferidas, la célula desdiferenciada es una célula madre pluripotente inducida (iPSC). En algunas realizaciones de
los procedimientos de la presente invencion para reprogramar una célula de un primer estado de diferenciacion o
fenotipo a un segundo estado de diferenciacion o fenotipo que comprende una célula iPS, o de composiciones,
sistemas o kits que realizan dicho procedimiento, o de composiciones que resultan del uso de dichos
procedimientos, la célula iPS expresa el marcador interno especifico de la masa celular NANOG (que es un
marcador usado para ensayar si una célula desdiferenciada es una célula iPS, por ejemplo, Véase Ganzalez y col.,
2009, y Huangfu y col., 2008). En algunas otras realizaciones de los procedimientos de la presente invencién para
reprogramar una célula de un primer estado de diferenciacién o fenotipo a un segundo estado de diferenciaciéon o
fenotipo que comprende una célula iPS, o de composiciones, sistemas o kits que realizan dicho procedimiento, o de
composiciones que resultan del uso de dichos procedimientos, la célula iPS expresa TRA-1-60 (que se considera un
marcador mas estricto de células iPS totalmente reprogramadas usado para ensayar si una célula desdiferenciada
es una célula iPS, por ejemplo, véase Chan y col., 2009). En realizaciones preferidas de este procedimiento o de las
composiciones, sistemas o kits que realizan dicho procedimiento, o de composiciones que resultan del uso de dichos
procedimientos, la composicién de ARN que comprende ARN monocatenario o ARNm usada para dicha introduccién
esta sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, practicamente libre, extremadamente libre o
absolutamente libre de ARN bicatenario.

En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona procedimientos para cambiar el estado de
diferenciacion (o estado diferenciado) de una célula eucariota (por ejemplo, una célula humana o animal) que
comprende: introducir una composicién de ARN monocatenario que comprende moléculas de ARNm codificantes de
uno o mas factores de reprogramacion en una célula; y mantener la célula en condiciones en las que la célula sea
viable y el ARNm que se introduce en la célula se exprese o se traduzca en proteinas en cantidades suficientes y
durante el tiempo suficiente para generar una célula, en los que la célula presenta un estado cambiado de
diferenciacion en comparacion con la célula en la que se introdujo el ARNm. En realizaciones preferidas de este
procedimiento, la composicion de ARN monocatenario esta sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre,
practicamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario.

En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona procedimientos para cambiar el estado de
diferenciacion de una célula eucariota (por ejemplo, una célula humana o animal) que comprende: introducir una
composicion de ARN monocatenario que comprende de ARNm codificante de uno o mas factores de reprogramacion
en una célula; y mantener la célula en condiciones en las que la célula sea viable y el ARNm que se introduce en la
célula se exprese o se traduzca en proteinas en cantidades suficientes y durante el tiempo suficiente para generar
una célula presente un estado de diferenciacion cambiado en comparacién con la célula en la que se introdujo el
ARNm. En realizaciones preferidas de este procedimiento, la composicion de ARN monocatenario esta
sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libres, practicamente libres, extremadamente libre o absolutamente
libre de ARN bicatenario. En algunas realizaciones, el estado de diferenciacion cambiado es un estado de
diferenciacion de desdiferenciacion en comparacion con la célula en la que se introdujo el ARNm. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, la célula que presenta el estado de diferenciacién cambiado es una célula madre pluripotente
que esta desdiferenciada en comparacion con una célula somatica en la que se introdujo el ARNm (por ejemplo, una
célula somatica que se diferencia en un fibroblasto, un cardiomiocito u otro tipo de célula diferenciada). En algunas
realizaciones, la célula en la que se introduce el ARNm es una célula somatica de un linaje, fenotipo o funcion, y la
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célula que presenta el estado de diferenciacién cambiado es una célula somatica que presenta un linaje, un fenotipo
o una funcién que es diferente al de la célula en la que se introdujo el ARNm; por lo tanto, en estas realizaciones, el
procedimiento da lugar a la transdiferenciacion (Graf y Enver, 2009).

Los procedimientos de la invencién no se limitan a una célula en la que se introduce el ARNm en particular. En
algunas realizaciones de cualquiera de los procedimientos de reprogramacion de una célula eucariota, la célula en la
que se introduce el ARNm se deriva de cualquier eucariota multicelular. En algunas realizaciones preferidas, la
célula en la que se introduce el ARNm se selecciona entre una célula humana y una célula animal. En otras
realizaciones, la célula en la que se introduce el ARNm se selecciona entre una célula vegetal o fungica. En algunas
realizaciones de cualquiera de los procedimientos de reprogramacion de una célula eucariota, la célula en la que se
introduce el ARNm es una célula normal que procede de un organismo que esta exento de una enfermedad
conocida. En algunas realizaciones de cualquiera de los procedimientos de reprogramacion de una célula eucariota,
es una célula de un organismo que tiene una enfermedad conocida. En algunas realizaciones de cualquiera de los
procedimientos de reprogramacion de una célula eucariota, la célula en la que se introduce el ARNm es una célula
que esta exenta de una patologia conocida. En algunas realizaciones de cualquiera de los procedimientos de
reprogramacion de una célula eucariota, la célula en la que se introduce el ARNm es una célula que presenta un
estado patolégico o una patologia conocida (por ejemplo, una célula cancerosa o una célula beta pancreatica que
presenta propiedades metabdlicas caracteristicas de una célula diabética).

La invencion no se limita al uso de un tipo especifico de célula (por ejemplo, a un tipo de célula somatica especifica)
en las realizaciones de los procedimientos que comprenden la introduccion de ARNm codificante de uno o mas
factores de induccion de células iPSC con el fin de generar una célula desdiferenciada ( por ejemplo, una célula
desdiferenciada o una célula iPS). Se contempla cualquier célula que se someta a desdiferenciacion usando factores
de induccioén de células iPS. Dichas células incluyen, aunque sin limitacion, fibroblastos, queratinocitos, adipocitos,
linfocitos, linfocitos T, linfocitos B, células de sangre de cordéon mononuclear, células de mucosa bucal, células
hepaticas, HeLa, MCF-7 u otras células cancerosas. En algunas realizaciones, las células residen in vitro (por
ejemplo, en cultivo) o in vivo. En algunas realizaciones, cuando se generan en cultivo, se usa un medio
acondicionado libre de células (por ejemplo, un medio acondicionado por fibroblastos embrionarios de ratén o
acondicionado por MEF). Por ejemplo, en algunas realizaciones de los procedimientos de reprogramacion de una
célula humana o de mamifero que presenta un primer estado diferenciado o fenotipo a un segundo estado
diferenciado o fenotipo mediante la introduccién repetida o continua de ARN monocatenario o ARNm codificante de
uno o mas factores de reprogramacion, las células de dicha reprogramacioén se incuban sobre células alimentadoras
durante y/o después de dicha introduccion; en otras realizaciones, las células se incuban en un medio acondicionado
con MEF (por ejemplo, preparado segun lo descrito por Xu y col., 2001) en ausencia de células alimentadoras
durante y/o después de dicha introduccion, en lugar de sembrarlas en placa sobre una capa alimentadora. En
algunas realizaciones, este procedimiento es mas rapido y mas eficaz que otros procedimientos de reprogramacion
con los protocolos publicados que comprenden transfectar células con plasmidos de ADN o vectores lentiviricos
codificantes de los mismos o factores de reprogramacion similares en un medio no acondicionado con MEF (por
ejemplo, Aoi y col., 2008). En algunas otras realizaciones, se usa el medio de reprogramacion de ARNm de
Stemgent PLURITON™ para cultivar las células somaticas que se transfectan con la composicion de ARN purificado
que comprende moléculas de ARN monocatenario codificantes de uno o mas factores de induccion de células iPS
hasta que se inducen células desdiferenciadas o iPS, después de lo que las células desdiferenciadas o iPS, o las
colonias de iPSC se cultivan en otro medio, tal como el medio NUTRISTEM™. En algunas otras realizaciones (por
ejemplo, como se describe en el EJEMPLO 11), se usa otro medio (por ejemplo, el medio de reprogramacion sin
alimentadoras desarrollado por los presentes inventores para reprogramar fibroblastos humanos a iPSC) para la
reprogramacion y, en algunas otras realizaciones (por ejemplo, como se describe en el EJEMPLO 11), se usa otro
medio para el mantenimiento de las iPSC o colonias de iPSC generadas a partir de la reprogramacion (por ejemplo,
para evitar la rediferenciacion de las células o colonias iPS o desdiferenciadas en células somaticas. Como se
demuestra mas adelante, dicho medio de reprogramacion sin alimentadoras proporciond una mejor generacion y sin
alimentadoras de células y colonias desdiferenciadas o iPS a partir de células somaticas humanas (por ejemplo,
fibroblastos). La invencion no se limita, sin embargo, a las condiciones de cultivo usadas. Cualquier condiciéon de
cultivo o medio ahora conocidos o identificados posteriormente como Utiles para los procedimientos de la invencién
(por ejemplo, para generar células desdiferenciadas o células iPS a partir de células somaticas y mantener dichas
células) se contempla para su uso con la invencion. Por ejemplo, aunque no se prefiere, en algunas realizaciones del
procedimiento, se usa una capa de células alimentadoras en lugar de medio acondicionado para cultivar las células
que se tratan usando el procedimiento.

En algunas realizaciones de estos procedimientos, la etapa de introduccion de ARNm comprende administrar el
ARNm en la célula (por ejemplo, una célula somatica humana o de otro animal) con un reactivo de transfeccién (por
ejemplo, reactivo de transfeccion de ARNm TRANSIT™, MirusBio, Madison, WI). Sin embargo, la invencién no esta
limitada por la naturaleza del procedimiento de transfeccién usado. De hecho, se contempla cualquier procedimiento
de transfecciéon conocido o identificado en el futuro que sea capaz de administrar moléculas de ARNm en células in
vitro o in vivo, incluyendo los procedimientos que administran el ARNm a las células en cultivo o en un medio que
soporte la vida, ya sea que dichas células comprendan células aisladas o células que comprendan un tejido u 6rgano
eucariota, o procedimientos que comprendan administrar el ARNm in vivo en las células de un organismo, tal como
un ser humano, animal, planta u hongo. En algunas realizaciones, el reactivo de transfeccion comprende un lipido
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(por ejemplo, liposomas, micelas, etc.). En algunas realizaciones, el reactivo de transfecciéon comprende una
nanoparticula o un nanotubo. En algunas realizaciones, el reactivo de transfeccion comprende un compuesto
catiénico (por ejemplo, polietilenimina o PEI). En algunas realizaciones, el procedimiento de transfeccion usa una
corriente eléctrica para administrar el ARNm en la célula (por ejemplo, mediante electroporacion).

Los datos presentados en el presente documento muestran que, con respecto al ARNm introducido en la célula,
ciertas cantidades de los ARNm usados en los EJEMPLOS descritos en el presente documento dieron lugar a una
mayor eficacia y a la induccién mas rapida de células madre pluripotentes a partir de las células somaticas
particulares usados de otras cantidades de ARNm. Sin embargo, los procedimientos de la presente invencion no se
limitan al uso de una cantidad especifica del ARNm de introduccion en la célula. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, se uso un total de tres dosis, comprendiendo cada dosis 18 microgramos de cada uno de seis ARNm
diferentes, cada uno codificando un factor de reprogramacion humano diferente, para introducir el ARNm en
aproximadamente 3 x 10° fibroblastos humanos en una placa de 10 cm (por ejemplo, administrado usando un
reactivo de transfeccion que contenia lipidos), aunque, en otras realizaciones, se usaron cantidades mayores o
menores de los ARNm para introducirlas en las células.

La invencién no se limita a una forma quimica en particular del ARNm usado, siempre que la forma particular de
ARNm funcione para su aplicacién prevista, aunque ciertas formas de ARNm pueden producir resultados mas
eficaces, que son realizaciones preferidas en el presente documento. En algunas realizaciones preferidas, el ARNm
esta poliadenilado. Por ejemplo, en algunas realizaciones preferidas, el ARNm comprende una cola de poli-A (por
ejemplo, una cola de poli-A que tiene 50-200 nucledtidos, por ejemplo, preferentemente 100-200, 150-200
nucleétidos o mas de 150 nucleétidos), aunque, en algunas realizaciones, se usa una cola de poli A mas larga o mas
corta. En algunas realizaciones, el ARNm usado en los procedimientos esta protegido con caperuza. Para aumentar
al maximo la eficacia de la expresion y para reducir al minimo la respuesta inmune innata en las células, se prefiere
que la mayoria, y mas preferentemente, todas o sustancialmente todas las moléculas de ARNm contengan un
caperuza. Por lo tanto, en algunas realizaciones preferidas, las moléculas de ARNm usadas en los procedimientos
se sintetizan in vitro incubando ARN primario no protegido con caperuza en presencia de un sistema enzimatico de
proteccién con caperuza, lo que puede dar lugar al aproximadamente 100 % de las moléculas de ARN protegidas
con caperuza. En realizaciones preferidas, se protegen con caperuza mas del 90 %, mas del 95 % o mas del 98 %
de las moléculas de ARNm. En realizaciones incluso mas preferidas, se protege con caperuza mas del 99 %, mas
del 99,5 % o mas del 99,9 % de la poblacion de moléculas de ARNm. En realizaciones preferidas, las moléculas de
ARNm usadas en los procedimientos de la presente invencion tienen un caperuza con una estructura cap1, en la
que el penultimo nucleétido con respecto al nucleétido con caperuza tiene un grupo metilo en la posicion 2' de la
ribosa. Por ejemplo, en algunas realizaciones, se sintetiza ARNm que tiene estructura cap1 incubando en ARN
transcrito in vitro con enzima de proteccién con caperuza SCRIPTCAP™ vy las enzimas 2'-O-metiltransferasa
SCRIPTCAP™ (CELLSCRIPT, INC., Madison, WI) o los componentes enzimaticos de proteccién con caperuza
equivalentes del sistema de producciéon de ARNm convencional T7 mSCRIPT™, como se describe en la literatura
del producto provista con esos productos (CELLSCRIPT, INC., Madison, WI). En algunas realizaciones, el ARNm
usado en los procedimientos de la presente invencion tienen un nucleétido con caperuza modificado. Por ejemplo,
en algunas realizaciones, el ARNm que comprende un nucleétido con caperuza modificado se sintetiza como se
describe en la solicitud de patente de EE.UU. con n.° de serie 11/787352 (Publicacién n.° 20070281336). Por lo
tanto, en algunas realizaciones preferidas, el ARN primario usado en la reaccion de enzima de proteccion con
caperuza se sintetiza mediante transcripcion in vitro (IVT) de una molécula de ADN codificante del ARN que se va a
sintetizar. EI ADN codificante del ARN que se va a sintetizar se une a un promotor de ARN polimerasa, al que se une
una ARN polimerasa e inicia la transcripcion a partir de entonces. La IVT se puede realizar usando cualquier ARN
polimerasa siempre que la sintesis del molde codificante del ARN se inicie especifica y suficientemente a partir de un
promotor de ARN polimerasa afin respectivo. En algunas realizaciones preferidas, la ARN polimerasa se selecciona
entre la ARN polimerasa de T7, la ARN polimerasa de SP6 y la ARN polimerasa de T3.

Por lo tanto, se prefiere ARNm que tenga una estructura cap1, preparado mediante la proteccion con caperuza
posterior a la transcripcion de ARN transcrito in vitro para los procedimientos que comprenden introducir ARNm
purificado que comprende o consiste en al menos un ribonucledsido modificado, cuyo ARNm codifica al menos un
factor de reprogramacion, en una célula que presenta un primer estado diferenciado o fenotipo para generar una
célula reprogramada que presente un segundo estado diferenciado o fenotipo. Sin embargo, en algunas otras
realizaciones, el ARN protegido con caperuza se sintetiza durante la transcripcion usando un analogo de proteccion
con caperuza dinucleotidico en la reaccion de IVT (por ejemplo, usando un kit AMPLICAP™ T7 o un kit de
transcripcion MESSAGEMAX™ T7 ARCA-CAPPED MESSAGE; CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE.UU.). Si la
proteccion con caperuza se realiza durante la transcripcion, Preferentemente, el analogo de caperuza dinucleotidico
es un analogo de caperuza antiinverso (ARCA). Sin embargo, se prefiere el uso de una reaccion de IVT separada,
seguida de un sistema enzimatico de proteccion con caperuza, que dé lugar a aproximadamente un 100 % del ARN
protegido con caperuza, frente a la proteccidon con caperuza durante la transcripcion, que normalmente da lugar al
aproximadamente 80 % del ARN protegido con caperuza. Por lo tanto, en algunas realizaciones preferidas, un alto
porcentaje de las moléculas de ARNm usadas en un procedimiento de la presente invencion estan protegidas con
caperuza (por ejemplo, mas del 80 %, mas del 90 %, mas del 95 %, mas del 98 %, mas del 99 %, mas del 99,5 % o
mas del 99,9 % de la poblacion de moléculas de ARNm estan protegidas con caperuza). En algunas realizaciones
preferidas, el ARNm usado en los procedimientos de la presente invencién tiene un caperuza con una estructura

67



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2676 600 T3

cap1, que significa que el penultimo nucleétido con respecto al nucledtido con caperuza tiene un grupo metilo en la
posicion 2' de la ribosa. El ARN protegido con caperuza sintetizado durante la transcripcion mediante el uso de un
analogo de caperuza dinucleotidico en la reaccion de IVT puede convertirse en ARNm que tiene una estructura cap1
mediante la incubaciéon de dicho ARN protegido con caperuza con una enzima ARN 2'-O-metiltransferasa (por
ejemplo, enzima 2'-O-metil-transferasa SCRIPTCAP™, CELLSCRIPT, INC.) de acuerdo con la informacién y los
protocolos proporcionados en la literatura del producto.

Los presentes investigadores habian descubierto previamente que el ARNm de cap1 se suele expresar en proteina a
niveles mas altos que el ARNm de capO correspondiente cuando se introduce en células vivas en cultivo. Por lo
tanto, se prefiere el uso de ARNm que tenga una estructura cap1 para todos los procedimientos del presente
documento. Sin embargo, aunque se prefiere ARNm que tenga una estructura cap1, en algunas realizaciones, el
ARNm usado en los procedimientos tiene un caperuza con una estructura capO, que significa que el penultimo
nucledtido con respecto al nucledtido con caperuza no tiene un grupo metilo en la posicion 2' de la ribosa. Con
algunos productos de transcripcion, pero no todos, la transfeccion de células eucariotas con ARNm que tiene una
caperuza con una estructura cap1 da lugar a un nivel superior o mayor duracion de la expresion proteica en las
células transfectadas en comparacion con la transfeccién de las mismas células con el mismo ARNm, pero con un
caperuza que tiene una estructura capO. En algunas realizaciones, el ARNm usado en los procedimientos de la
presente invencioén tienen un nucleétido con caperuza modificado.

En algunos experimentos realizados antes de los experimentos presentados en los EJEMPLOS del presente
documento, los solicitantes descubrieron que, al transfectar fibroblastos humanos 1079 o IMR90 con ARNm de
OCT4 que contenia bien uridina o pseudouridina en lugar de uridina, e ARNm que contenia pseudouridina se
expreso a un nivel superior o durante mas tiempo que el ARNm que contenia uridina. Por lo tanto, en algunas
realizaciones preferidas, una o mas o todas las uridinas contenidas en el/los ARNm usado/s en los procedimientos
de la presente invencion se reemplaza/n por pseudouridina (por ejemplo, sustituyendo la pseudouridina-5'-trifosfato
en la reaccion de IVT para sintetizar el ARN en lugar de uridina-5'-trifosfato). Sin embargo, en algunas realizaciones,
el ARNm usado en los procedimientos de la invencion contiene uridina y no contiene pseudouridina. Ademas, para
lograr objetivos especificos, una base de acido nucleico, una fraccion de azdcar o un enlace internucledsido de uno
o mas de los nucledtidos del ARN monocatenario o ARNm que se introduce en la célula eucariota en los
procedimientos de la invencién puede comprender una base de acido nucleico, una fraccién de azicar o un enlace
internucledsido modificados.

La invencién tampoco esta limitada con respecto a la fuente del ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro que
se administra en la célula eucariota en los procedimientos de la invencion. En algunas realizaciones, tales como las
descritas en los EJEMPLOS, el ARN monocatenario o ARNm se sintetiza in vitro mediante la transcripcion de un
molde de ADN que comprende un gen clonado en un vector de plasmido linealizado, o un producto de amplificacion
por PCR o RT-PCR, proteccién con caperuza, usando un sistema enzimatico de proteccion con caperuza, y
poliadenilacién, usando una poli-A polimerasa. En algunas otras realizaciones, el ARN monocatenario o ARNm que
se administra en la célula eucariota se deriva de una célula o una muestra biologica. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, el ARNm derivado de una célula o muestra bioldgica se obtiene amplificando el ARNm de la célula o
muestra bioldégica usando una reaccion de amplificaciéon de ARN. En algunas realizaciones preferidas, el ARNm
derivado de la célula o muestra biolégica se amplifica para generar ARN codificante de acuerdo con los
procedimientos descritos en la patente de EE.UU. n.° 8.039.214.

Con respecto a los procedimientos que comprenden introducir ARNm codificante de uno o mas factores de induccién
de células iPSC para generar una célula desdiferenciada (por ejemplo, una célula iPS), la invencién no esta limitada
por la naturaleza de los factores de induccién de células iPS usados. Cualquier ARNm que codifique uno o mas
factores de induccién proteicos ahora conocidos, o que se descubran mas tarde, que encuentren uso en la
desdiferenciacion, se contemplan para su uso en la presente invencion. En algunas realizaciones, se emplean uno o
mas ARNm codificantes de KLF4, LIN28, c-MYC de tipo silvestre, c-MYC(T58A) (Wang Xy col., 2011; Wasylishen A.
R., y col. 2011), L-MYC, NANOG, OCT4 o SOX2. Se han identificado proteinas OCT-3/4 y ciertos miembros
proteicos de la familia de genes SOX (SOX1, SOX2, SOX3 y SOX15) como reguladores de la transcripcion
implicados en el procedimiento de induccién. Otros genes adicionales codifican ciertos miembros proteicos de la
familia KLF (KLF1, KLF2, KLF4 y KLF5), la familia MYC (c-MYC(WT), c-MYC(T58A), L-MYC y N-MYC), NANOG vy
LIN28, que se han identificado para aumentar la eficacia de la induccién. Uno o mas de estos factores pueden
usarse en ciertas realizaciones.

Aunque las composiciones y los procedimientos de la invencién se pueden usar para generar células iPS, la
invencion no se limita a la generacion de dichas células. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el ARNm codificante
de uno o mas factores de reprogramacion se introduce en una célula para generar una célula con un estado de
diferenciacion cambiado en comparacion con la célula en la que se introdujo el ARNm. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, el ARNm codificante de uno o mas factores de induccion de células iPS se usa para generar una
célula desdiferenciada que no sea una célula iPS. Dichas células encuentran uso en investigacion, deteccion de
farmacos y otras aplicaciones.

En algunas realizaciones, la presente invenciéon proporciona ademas procedimientos que emplean las células
desdiferenciadas generadas mediante los procedimientos anteriores. Por ejemplo, dichas células encuentran uso en
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investigacion, deteccion de farmacos y aplicaciones terapéuticas en seres humanos u otros animales. Por ejemplo,
en algunas realizaciones, las células generadas encuentran uso en la identificacion y caracterizacion de factores de
induccion de células iPS, asi como otros factores asociados con la diferenciacion o desdiferenciacion. En algunas
realizaciones, las células desdiferenciadas generadas se trasplantan en un organismo o en un tejido que reside in
vitro o in vivo. En algunas realizaciones, se expone un organismo, tejido o sistema de cultivo que alberga las células
generadas a un compuesto de ensayo, y se observa ose mide el efecto del compuesto de ensayo sobre las células o
sobre el organismo, tejido o sistema de cultivo.

En algunas otras realizaciones, una célula desdiferenciada generada usando los procedimientos anteriores (por
ejemplo, una célula iPS) se trata ademas para generar una célula diferenciada que tenga el mismo estado de
diferenciacion o tipo de célula que la célula somatica a partir de la que se gener6 la célula desdiferenciada. En
algunas oftras realizaciones, la célula desdiferenciada generada usando los procedimientos anteriores (por ejemplo,
una célula iPS) se trata ademas para generar una célula diferenciada que tenga un diferente estado de
diferenciacion o tipo de célula en comparaciéon con la célula somatica a partir de la que se generd la célula
desdiferenciada. En algunas realizaciones, la célula diferenciada se genera a partir de la célula desdiferenciada
generada (por ejemplo, la célula iPS generada) introduciendo ARNm codificante de uno o mas factores de
reprogramacion en la célula iPS generada y manteniendo la célula en la que se introduce el ARNm en condiciones
en las que la célula sea viable y se diferencie en una célula que tenga un estado de diferenciacion o tipo de célula
cambiado en comparacion con la célula desdiferenciada generada (por ejemplo, la célula iPS generada) en la que se
introduce el ARNm codificante de uno o mas factores de reprogramacion. En algunas de estas realizaciones, la
célula diferenciada generada que tiene el estado de diferenciacion cambiado se usa para investigacion, deteccién de
farmacos y aplicaciones terapéuticas (por ejemplo, en seres humanos u otros animales). Por ejemplo, las células
diferenciadas generadas encuentran uso en la identificacion y caracterizacion de los factores de reprogramacion
asociados con la diferenciacion. En algunas realizaciones, las células diferenciadas generadas se trasplantan en un
organismo o en un tejido que reside in vitro o in vivo. En algunas realizaciones, se expone un organismo, tejido o
sistema de cultivo que alberga las células diferenciadas generadas a un compuesto de ensayo, y se observa ose
mide el efecto del compuesto de ensayo sobre las células o sobre el organismo, tejido o sistema de cultivo.

En algunas realizaciones preferidas del procedimiento que comprende introducir ARNm codificante de uno o mas
factores de induccién de iPSC en una célula somatica; y mantener la célula en condiciones en las que la célula sea
viable y el ARNm que se introduce en la célula se exprese en cantidad suficiente y durante el tiempo suficiente para
generar una célula desdiferenciada (por ejemplo, en las que la célula desdiferenciada es una célula madre
pluripotente inducida), el tiempo suficiente para generar una célula desdiferenciada es inferior a una semana. Sin
embargo, en algunas realizaciones del procedimiento, el tiempo suficiente para generar una célula desdiferenciada
(por ejemplo, una célula iPS) es de al menos ocho dias. En algunas realizaciones del procedimiento, el tiempo
suficiente para generar un célula desdiferenciada (por ejemplo, una célula iPS) es superior a ocho dias (por ejemplo,
9 dias, 10 dias, 11 dias, 12 dias, 13 dias, 14 dias, 15 dias, 16 dias, 17 dias, 18 dias o mas). Entre otros factores, los
factores de inducciéon de células iPS particulares usados, y sus dosis y dosis relativas, asi como las células
alimentadoras (si se usan), los medios y otras condiciones de crecimiento afectan a la cantidad de tiempo que es el
tiempo suficiente para generar una célula desdiferenciada (por ejemplo, una célula iPS). Por ejemplo, los presentes
solicitantes descubrieron que, en las mismas condiciones de cultivo, el uso de moléculas de ARN monocatenario
codificantes de L-MYC requirié un tiempo mayor (por ejemplo, al menos aproximadamente 17 dias) para generar
células iPS que cuando se usaron moléculas de ARN monocatenario codificantes de c-MYC (por ejemplo, en un
experimento, lo que requiere solo aproximadamente 10-12 dias para generar células iPS). En algunas realizaciones
preferidas de este procedimiento, la eficacia de reprogramacién para generar células desdiferenciadas es mayor o
igual a 50 células desdiferenciadas (por ejemplo, iPSC) por 3 x 10° células de entrada en las que se introduce el
ARNm. En algunas realizaciones preferidas de este procedimiento, la eficacia de reprogramaciéon para generar
células desdiferenciadas es mayor o igual a 100 células desdiferenciadas (por ejemplo, iPSC) por 3 x 10° células de
entrada en las que se introduce el ARNm. En algunas realizaciones preferidas de este procedimiento, la eficacia de
reprogramacion para generar células desdiferenciadas es mayor o igual a 150 células desdiferenciadas (por ejemplo,
iPSC) por 3 x 10° células de entrada en las que se introduce el ARNm. En algunas realizaciones preferidas de este
procedimiento, la eficacia de reprogramacion para generar células desdiferenciadas es mayor o igual a 200 células
desdiferenciadas (por ejemplo, iPSC) por 3 x 10% células de entrada en las que se introduce el ARNm. En algunas
realizaciones preferidas de este procedimiento, la eficacia de reprogramacién para generar células desdiferenciadas
es mayor o igual a 300 células desdiferenciadas (por ejemplo, iPSC) por 3 x 105 células de entrada en las que se
introduce el ARNm. En algunas realizaciones preferidas de este procedimiento, la eficacia de reprogramacion para
generar células desdiferenciadas es mayor o igual a 400 células desdiferenciadas (por ejemplo, iPSC) por 3 x 10°
células de entrada en las que se introduce el ARNm. En algunas realizaciones preferidas de este procedimiento, la
eficacia de reprogramacion para generar células desdiferenciadas es mayor o igual a 500 células desdiferenciadas
(por ejemplo, iPSC) por 3 x 10° células de entrada en las que se introduce el ARNm. En algunas realizaciones
preferidas de este procedimiento, la eficacia de reprogramacién para generar células desdiferenciadas es mayor o
igual a 600 células desdiferenciadas por 3 x 10° células de entrada (por ejemplo, iPSC) en las que se introduce el
ARNm. En algunas realizaciones preferidas de este procedimiento, la eficacia de reprogramaciéon para generar
células desdiferenciadas es mayor o igual a 700 células desdiferenciadas (por ejemplo, iPSC) por 3 x 10° células de
entrada en las que se introduce el ARNm. En algunas realizaciones preferidas de este procedimiento, la eficacia de
reprogramacion para generar células desdiferenciadas es mayor o igual a 800 células desdiferenciadas (por ejemplo,
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iPSC) por 3 x 10° células de entrada en las que se introduce el ARNm. En algunas realizaciones preferidas de este
procedimiento, la eficacia de reprogramacion para generar células desdiferenciadas es mayor o igual a 900 células
desdiferenciadas (por ejemplo, iPSC) por 3 x 10% células de entrada en las que se introduce el ARNm. En algunas
realizaciones preferidas de este procedimiento, la eficacia de reprogramacién para generar células desdiferenciadas
es mayor o igual a 1000 células desdiferenciadas (por ejemplo, iPSC) por 3 x 10° células de entrada en las que se
introduce el ARNm. Por lo tanto, en algunas realizaciones preferidas, este procedimiento tuvo una eficacia de mas
del doble que el protocolo publicado que comprende la administracion de factores de reprogramacién con un vector
virico (por ejemplo, un vector de lentivirus). En algunas realizaciones preferidas, este procedimiento fue mas de 5
veces mas eficaz que el protocolo publicado que comprende la administracion de factores de reprogramacion con un
vector virico (por ejemplo, un vector de lentivirus). En algunas realizaciones preferidas, este procedimiento fue mas
de 10 veces mas eficaz que el protocolo publicado que comprende la administracion de factores de reprogramacion
con un vector virico (por ejemplo, un vector de lentivirus). En algunas realizaciones preferidas, este procedimiento
fue mas de 20 veces mas eficaz que el protocolo publicado que comprende la administracién de factores de
reprogramacion con un vector virico (por ejemplo, un vector de lentivirus). En algunas realizaciones preferidas, este
procedimiento fue mas de 25 veces mas eficaz que el protocolo publicado que comprende la administracion de
factores de reprogramacion con un vector virico (por ejemplo, un vector de lentivirus). En algunas realizaciones
preferidas, este procedimiento fue mas de 30 veces mas eficaz que el protocolo publicado que comprende la
administracion de factores de reprogramacion con un vector virico (por ejemplo, un vector de lentivirus). En algunas
realizaciones preferidas, este procedimiento fue mas de 35 veces mas eficaz que el protocolo publicado que
comprende la administracion de factores de reprogramacion con un vector virico (por ejemplo, un vector de
lentivirus). En algunas realizaciones preferidas, este procedimiento fue mas de 40 veces mas eficaz que el protocolo
publicado que comprende la administracion de factores de reprogramacion con un vector virico (por ejemplo, un
vector de lentivirus).

La presente invencion proporciona ademas composiciones (sistemas, kits, mezclas de reaccion, células, ARNm)
usados o utiles en los procedimientos y/o generados mediante los procedimientos descritos en el presente
documento. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la presente invencion proporciona ARNm codificante de un factor
de induccidn de células iPS, teniendo el ARNm pseudouridina en lugar de uridina.

La presente invencion proporciona ademas composiciones que comprenden un reactivo de transfeccion y un ARNm
codificante de un factor de induccion de células iPS (por ejemplo, una mezcla de reactivo de transfeccion y ARNm).

En algunas realizaciones, las composiciones comprenden ARNm codificante de una pluralidad (por ejemplo, 2 o
mas, 3 0 mas, 4 o mas, 5 o mas, o 6) de factores de induccién de células iPS, incluyendo, pero sin limitacion, KLF4,
LIN28, c-MYC, NANOG, OCT4 y SOX2.

Las composiciones pueden comprender ademas cualquier otro reactivo o componente suficiente, necesario o Util
para poner en practicar cualquiera de los procedimientos descritos en el presente documento. Dichos reactivos o
componentes incluyen, aunque sin limitacion, reactivos de transfeccion, medio de cultivo (por ejemplo, medio
acondicionador de MEF), células (por ejemplo, células somaticas, células iPS), recipientes, cajas, tampones,
inhibidores (por ejemplo, inhibidores de RNasa), etiquetas (por ejemplo, fluorescentes, luminiscentes, radiactivas,
etc.), moléculas de control positivas y/o negativas, reactivos para generar ARNm protegido con caperuza, hielo seco
u otros refrigerantes, instrucciones para su uso, equipo de cultivo celular, equipo de deteccién/analisis, y similar.

En determinadas realizaciones, los ARN monocatenarios o ARNm que comprenden una composicién, un kit o un
procedimiento de la invencién se purifican o se tratan para generar composiciones de ARN tratado o purificado, o
preparados de ARN monocatenario o de ARNm que tienen la mayoria de las moléculas de ARN contaminantes
eliminadas (por ejemplo, moléculas que causan una respuesta inmunogénica en las células). En determinadas
realizaciones, el ARN monocatenario o ARNm usado en la composiciéon o en el preparado de ARN purificado o
tratado se purifica para eliminar los contaminantes, incluyendo los contaminantes de ARN (por ejemplo,
contaminantes de ARN bicatenario) de modo que esté sustancialmente libre, practicamente libre, extremadamente
libre o absolutamente libre de dichos contaminantes. La presente invenciéon no esta limitada con respecto a los
procedimientos de purificacién o de tratamiento usados para purificar el ARN monocatenario o ARNm para los
procedimientos del presente documento que usan una composicion de ARN purificado o tratado (por ejemplo, que
comprende un ARN monocatenario o ARNm) para inducir un efecto bioldgico o bioquimico (por ejemplo, para
reprogramar una célula humana o de mamifero de un estado diferenciado o fenotipo a un segundo estado
diferenciado o fenotipo), y la invencion incluye el uso de cualquier procedimiento que se conozca en la técnica o se
desarrolle en el futuro para purificar el ARN monocatenario o ARNm y eliminar los contaminantes, incluyendo los
contaminantes de ARN, que interfieren con el uso previsto del ARN monocatenario o ARNm. Por ejemplo, en
realizaciones preferidas, la purificacion del ARN monocatenario o ARNm elimina los contaminantes que son téxicos
para las células (por ejemplo, induciendo una respuesta inmune innata en las células o, en el caso de los
contaminantes de ARN que comprenden ARN bicatenario, induciendo interferencia de ARN (ARNi), por ejemplo, a
través de ARNip o moléculas largas de ARNi) y contaminantes que directa o indirectamente reducen la traduccion
del ARNm en las células). En algunas realizaciones, el ARN monocatenario o ARNm se purifica mediante HPLC
usando un procedimiento descrito en el presente documento, que incluye los de los EJEMPLOS. En determinadas
realizaciones, el ARN monocatenario o ARNm se purifica usando un sustrato de resina polimérica que comprende un
copolimero de estirendivinilbenceno derivado de C18 y un agente de emparejamiento de iones de acetato de
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trietilamina (TEAA) en el tampon de columna junto con el uso de un gradiente de acetonitrilo para eluir el ARN
monocatenario o ARNm y separarlo de los ARN contaminantes de una manera dependiente del tamafo; en algunas
realizaciones, la purificacion del ARN monocatenario o ARNm se realiza usando HPLC, pero, en algunas otras
realizaciones, se usa una columna de flujo por gravedad para la purificacion. En algunas realizaciones, el ARN
monocatenario o ARNm se purifica usando un procedimiento descrito en el libro titulado "RNA Purification and
Analysis" de Douglas T. Gjerde, Lee Hoang y David Hornby, Publicado por Wiley-VCH, 2009. En algunas
realizaciones, la purificacion de ARN monocatenario o ARNm se lleva a cabo en un modo no desnaturalizante (por
ejemplo, a una temperatura inferior a aproximadamente 50 °C, por ejemplo, a temperatura ambiente). En algunas
realizaciones, la purificacion de ARN monocatenario o ARNm se lleva a cabo en un modo parcialmente
desnaturalizante (por ejemplo, a una temperatura inferior a aproximadamente 50 °C y 72 °C). En algunas
realizaciones, la purificacion de ARN monocatenario o ARNm se lleva a cabo en un modo desnaturalizante (por
ejemplo, a una temperatura superior a aproximadamente 72 °C). Como es evidente, los expertos en la materia
sabran que la temperatura de desnaturalizacion depende de la temperatura de fusion (Tf) del ARN monocatenario o
ARNmM que se esta purificando, asi como de las temperaturas de fusion del ARN, ADN o hibridos de ARN/ADN que
contaminan el ARN monocatenario o ARNm. En algunas otras realizaciones, el ARN monocatenario o ARNm se
purifica segun lo descrito por Mellits K. H. y col., 1990). Tras observar esa incubacién de ARN transcrito in vitro (IVT-
ARN) con RNasa lll usando las condiciones descritas por Robertson y col. (Robertson, H. D. y col., 1968)
antagonizaron la activacion de DAI en un sistema de traduccion in vitro libre de células, estos autores usaron una
purificacién en tres etapas para eliminar los contaminantes, que puede usarse en realizaciones de la presente
invencion. La etapa 1 fue electroforesis en gel de poliacrilamida al 8 % en urea 7 M (condiciones de
desnaturalizacion). La banda principal de ARN se escindi6 del corte de gel y se sometio a electroforesis en gel de
poliacrilamida al 8 % en condiciones no desnaturalizantes (sin urea), y la banda principal se recuper6 del corte de
gel. Se realizé una purificacion adicional en una columna de celulosa CF-11 usando una fase movil de etanol-tampdn
salino que separa el ARN bicatenario del ARN monocatenario (Franklin R. M. 1966. Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU.,
55: 1504-1511; Barber R. 1966. Biochem. Biophys. Acta 114:422; y Zelcer Ay col. 1982. J. Gen. Virol. 59: 139-148)
y la etapa de purificacion final fue cromatografia de celulosa. Se us6 un procedimiento de purificacion de IVT-ARN
de 3 etapas similar que comprendia electroforesis en gel desnaturalizante, electroforesis en gel no desnaturalizante
y cromatografia CF-11 por Peery y Mathews (Peery T. y Mathews, M. B. 1997). Estos autores dijeron que la RNasa
lll podria ser un pretratamiento opcional o en lugar del gel no desnaturalizante, siempre que el ARN no fuera
sensible a la enzima, lo que observaron al cortar algunos ARN monocatenarios. En algunas otras realizaciones, el
ARN monocatenario o ARNm se purifica usando una columna de hidroxiapatita (HAP) en condiciones no
desnaturalizantes o a temperaturas mas altas (por ejemplo, segun lo descrito por Pays E. 1977). Biochem. J. 165:
237-245; Lewandowski L. J. y col. 1971. J. Virol. 8: 809-812; Clawson G. A. y Smuckler E. A. 1982. Cancer Research
42: 3228-3231; y/o Andrews-Pfannkoch C. y col. 2010. Applied and Environmental Microbiology 76: 5039-5045). En
algunas otras realizaciones, el ARN monocatenario o ARNm se purifica mediante cromatografia liquida de
intercambio anionico débil en condiciones no desnaturalizantes (por ejemplo, seguin lo descrito por Easton L. E. y
col., 2010. RNA 16: 647-653, para limpiar reacciones de transcripcion in vitro). En algunas realizaciones, el ARN
monocatenario o ARNm se purifica usando uno o mas de cualquiera de los procedimientos descritos en el presente
documento o cualquier otro procedimiento conocido en la técnica o desarrollado en el futuro. En otra realizacion
mas, el ARN monocatenario o ARNm usado en las composiciones, kits o procedimientos de la presente invencién se
purifica usando un procedimiento que comprende tratar el ARN monocatenario o ARNm con una enzima que actie
especificamente (por ejemplo, que digiera) uno o mas ARN contaminantes o acidos nucleicos contaminantes (por
ejemplo, incluyendo el ADN), pero que no actie (por ejemplo, que no digiera) el ARN monocatenario o ARNm
deseado. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el ARN monocatenario o ARNm usado en las composiciones y en
los procedimientos de la presente invencion se purifica usando un procedimiento que comprende tratar el ARNm con
una enzima ribonucleasa Ill (RNasa lll) (por ejemplo, RNasa Il de E. coli) y el ARN monocatenario o ARNm se
purifica a continuacion de los productos de digestion con RNasa lll. Una enzima ribonucleasa Ill (RNasa lll), en el
presente documento, significa una enzima que digiere ARN bicatenario de mas de aproximadamente doce pares de
bases a fragmentos cortos de ARN bicatenario. En algunas realizaciones, el ARN monocatenario o ARNm usado en
las composiciones, kits o procedimientos de la presente invencién se purifica usando un procedimiento que
comprende tratar el ARN monocatenario o ARNm con una o mas otras enzimas que digieran especificamente uno o
mas ARN contaminantes o acidos nucleicos contaminantes (por ejemplo, incluyendo el ADN).

En algunas realizaciones, los resultados descritos en el presente documento demuestran un procedimiento de la
presente invencion para reprogramar una célula que presenta un primer estado de diferenciacion o fenotipo a una
célula que presenta un segundo estado de diferenciacion o fenotipo (por ejemplo, la reprogramaciéon de una célula
madre mesenquimal de ratén a un mioblasto, por ejemplo, la reprogramacion de un fibroblasto humano a una célula
neuronal; por ejemplo, la reprogramacion de una célula somatica; por ejemplo, un fibroblasto, queratinocito o célula
sanguinea a una célula desdiferenciada o iPS), que comprende: introducir de forma repetida (por ejemplo, en o
durante cadaunode 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 18 o0 > 18 dias) o continua en una célula que
presenta un primer estado de diferenciacion o fenotipo una mezcla de reprogramaciéon de ARNm que comprende
ARNmM modificado con pseudouridina (GAWC) codificante de uno o mas factores de reprogramacion proteicos (por
ejemplo, uno o mas factores de transcripcion), en las que el ARNm de GAWC: (i) presenta una caperuza en su
extremo 5' y una cola de poliA en su extremo 3'; (ii) se purifica (por ejemplo, mediante HPLC o cromatografia o
electroforesis a baja presion o por gravedad) o se trata con una endorribonucleasa especifica del ARN bicatenario
(por ejemplo, RNasa lll) en condiciones en las que: por ejemplo, para el ARNm codificante de proteina MYOD,
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menos del 1 % del ARN total que comprende dicha mezcla de reprogramacion de ARNm usada para dicha
introduccion comprende ARN bicatenario; por ejemplo, para ARNm codificante de factores de reprogramacion
proteicos para inducir células neuronales o células iPS, menos del 0,01 % del ARN total que comprende dicha
mezcla de reprogramacion de ARNm usada para dicha introduccion comprende ARN bicatenario; y mantener la
célula en condiciones para generar una célula reprogramada que presente un segundo estado de diferenciacion o
fenotipo. En algunas realizaciones preferidas, la caperuza presenta una estructura cap1, en la que el penultimo
nucleétido 5’ comprende un grupo 2'-O-metilo.

En otras determinadas realizaciones, estos resultados demuestran un procedimiento de la presente invencién para
reprogramar una célula que presenta un primer estado de diferenciacion (por ejemplo, una célula somatica; por
ejemplo, un fibroblasto, queratinocito, una célula sanguinea) o fenotipo a una célula que presenta un segundo estado
de diferenciacién (por ejemplo, una célula desdiferenciada o iPS), que comprende: introducir de forma repetida (por
ejemplo, en o durante cada uno de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 18, 19, 20 o >20 dias) o
continua en la célula que presenta un primer estado de diferenciacion o fenotipo una mezcla de reprogramacion de
ARNmM que comprende ARNm de GAUC sin modificar codificante de uno o mas factores de reprogramacion
proteicos (por ejemplo, uno o mas factores de transcripcion), en las que el ARNm de GAUC sin maodificar: (i)
presenta una caperuza en su extremo 5'y una cola de poliA en su extremo 3'; (ii) se purifica (por ejemplo, mediante
HPLC o cromatografia o electroforesis a baja presion o por gravedad) o se trata con una endorribonucleasa
especifica del ARN bicatenario (por ejemplo, RNasa Ill) en condiciones en las que (por ejemplo para ARNm
codificante de proteina MYOD, menos del 0,1 % del ARN total que comprende dicha mezcla de reprogramacion de
ARNm usada para dicha introduccién comprende ARN bicatenario; por ejemplo, para ARNm codificante de factores
de reprogramacion proteicos para inducir células iPS, menos del 0,004 % del ARN total que comprende dicha
mezcla de reprogramacion de ARNm usada para dicha introduccion comprende ARN bicatenario); y cultivar la célula
en condiciones para generar una célula reprogramada que presente un segundo estado de diferenciacion o fenotipo.
En algunas realizaciones preferidas, la caperuza presenta una estructura cap1, en la que el penultimo nucleétido 5
comprende un grupo 2'-O-metilo. En algunas realizaciones preferidas del procedimiento de reprogramaciéon de una
célula que presenta un primer estado diferenciado o fenotipo a una célula que presenta un segundo estado
diferenciado o fenotipo, la célula que presenta un primer estado diferenciado o fenotipo es una célula somatica (por
ejemplo, un fibroblasto o queratinocito humano), la mezcla de reprogramaciéon de ARNm usada para dicha
introduccion (por ejemplo, transfeccion) en la célula que presenta el primer estado de diferenciaciéon comprende bien
ARNm de GAWC modificados con pseudouridina, ARNm de GAWm®C modificados con pseudouridina y 5-
metilcitidina, o ARNm de GAUC no modificados que presentan una estructura cap1, en cada caso con colas de poliA
con al menos nucledsidos de 50 aminoacidos (por ejemplo, nucledsidos de aproximadamente 150 aminoacidos); en
el que dicha mezcla de reprogramacion de ARNm codifica una mezcla seleccionada entre: K(1.3)MO3S; K(1-3)MO3SL;
y K(13)MO3SLN; en las que M = c-MYC(T58A) o c-MYC; en las que dichos ARNm de dicha mezcla de
reprogramacion de ARNm estan tratados con RNasa lll y estan absolutamente libres de ARN bicatenario; y la célula
que presenta un segundo estado diferenciado o fenotipo es una célula iPS.

Ejemplos

Materiales y procedimientos generales, particularmente los relacionados con el desarrollo del procedimiento
de tratamiento con RNasa lll

La siguiente descripcion ilustra ejemplos de los materiales y procedimientos usados en general en el presente
documento. Siempre que ha sido posible, los solicitantes han intentado sefalar cuando se usaron otros materiales o
procedimientos, o las desviaciones o modificaciones de los materiales y procedimientos generales, en los
EJEMPLOS o experimentos particulares descritos a continuacion. Sin embargo, los expertos en la materia, tras leer
las siguientes descripciones, comprenderan como modificar las realizaciones especificas descritas sin desviarse del
ambito de la presente invencion.

Producciéon de un sustrato de ARN que comprende partes tanto de ARN bicatenario como de ARN
monocatenario para su uso en el ensayo simultaneo de actividades de RNasa Ill tanto en ARN bicatenario
como en ARN monocatenario

Se uso6 una construccion de ADN de plasmido que contenia el promotor de la ARN polimerasa T7 y T3 para la
generacion de un sustrato de ARN que comprendiera una parte central de ARN bicatenario con una parte de ARN
monocatenario 5-terminal en una cadena y una parte de ARN monocatenario 3'-terminal en la otra cadena para su
uso en el ensayo de las actividades de RNasa Ill tanto en ARN bicatenario como en ARN monocatenario
simultaneamente. Se corté una insercién de 1.671 pares de bases, como se muestra en la FIG. 1, de la estructura
principal del plasmido con Clal, y luego se generé ARN monocatenario (ARNmc) mediante la transcripcion in vitro de
cada cadena de ADN (FIG. 1) en dos reacciones separadas usando un kit de ARN-IVT convencional T7-Scribe™
(CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, USA) o un kit de transcripcion de alto rendimiento AmpliScribe™ T3 (epicentre,
Madison, WI), respectivamente. Tras el tratamiento con DNasa | para eliminar el molde de ADN, se hicieron
precipitar los productos de la transcripcién de ARN monocatenario con un volumen de acetato de amonio 5 M, y se
volvieron a suspender en Tris-HCI 10 mM (pH 7,5) con EDTA 1 mM. Las dos cadenas de ARN monocatenario se
hibridaron mediante la incubacion de cantidades equivalentes de los ARN monocatenarios transcritos con T7y T3 a
94 °C durante 2 minutos, 72 °C durante 10 minutos y luego enfriando lentamente hasta la temperatura ambiente. El
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ARN hibridado resultante tenia 1.671 bases de longitud con una regién monocatenaria de 255 bases en un extremo
y una regiéon monocatenaria de 136 bases en el otro extremo.

Produccion de un ARN monocatenario de control

Se linealizé con EcoRIl una construccion de plasmido que contiene un promotor de ARN polimerasa T7 con un
insercion de 955 bases. Se usoé el kit de ARN-IVT convencional T7-Scribe ™ para transcribir el ARN a partir del
molde. El tratamiento con DNasa | y la precipitacion con acetato de amonio se realizaron como se ha descrito
anteriormente, y el producto de la transcripcion de ARN monocatenario se volvié a suspender en agua.

Ensayo simultaneo de la actividad de RNasa lll en sustratos de ARN bicatenario y ARN monocatenario en
diferentes condiciones de reaccion

Se ajusté un microgramo del sustrato de ARN que comprendia partes tanto de ARN bicatenario como de ARN
monocatenario, (Denominado en el presente documento "sustrato de ARN" o "sustrato de ARN bicatenario") a una
concentracion final de 20 ng/microlitro, y se tratdé con RNasa Il 20 nM usando el kit de eliminacion de ARN
bicatenario MINIMMUNE™ incubado (CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE. UU.) a 37 °C durante 10 minutos en
una mezcla de reaccion de 50 microlitros que variaba en composiciéon. En una realizacién, la mezcla de reaccién
contenia concentraciones finales de Tris-acetato 33 mM (pH 8) como tampdn, acetato de potasio 200 mM como sal
monovalente y acetato de magnesio entre 1 mM y 10 mM como fuente de cationes de magnesio divalentes. Las
reacciones también contenian 0,8 unidades por microlitro de inhibidor de la RNasa SCRIPTGUARD™
(CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE.UU.). Se detuvieron las reacciones mediante la adicion de EDTA a la misma
concentracion final que la concentracion de cationes de magnesio divalentes usada en el ensayo (por ejemplo, 1 mM
a 10 mM final).

La digestion del sustrato de ARN se analizé por electroforesis en gel desnaturalizante. En resumen, se analizaron
muestras de 10 microlitros de cada reaccion de RNasa Ill de 50 microlitros mediante electroforesis en gel
desnaturalizante en agarosa al 1 %, gel de urea 1 M en tampoén de TBE x 1. Las muestras se desnaturalizaron
durante 2 minutos a 94 °C en tampdn de carga que contenia formamida, y se colocaron junto a marcadores de ARN
Millennium™ (Ambion/Life Technologies). Los geles se tifieron con colorante de gel de acido nucleico SYBR® Gold
(Invitrogen/Life Technologies).

Ensayos de transferencia de puntos para el ensayo o la cuantificacion del ARN bicatenario usando
anticuerpos especificos del ARN bicatenario

Se aplicaron diluciones apropiadas de muestras de ARN (5 microlitros/muestra) para el fin de ensayo destinado a
membranas de nylon cargadas positivamente Nytran SPC (Thermo Scientific, Waltham, MA). Se dejé secar el ADN
sobre la membrana de nylon durante 30 minutos a temperatura ambiente. Entonces, se bloquearon las membranas
en tampon de bloqueo (Tris 25 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, Tween al 0,05 %, leche en polvo al 20,5 % p/v) a
temperatura ambiente durante 1 hora en una plataforma giratoria. Los anticuerpos primarios (anticuerpos J2 o K1,
English & Scientific Consulting, Szirak, Hungria) se afiadieron entonces a 1 microgramo/ml en tampo6n de bloqueo a
temperatura ambiente durante 1 hora en una plataforma giratoria. Las membranas se lavaron entonces 6 veces
durante 5 minutos con 20 ml de tampoén de lavado (Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, Tween 20 al 0,05 %).
Después, se incubaron las membranas a temperatura ambiente durante 1 hora en una plataforma giratoria en un
tampon de bloqueo al que se afiadié una dilucion 1:1000 del anticuerpo secundario (HRP anti-IgG de raton, Cell
Signaling Techologies, Danvers, MA). Las membranas se lavaron de nuevo 6 veces durante 5 minutos con 20 ml de
tampon de lavado (Tris 25 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, Tween 20 al 0,05 %). Después, se afiadieron volimenes
iguales de sustratos quimioluminiscentes SUPERSIGNAL WEST PICO™ (Thermo Scientific, Waltham, MA), y se
dejo que el color se desarrollara durante 5 minutos en una plataforma giratoria. Se tomaron imagenes de los puntos
al exponer la pelicula en la habitacién oscura y luego revelar la pelicula en Kodak Developer (Sigma, St. Louis, MO)
durante 1 minuto y Kodak Fixer (Sigma, St. Louis, MO) durante 1 minuto.

Materiales y procedimientos generales, en particular, los que pertenecen a la reprogramacion de células que
presentan un primer estado diferenciado o fenotipo a un segundo estado diferenciado o fenotipo (por
ejemplo, la reprogramacion de células somaticas humanas a células iPS)

Procedimientos de uso de células alimentadoras y siembra en placas de fibroblastos BJ para reprogramar
iPSC con ARNm codificantes de factores de reprogramacion de iPSC

Se sembraron células Nuff (fibroblastos de prepucio humano P9 irradiados (donante 11) (GlobalStem, Rockville, MD)
a una densidad de 5 x 10° células/pocillo en una placa de 6 pocillos recubiertos de gelatina. Se cultivaron las Nuff
durante la noche a 37 °C, CO; al 5 % en medio de cultivo para Nuff (DMEM Invitrogen n.° de catalogo 11965-118,
Hyclone FBS Fisher al 10 % n.° de catalogo SH30070.03HI, GLUTAMAX™ Invitrogen n.° de catalogo 35050-061,
Pen/Estrep Invitrogen n.° de catalogo 15140-122). Se sembraron fibroblastos BJ (ATCC) a 1 x 10 células por pocillo
en células Nuff que habian sido tratadas el dia anterior. Entonces, se incubaron las células en medio de fibroblastos
BJ (Advanced MEM, Hyclone FBS Fisher al 10 % n.° de catalogo SH30070.03HI, GLUTAMAX Invitrogen n.° de
catalogo 35050-061, Pen/Estrep Invitrogen n.° de catalogo 15140-122) durante la noche a 37 °C, CO; al 5 %.
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Protocolo de transferencia de ARNm TransIT™

Se retird el medio de fibroblastos BJ de los fibroblastos BJ sembrados sobre células alimentadoras Nuff, y se
reemplaz6 por medio de reprogramacion de ARNm PLURITON™ (Stemgent, Cambridge, MA) (medio base con
suplemento y penicilina/estreptomicina) (2 ml) con o sin 4 microlitros de proteina recombinante B18R (EBiosciences,
San Diego, CA) hasta una concentracion final de 200 ng/ml. Los medios se cambiaron inmediatamente antes de
cada transfeccion con el reactivo de transfeccion de ARNm Mirus (Mirus Bio, Madison, WI). Para transfectar los
fibroblastos BJ, se afiadieron de 0,6 a 1,4 microgramos de la mezcla de ARNm a 3:1:1:1:1 que comprendia OCT4,
SOX2, KLF4, LIN28 y bien c-MYC (T58A) o cMYC a 120 microlitros de medio OptiMEM, y luego se mezclaron
refuerzo de TransIT™(2 microlitros por microgramo de ARNm) y el reactivo de transfeccion de ARNm Trans|T™
(microlitros por microgramo de ARNm) (Mirus Bio) con el ARNm. Se incub6 la mezcla de ARNm-TransIT durante 2
minutos, y luego se afiadioé a cada pocillo de fibroblastos BJ sobre Nuff alimentadoras en medio PLURITON. Al dia
siguiente, se cambiaron los medios PLURITON antes de transfectar la misma dosis de ARNm usando refuerzo de
TransIT y el reactivo de transfeccion de ARNm TransIT. Se reemplazé el medio PLURITON acondicionado con Nuff
por medio PLURITON el sexto dia de las transfecciones. A menos que se indique lo contrario, se realizé un total de
18 transfecciones para cada experimento de reprogramacion.

Protocolo de diferenciacion espontanea de cuerpos embrioides

Se procesaron algunas colonias de iPS que se recogieron y se pasaron multiples veces (al menos 5 veces) para la
diferenciacion espontanea de cuerpos embrioides como se ha descrito previamente (Huangfu y col., 2008). En
resumen, se disociaron las colonias de iPS con Colagenasa IV y se incubaron durante 8 dias en placas de 6 pocillos
de baja unién en medio de iPSC (medio DMEM/F12 suplementado con sustituyente de suero KNOCKOUT™ al 20
%, L-glutamina 0,1 mM, aminoacidos no esenciales y penicilina/estreptomicina (todos de Invitrogen). La mitad del
medio se cambié todos los dias durante el periodo de 8 dias. Después de ocho dias en cultivo en suspension, se
transfirieron los cuerpos embrioides a placas de 6 pocillos recubiertas de gelatina en el mismo medio (medio
DMEM/F12 suplementado con sustitutivo de suero KNOCKOUT™ al 20 %, L-glutamina 0,1 mM, aminoacidos no
esenciales y penicilina/estreptomicina) y se incubaron durante 8 dias mas. Se lavaron los cultivos en PBS y luego se
fijaron en paraformaldehido al 4 % en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se tifieron las células
usando anticuerpos que reconocen Desmin (Thermo Scientific, Fremont, CA), actina de musculo liso a (SMA)
(Sigma, St. Lou es MO), fetoproteina alfa (AFP) (Sigma, St. Louis MO), SOX17 (R & D Systems, Minneapolis, MN) y
beta-tubulina de clase 1l (Covance, Emeryville, CA). Se reconocieron estos anticuerpos primarios con el anticuerpo
secundario fluorescente anti-555 de ratén (Cell Signaling Technologies, Danvers, MA). Se tomaron imagenes en un
microscopio Nikon epifluorescente TS100.

Tincion con fosfatasa alcalina como marcador de células iPS

Se lavan las células una vez en PBS x 1, seguido de la fijacion en paraformaldehido al 4 % en PBS durante 5
minutos. Luego se lavaron las células dos veces en PBS seguido de dos lavados en TBST (Tris 25 mM, pH 7,5,
NaCl 150 mM, TWEEN ™ 20 al 0,5 %). Luego se lavaron las células en tampon AP (Tris 0,1 M, pH 9,5, NaCl 0,1 M,
MgCl> 5 mM). Luego se afiadieron 132 microlitros de 50 mg/ml de nitroazul de tetrazolio (NBT) en dimetilformamida
al 70 % (DMF) y 64 microlitros de 50 mg/ml de bromocloro-indolil-fosfato (BCIP) en dimetilformamida al 100 % (DMF)
a cada 20 ml de tampdn AP, que luego se afnadié a las células durante 5-10 minutos hasta que se desarrolld la
mancha. Una vez que se desarroll6 el color purpura, se lavaron las células al menos tres veces con TBST v,
opcionalmente, dos veces con PBS x 1, y se realizé el recuento de las colonias tefidas, o se almacenaron en PBS
para la obtencion de imagenes y realizar el recuento de las colonias.

Inmunizacion de células vivas de colonias de iPSC con Tra-1-60

Se considera que TRA-1-60 es un marcador relativamente riguroso de células iPS completamente reprogramadas
(Chan y col., 2009). Se realizé la obtencion de imagenes de células vivas Tra-1-60 con el anticuerpo anti-Tra-1-60
humana de ratdén StainAlive Dylight™ 488 (Stemgent) de acuerdo con las especificaciones del fabricante. En
resumen, se diluyé un anticuerpo TRA-1-60 estéril (anticuerpo anti-Tra-1-60 humana StainAlive™ DyLight™ 488;
Stemgent) 1:100 en medio de reprogramacion. El dia 18 del protocolo de reprogramacion, se retiré el medio y se
incubaron las células en medio que contenia TRA-1-60 durante 30 minutos a 37 °C con CO; al 5 %. Se lavaron las
células dos veces con medio para eliminar el anticuerpo no unido y se mantuvieron las células en medio nuevo de
reprogramacion durante la generacion de imagenes inmunofluorescentes. Este anticuerpo permite la tincion de las
células vivas, en lugar de fijar las células y sacrificarlas para la generacion de imagenes.

Procedimientos para la inmunotincion de células fijas de iPSC

Se lavaron colonias de iPSC dos veces en solucion tamponada con fosfato (PBS) x 1 y se fijaron en
paraformaldehido al 4 % en PBS a temperatura ambiente durante media hora. Tras 3 lavados en PBS x 1, las
células se lavaron 3 veces en tampodn de lavado, (PBS con Triton-X100 al 0,1 %) y se bloquearon durante una hora a
temperatura ambiente en solucién de bloqueo, Triton-X100 al 0,1 %, BSA al 1 %, FBS al 2 % en PBS. Se diluyeron
los anticuerpos primarios a 1:500 en solucién de bloqueo y se aplicaron a las células durante la noche a 4 °C. Las
células se lavaron 6 veces en tampoén de lavado. Se diluyeron los anticuerpos secundarios a 1:1.000 en tampon de
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bloqueo, se aplicaron durante 2 horas a temperatura ambiente a oscuras. Tras 6 lavados con tampon de lavado, las
células se lavaron dos veces en PBS x 1 antes de la generacion de imagenes. Los anticuerpos primarios usados
fueron:

anticuerpo de conejo OCT4 (Santa Cruz Biotechnology); anticuerpo de ratén TRA-1-60 (Cell Signaling
Technology); anticuerpo de ratén LIN28 (Cell Signaling Technology); anticuerpo de conejo NANOG (Cell
Signaling Technology); anticuerpo de raton SSEA4 (Cell Signaling Technology); anticuerpo de ratén TRA-1-81
(Cell Signaling Technology); y anticuerpo de conejo DNMT 3B (Cell Signaling Technology). Los anticuerpos
secundarios usados fueron: anticuerpo anti-conejo Alexa Fluor® 488 (Molecular Probes, Life Technologies) y
anti-raton Alexa Fluor® 555 (Molecular Probes, Life Technologies).

Construccion de moldes de ADN para la transcripcion in vitro de ARN monocatenarios o ARNm codificantes
de factores de reprogramacion de iPSC (por ejemplo, factores de reprogramacion o induccion de iPSC)

Se amplificaron por PCR los marcos de lectura abiertos (ORF) de la mayoria de los genes humanos (por ejemplo,
KLF4, Lin28, NANOG, Oct4, Sox2) a partir de clones de ADNc (por ejemplo, Open Biosystems, Huntsville, AL) o0 en
algunos casos, el ORF de ciertos genes se obtuvo mediante RT-PCR del ARN total celular (por ejemplo, el ORF de
¢c-MYC se obtuvo mediante la RT-PCR del ARN total de células Hela), se clonaron en un vector plasmidico basado
en pUC corriente abajo de un promotor de ARN polimerasa T7 (Mackie 1988, Studier y Moffatt 1986), y se
secuenciaron para confirmar la precision del ORF clonado. En algunas realizaciones preferidas, los ORF anteriores
se ligaron en sitios EcoRV (para c-MYC) o EcoRV/Spel (para KLF4, LIN28, NANOG, OCT4 y SOX2) entre las
regiones no traducidas de beta-globina de Xenopus laevis 5’ y 3’ descritas (Krieg y Melton, 1984).

En algunas realizaciones especificas, el vector basado en pUC19 se modific6 mediante la insercién de un promotor
T7 seguido de la UTR 5' de B-globina de Xenopus laevis, un sitio de clonacién multiple que consiste en los sitios de
restriccion Bglll, EcoRV y Spel para la insercion de un gen de interés, y finalmente, la UTR 3’ de B-globina de
Xenopus laevis. Los plasmidos se linealizaron con Sail antes de la transcripcion in vitro; por ejemplo, el promotor de
ARN polimerasa T7 (subrayado/negrita), las UTR 5 y 3’ de B-globina de Xenopus laevis (subrayadas/cursiva) y el
sitio de restriccion de Sall (GTCGAC/subrayado) se representan en la SEQ ID NO: 1. Los plasmidos de ADN
basados en pUC19 que comprenden la SEQ ID NO. 1 con inserciones de ADN codificantes de un factor de induccion
de iPSC [por ejemplo, OCT4 (SEQ ID NO: 2), SOX2 (SEQ ID NO: 3), KLF4 (SEQ ID NO: 4), LIN28 (SEQ ID NO: 5),
NANOG (SEQ ID NO: 6) y MYC; por ejemplo, bien cMYC larga de tipo silvestre (SEQ ID NO: 7), cMYC(T58A) corta
(SEQ ID NO: 8), cMYC corta de tipo silvestre (SEQ ID NO: 9) o L-MYC (SEQ ID NO: 10) ARNm] se linearizaron cada
uno mediante la incubacion durante una noche con Sail, y luego se purificaron mediante extraccion con
fenol/cloroformo o fenol/cloroformo/alcohol isoamilico. Se hizo precipitar el ADN lineal con precipitacién en acetato
de sodio/etanol, seguida de un lavado con etanol al 70 %. EI ADN lineal se reconstituy6 en agua y se proceso6 en un
gel de agarosa para comprobar que el plasmido estaba completamente linealizado. Los ADN plasmidicos tratados
con Sail se reconstituyeron en agua y se procesaron en un gel de agarosa para verificar que todos los plasmidos se
habian linealizado para su uso en la transcripcion in vitro. Entonces, se usé el plasmido linealizado como molde para
la transcripcion in vitro como se describe en el presente documento.

Sintesis in vitro de ARNm codificantes de factores de induccion de iPSC para la reprogramacion

Se uso el sistema de produccion de ARNm T7 mSCRIPT™ (CELLSCRIPT, INC, Madison, WI, EE.UU.) para producir
ARNmM no modificado con una estructura Cap1 5’ y una cola de poli(A) 3’ (por ejemplo, con aproximadamente 150
restos de aminoacidos). El sistema de produccion de ARNm T7 mSCRIPT™ también se uso para producir ARNm
modificado con pseudouridina y/o 5-metilcitidina con una estructura de caperuza 1 5’ y una cola de poli(A) 3’ (por
ejemplo, con aproximadamente 150 restos de aminoacidos), excepto que se usé pseudouridina-5'-trifosfato
(TRILINK, San Diego, CA o CELLSCRIPT, San Diego, CA o CELLSCRIPT, INC.) o 5-metilcitidina-5'-trifosfato
(TRILINK, San Diego, CA) en lugar de uridina-5'-trifosfato o citidina -5'-trifosfato, respectivamente, en las reacciones
de transcripcion in vitro. Por ejemplo, las moldes linealizados se usaron para la transcripcion in vitro como se
describe en la literatura proporcionada con el sistema de produccion de ARNm convencional mSCRIPT™ T7
(CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE.UU.), de la siguiente manera: se usé 1 microgramos de molde de ADN lineal
en reacciones x 1 junto con 2 microlitros de tampén de transcripcion T7-SCRIBF™ x 10, 1,8 microlitros de ATP 100
mM, 1,8 microlitros de CTP o m3CTP 100 mM (Trilink Biotechnologies, San Diego, CA), 1,8 microlitros de GTP 100
mM, 1,8 microlitros de UTP o WTP 100 mM (CELLSCRIPT), 2 microlitros de DTT 100 mM, 0,5 microlitros de
inhibidor de RNasa SCRIPTGUARD™ y 2 microlitros de soluciéon enzimatica T7-SCRIBF ™.

Tras la transcripcion in vitro (IVT), se digirieron los moldes de ADN con DNasa |, y luego se limpiaron ARNm
transcritos in vitro por extraccion con fenol-cloroformo y precipitacion en acetato de amonio como se describe en el
apartado del procedimiento de limpieza rapida de ARN. En resumen, se incubaron las reacciones de transcripcion in
vitro a 37 °C durante 1 hora, seguido de la adicion de 1 microlitro de DNasa | libre de RNasa y de la incubacion
durante 15 minutos mas a 37 °C. El ARN se precipita afiadiendo un volumen igual de acetato de amonio 5 M seguido
de la incubacién en hielo durante 10 minutos. Luego, se sedimenta el ARN centrifugando a 13.000 rpm durante 10
minutos. El sedimento se lava con etanol al 70 % y se vuelve a suspender en agua.

Los ARNm transcritos in vitro se trataron a continuacion con RNasa lll como se describe en el apartado del
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procedimiento de tratamiento con RNasa lll, tras lo que se limpiaron los ARNm de nuevo como se describe en el
apartado del procedimiento de limpieza rapida de ARN.

Después, se protegié con caperuza cada uno de los ARNm con ARNm de cap1 (o, en otras realizaciones, con
ARNmM de cap0) usando la enzima de proteccion con caperuza SCRIPTCAP™ y las enzimas 2'-O-metiltransferasa
SCRIPTCAP™ (o para el ARNm de cap0, solo la enzima de proteccion con caperuza SCRIPTCAP™) como se
describe en el sistema de produccion de ARNm convencional T7 mSCRIPT™: En resumen, se afadieron 60
microgramos de ARN transcrito in vitro a 10 microlitros de tampoén de protecciéon con caperuza SCRIPTCAP™, 5
microlitros de GTP 20 mM, 2,5 microlitros de S-adenosil-metionina (SAM), 2,5 microlitros de inhibidor de RNasa
SCRIPTGUARD™, 4 microlitros de 2'-O-Metiltransferasa SCRIPTCAP™, 4 microlitros de enzima de proteccion con
caperuza SCRIPTCAP™  y agua hasta 100 microlitros. Todas las reacciones de proteccién con caperuza se
incubaron a 37 °C durante 1 hora seguido de directamente la reaccion formacion de colas de poli(A).

La sintesis de ARNm con cola de poli(A) se realizd usando el sistema de produccion de ARN T7
mSCRIPT™(CELLSCRIPT, Inc.) de la siguiente manera: se afiadieron 12 microlitros de tampon de formacion de
colas A-Plus x10, 6 microlitros de ATP 20 mM, 5 microlitros de poli(A) polimerasa A-PLUS™ y 0,5 microlitros de
inhibidor de RNasa SCRIPTGUARD™ a los 100 microlitros de ARN transcrito in vitro protegido con caperuza 5, y se
incubaron a 37 °C durante 30 minutos (para generar una cola de poli(A) de aproximadamente 150 bases) o durante
1 hora (para generar una cola de poli(A) de > 200 bases. Los ARNm protegidos con caperuza y poliadenilados se
limpiaron como se describe en el apartado del procedimiento de limpieza rapida de ARN o como se describe en el
sistema de produccion de ARNm convencional T7 mSCRIPT™. Por lo tanto, las reacciones se terminaron mediante
dos extracciones en fenol/cloroformo/isoamilo, seguidas de la precipitaciéon con un volumen igual de acetato de
amonio 5 M. Las mezclas de ARNm/acetato de amonio 5 M se centrifugaron a 13.000 rpm durante 10 minutos, se
lavaron en etanol al 70 % y se volvieron a suspender en agua estéril.

En algunos experimentos, los ARNm transcritos in vitro codificantes de factores de reprogramacion de iPSC se
evaluaron para determinar la expresion tras la transfeccion de células humanas. Por ejemplo, en algunos
experimentos, cada uno de los ARN monocatenarios transcritos in vitrocon cola de poli(A) y cap1 (con nucleétidos de
150 aminoacidos) fabricados con sustitucion de la uridina-5-trifosfato con pseudouridina-5'-trifosfato (Kariko y col.,
2008) y codificantes de KLF4, LIN28, c-MYC, NANOG, OCT4 o SOX2 dieron lugar a la expresion y la ubicacion
subcelular adecuada de cada producto proteico respectivo en fibroblastos humanos 1079 de prepucio de feto recién
nacido. Por ejemplo, en algunos experimentos, se transfectaron los fibroblastos 1079 con hasta 4 microgramos de
uno de estos ARNm por pocillo de una placa de 6 pocillos y luego se analizaron mediante analisis de
inmunofluorescencia 24 horas después de la transfeccion. En resumen, las células 1079 se lavaron con PBS y se
fijaron en paraformaldehido al 4 % en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente, luego se lavaron 3 veces
durante 5 minutos cada lavado con PBS seguido de tres lavados en PBS + Triton X-100 al 0,1 %, se bloquearon en
tampodn de bloqueo (PBS + Triton al 0,1 %, FBS al 2 % y BSA al 1 %) durante 1 hora a temperatura ambiente, y
luego se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo primario (por ejemplo, OCT4 anti-
humano de ratén con n.° de catalogo sc-5279, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA; NANOG anti-humano de
conejo con n.° de catalogo 3580; KLF4 anti-humano de conejo con n.° de catalogo 4038; LIN28 anti-humano de
ratéon con n.° de catalogo 5930; c-MYC anti-humano de conejo con n.° de catalogo 5605; o SOX2 anti-humano de
conejo con n.° de catalogo 3579; todos de Cell Signaling Technology, Beverly, MA) a una dilucién de 1:500 en
tampodn de bloqueo. Tras lavar 5 veces en PBS + Triton X-100 al 0,1 %, las células se incubaron durante 2 horas con
anticuerpo ALEXA Fluor 488 anti-conejo (n.° de catalogo 4412, Cell Signaling Technology), anticuerpo secundario
anti-FITC de ratén (n.° de catalogo F5262, Sigma) o un Alexa Fluor 555 anti-ratéon (n.° de catalogo 4409, Cell
Signaling Technology) a diluciones de 1:1000 en tampon de bloqueo. Se tomaron imagenes en un microscopio
invertido Nikon TS100F (Nikon, Tokio, Jap6n) con una camara digital monocromatica de 2 megapixeles (Nikon)
usando el software de elementos NIS (Nikon). Los niveles endégenos de proteinas KLF4, LIN28, NANOG, OCT4 y
SOX2 no fueron detectables por inmunofluorescencia en células 1079 no transfectadas, aunque, en algunos casos,
los niveles enddgenos de c-MYC fueron relativamente altos en células 1079 no transfectadas. Las transfecciones
con ARNm codificantes de los factores de transcripcion, KLF4, c-MYC, NANOG, OCT4 y SOX2 dieron lugar a la
ubicacion principalmente nuclear de cada proteina 24 horas después de las transfecciones de ARNm, mientras que
la proteina de unién al ARNm citoplasmatico, LIN28, se localizé en el citoplasma.

Ejemplo del uso de los ARNm con cola de poli A) y protegidos con caperuza transcritos in vitro codificantes
de los factores de reprogramacion de iPSC para la reprogramacion de células somaticas humanas o de ratén
a células iPS

A menos que se indique lo contrario para un experimento particular, los factores de reprogramacion de ARNm
usados en los procedimientos de induccion de iPSC se diluyeron a 100 ng/ml, y se preparé una mezcla que contenia
los factores en una proporcion molar de 3:1:1:1:1 de OCT4/SOX2/KLF4/LIN28/MYC (por ejemplo, cMYC,
cMYC(T58A) o L-MYC), y se dividio en alicuotas que contenian aproximadamente de 1 a 1,4 microgramos de ARN
total. Por ejemplo, en una realizacion que comprendia el uso de 1,1 microgramos totales al dia por pocillo de ARNm
para la reprogramacion, se prepard en una proporcion molar de 3:1:1:1:1 de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y c-MYC o
c-MYC (T58A) mezclando los siguientes volumenes de una solucién de 100 ng/ml de cada factor de reprogramacion
de ARNm: OCT4, 385,1 microlitros; SOX2, 119,2 microlitros; KLF4, 155,9 microlitros; LIN28, 82,5 microlitros; c-MYC
o c-MYC(T58A), 147,7 microlitros; mas 109,6 microlitros de agua, formando un volumen total de 1 ml. [Como
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alternativa, en algunas realizaciones, se reemplazé una parte del agua por una solucion acuosa de ARNm
codificante de proteina verde fluorescente potenciada (EGFP) a 100 ng/ml como marcador de transfeccion].

Procedimiento de limpieza rapida de ARN

El siguiente protocolo proporciona un procedimiento de limpieza rapida de ARN para la extraccion de enzimas,
nucledtidos, oligonucledétidos pequerios y otros componentes del ARN de la reaccidn de transcripcion in vitro (IVT) o
de tratamiento con RNasa lll. No pretende ser un procedimiento para la purificacion extensa de ARN monocatenario
o ARNm. Este procedimiento de limpieza comprende la extraccién en fenol-cloroformo, seguida de la precipitacion
con acetato de amonio para retirar la proteina y hacer precipitar selectivamente el ARN, dejando el ADN residual no
digerido y los trifosfatos 5’ de los nucledsidos no incorporados en el sobrenadante. Sin limitar el procedimiento con
respecto a las cantidades especificas de ARN purificadas o los volumenes de reactivos especificos, que pueden
aumentarse a escala o ajustarse, a continuacion, se presenta una realizacion del procedimiento usado con respecto
a la presente invencion.

1. Se ajusta un volumen de reaccion IVT de 20 microlitros a 200 microlitros en total usando agua exenta de
RNasa (se afiaden 179 microlitros a la reaccion).

2. Se afade un volumen (200 microlitros) de fenol/cloroformo saturado con TE. Se agita con formacion de vértice
durante 10 segundos.

3. Se centrifuga en una microcentrifugadora a >10.000 xg durante 5 minutos para separar las fases.
4. Se retira la fase acuosa (superior) con una pipeta y se transfiere a un tubo limpio.

5. Se afade un volumen (200 microlitros) de acetato de amonio 5 M, se mezcla bien y luego se incuba durante
15 minutos en hielo.

6. Se sedimenta el ARN por centrifugacion a >10.000 xg durante 15 minutos a 4 °C.
7. Se retira el sobrenadante con una pipeta y se enjuaga suavemente el sedimento con etanol al 70 %.
8. Se retira el etanol al 70 % con una pipeta sin perturbar el sedimento de ARN.

9. Se deja secar el sedimento, luego se vuelve a suspender en 50-75 microlitros de agua exenta de RNasa y se
cuantifica el ARN mediante espectrofotometria o fluorimetria.

Ejemplo de un procedimiento de tratamiento con RNasa lll de la presente invencion

Se incuban cien microgramos de ARN monocatenario transcrito in vitro, ARN monocatenario o ARNm protegido con
caperuza y/o poliadenilado, que se ha limpiado preferentemente usando el procedimiento de limpieza rapida de ARN
descrito en el presente documento, en una mezcla de reaccion de 200 microlitros que contiene Tris-acetato 33 mM
(pH 8) como tampodn, acetato de potasio 200 mM como sal monovalente, y entre aproximadamente 1 mM y 4 mM
(mas preferentemente, aproximadamente 2-3 mM, y lo mas preferentemente 2 mM) de acetato de magnesio como la
sal de magnesio, y RNasa Il 20 nM (CELLSCRIPT, INC., Madison, WI 53713) durante 30 minutos a 37 °C. A menos
que se indique lo contrario, los ARN monocatenarios se trataron con RNasa lll usando el tratamiento con RNasa Il
descrito en el presente documento con acetato de magnesio 1 o 2 mM y acetato de potasio 150 mM. Sin embargo,
en algunos experimentos descritos en el presente documento, se usé hasta aproximadamente 10 mM de acetato de
magnesio para el tratamiento con RNasa Ill con el fin de evaluar el efecto de diferentes concentraciones de cationes
de magnesio divalentes sobre la actividad de la RNasa lll para la eliminacion del ARN bicatenario. En algunas
realizaciones, las reacciones de tratamiento con RNAsa Il también contienen un inhibidor de RNasa (por ejemplo,
0,8 unidades/microlitro de inhibidor de RNasa SCRIPTGUARD™; CELLSCRIPT, INC.). Las reacciones de
tratamiento con RNasa Il se detienen mediante la adicion de EDTA a una concentracion suficiente para formar
complejos con los cationes de magnesio (por ejemplo, EDTA 1 mM final si se usa acetato de magnesio 1 mM). En
realizaciones preferidas, el ARN monocatenario o ARNm se limpia ademas usando el procedimiento de limpieza
rapida de ARN, que comprende la extraccion usando fenol/cloroformo saturado con TE, la precipitacion con 1
volumen de acetato de amonio 5 M y el lavado del sedimento de ARN con etanol al 70 % (como se describe en el
presente documento para el procedimiento de limpieza rapida de ARN). En algunas realizaciones, el ARN
monocatenario o ARNm tratado con RNasa lll se vuelve a suspender luego en agua.

Ejemplo 1: La concentracion de cationes de magnesio durante el tratamiento con RNasa lll tiene efectos
importantes sobre la integridad del ARN monocatenario y la plenitud de la digestion con RNasa Ill del ARN
bicatenario

Se traté un microgramo de ARN bicatenario con RNasa Ill 20 nanomolar en tampones de reaccién que contenian
acetato de magnesio de 0 a 10 mM en el tampdn. Las condiciones de tratamiento ideales digeririan la region de ARN
bicatenario de 1.671 nucleétidos de longitud del producto de la transcripcion y dejarian intactos dos fragmentos de
ARN monocatenarios de 255 y 136 nucleétidos de longitud (FIG. 1).
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Como se muestra en la FIG. 2, la banda de ARN bicatenario fue digerida por la RNasa lll. Lo que es mas importante,
las bandas de ARN monocatenario eran del tamafio correcto y estaban intactas, segun las manchas minimas debajo
de las bandas, a concentraciones de acetato de magnesio de entre 1 y 4 mM. El hecho de que la cantidad de
manchas debajo de las bandas de ARN monocatenario aumente de manera constante, comenzando a
aproximadamente 5 mM y empeorando gradualmente a medida que las concentraciones de acetato de magnesio
aumentaban hasta 10 mM, indicd que una concentracion 6ptima de acetato de magnesio para la digestion con
RNasa Il estaba en el intervalo de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 4 mM, y mas preferentemente, de
aproximadamente 1 mM a 3 mM. Esto fue una gran sorpresa, porque los expertos que habian trabajado en la técnica
de la RNasa lll, al menos hasta donde saben los presentes inventores, no habia ensefiado que la concentracion de
acetato de magnesio era importante para la reaccion de la RNasa lll, habiendo establecido que podia usarse en un
amplio intervalo de concentraciones de hasta 100 mM. Por lo tanto, la observacion de los presentes inventores de
que se produjeron manchas significativas y crecientes de las bandas de ARN monocatenario, en particular, a
concentraciones de acetato de magnesio de 5 mM y superiores, fue sorprendente e inesperada. Este resultado
mostré por primera vez que se necesitaba una concentracion de cationes de magnesio divalentes mucho mas baja
que la establecida anteriormente para mantener la integridad del ARN monocatenario, y que la concentraciéon de 10
mM que se habia usado en la técnica era demasiado alta y conducia a una degradacion del ARN monocatenario.
Aun mas, como se muestra en otra parte del presente documento, la digestion del ARN bicatenario fue incompleta
cuando se realiz6 el tratamiento con RNasa |l usando la concentracion de cationes de magnesio 10 mM, lo que fue
muy sorprendente, porque este nivel de cationes de magnesio para la digestion con RNasa lll se ha estado
ensefiando en la técnica durante aproximadamente 35 afios sin que se cuestionara ni se cambiara.

Aun mas, como se muestra en el EJEMPLO 9, la eficacia biolégica de los ARNm monocatenarios modificados (por
ejemplo, ARNm modificados con pseudouridina) para la expresion de las proteinas codificadas que comprenden
factores de reprogramacion de iPSC fue mayor si los ARNm modificados codificantes de los factores de
reprogramacion de iPSC se trataron con el tratamiento de RNasa Ill usando Mg?* 2 mM en lugar de Mg?* 10 mM.
Aun mas sorprendentemente, la efectividad de los ARN monocatenarios o ARNm no modificados (GAUC) tratados
con RNasa Il codificantes de los factores de induccion de células iPS que se trataron con la RNasa Ill usando Mg?*
2 mM en lugar de Mg?* 10 mM fueron muy diferentes, sin que se produjera la induccion de células iPS usando Mg?*
10 mM, pero produciéndose la induccién de muchas células iPS mediante el ARNm tratado con RNasa IIl usando
Mg?* 2 mM (por ejemplo, EJEMPLO 10).

Ejemplo 2: Los efectos de la concentracion de cationes de magnesio divalentes sobre la plenitud de la
digestion con RNasa lll del ARN bicatenario son detectables usando el anticuerpo monoclonal especifico del
ARN bicatenario J2

Se digirieron diferentes cantidades conocidas de un sustrato de ARN bicatenario usando el tratamiento con RNasa I
en presencia de diferentes concentraciones de cationes de magnesio divalentes, y luego se analizaron las
cantidades detectables de ARN bicatenario restante mediante ensayos de transferencia de puntos, usando el
anticuerpo monoclonal especifico del ARN bicatenario J2.

Como se ha informado previamente (Leonard y col., 2008), se necesitan tramos de ARN bicatenario de 40 pb o
mayores para dimerizar TLR3 con el fin de generar una respuesta inmune innata. El anticuerpo J2 puede reconocer
el ARN bicatenario de 40 pb o mas. Por consiguiente, se escogié el anticuerpo monoclonal J2, porque puede
reconocer solamente tamafos bioldgicamente relevantes de ARN bicatenario que induciran la produccion de
interferon a través de la activacion de TLR3.

Los resultados del ensayo de transferencia de puntos, como se muestra en la FIG. 3, muestran que la digestion de
los contaminantes de ARN bicatenario por la RNasa Il vari6 con la concentracion de cationes de magnesio
divalentes presente en la reaccion. En este caso, la mayor parte del contaminante de ARN bicatenario se digirio a
una concentracion final de acetato de magnesio inferior a aproximadamente 5 mM, y la digestiéon parecié ser
completa entre aproximadamente 2 mM y aproximadamente 4 mM de cationes de magnesio divalentes.

Ejemplo 3: Efecto de la concentracion de cationes de Mg?* sobre la plenitud de la digestion del ARN
bicatenario mediante composiciones de RNasa Ill detectado usando anticuerpo monoclonal especifico del
ARN bicatenario K1

Las muestras que contenian diferentes cantidades conocidas de ARN bicatenario se trataron con RNasa Ill en
presencia de diferentes cantidades de cationes de magnesio divalentes, y después se analizaron mediante el ensayo
de transferencia de puntos para la cantidad de ARN bicatenario restante usando el anticuerpo monoclonal K1 tras el
tratamiento con RNasa .

Como se muestra en el EJEMPLO 2, se necesitan tramos de ARN bicatenario de 40 pb o mas para dimerizar TLR3
con el fin de generar una respuesta inmune innata. Similar al anticuerpo monoclonal J2, el anticuerpo monoclonal
puede reconocer el ARN bicatenario de 40 pb o mas. Por consiguiente, se escogio este anticuerpo, porque puede
reconocer solo fragmentos de ARN bicatenario bioldgicamente relevantes que induciran la produccién de interferén a
través de la activacion de TLR3.
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Los resultados, como se muestra en la FIG. 4, muestran que la capacidad de digerir los contaminantes de ARN
bicatenario varié en funcién de la concentracion de cationes de magnesio divalentes usados para el tratamiento con
RNasa lll. Usando el anticuerpo K1, la digestion del contaminante de ARN bicatenario parecié casi completarse a
una concentracion final de acetato de magnesio de entre aproximadamente 1 mM y 5 mM, y la digestién del ARN
bicatenario parecié completarse a entre aproximadamente 2 mM y 4 mM de acetato de magnesio.

Ejemplo 4: Efectos del tratamiento con RNasa lll sobre la integridad de los productos de transcripcion de
ARN monocatenario pequeio (255 nucleétidos o 156 nucleétidos) y grande (955 nucleétidos) y el grado de
digestion del ARN bicatenario con diferentes concentraciones de Mg*?

Se mezcld un microgramo del sustrato de ARN que comprendia tanto ARN bicatenario de 1.671 pares de bases
como ARN monocatenario de 255 y 136 nucledtidos, y un producto de transcripcion de control de ARN
monocatenario de 955 nucledtidos, y se tratdé con RNasa Ill 20 nanomolar en tampones de reaccién que contenian
acetato de magnesio 0 a 10 mM. En condiciones ideales, la reaccion digeriria la parte de ARN bicatenario de 1.671
pares de bases del sustrato de ARN y dejaria los extremos de ARN monocatenario de 255 nucleétidos y 136
nucledtidos de este sustrato de ARN y el producto de transcripcion de control de ARN monocatenario de 955
nucledtidos sin digerir e intactos.

Como se puede ver a partir de los resultados en la FIG. 5, la capacidad de digerir los contaminantes de ARN
bicatenario mientras se mantiene la integridad del ARN monocatenario tanto pequefio como grande varié en funcion
de la concentracion del cation de magnesio divalente presente en la reaccion. En este caso, se produjo una digestion
de contaminante de ARN bicatenario 6ptima cuando la concentracién final de acetato de magnesio estaba entre
aproximadamente 1 y 4 mM de magnesio divalente, y preferentemente, entre aproximadamente 2 mM vy
aproximadamente 3 mM de magnesio divalente. A estas concentraciones de cation de magnesio divalente, la parte
de ARN bicatenario del sustrato de ARN se digiri6 aproximadamente por completo y se observd un manchado
minimo de las bandas de ARN monocatenario en el gel, evidencia de que ambos productos de transcripcion de ARN
monocatenario permanecieron conservados e intactos.

Ejemplo 5: Ejemplo de los analisis realizados para evaluar los efectos de la [Mg*?] en presencia de diferentes
sales monovalentes, en este caso, glutamato de potasio 200 mM, sobre la actividad de RNasa Ill en el ARN
bicatenario y ARN monocatenario, incluyendo los efectos sobre la plenitud de la digestion del ARN
bicatenario y la integridad delo ARN monocatenario

Se traté un microgramo de ambos productos de transcripcion de ARN bicatenario y ARN monocatenario con RNasa
[l 20 nanomolar en la mezcla de reacciéon que contenia Tris-acetato 33 mM, pH 8, glutamato de potasio 200 mM (en
lugar de acetato de potasio) y diferentes concentraciones de catién divalente que varian de 0 a 10 mM de acetato de
magnesio.

Como se puede ver a partir de los resultados en la FIG. 6, el tratamiento con RNasa Ill es capaz de digerir
eficazmente los contaminantes de ARN bicatenario mientras se mantiene la integridad del ARN monocatenario
usando diferentes sales monovalentes, en este caso, glutamato de potasio en lugar de acetato de potasio. En el
presente EJEMPLO 5, las reacciones 6ptimas incluyeron entre aproximadamente 1 y aproximadamente 5 mM de
concentracion final de acetato de magnesio, y mas preferentemente, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 4
mM de concentracion final de acetato de magnesio.

Ejemplo 6: Efecto de la RNasa lll sobre la integridad del ARN monocatenario y el grado de digestion del ARN
bicatenario usando Mg*2 1 mM y diferentes concentraciones de glutamato de potasio

En las reacciones que contenian ambos productos de transcripcion de ARN bicatenario y ARN monocatenario, se
aumento la concentracion de glutamato de potasio en la reaccion de 0 a 300 mM de concentracion final. Cada
reaccion contenia RNasa Il 20 nM, Tris-acetato 33 mM, acetato de magnesio 1 mM y cantidades variables de
glutamato de potasio. Como se puede ver en la FIG. 7, la RNasa lll presenta patrones de union superiores y
digestion del contaminante a concentraciones especificas de sal de glutamato de potasio. A esta concentracion de
acetato de magnesio, el ARN bicatenario parecié6 ser digerido aproximadamente por completo, y el ARN
monocatenario no se digiri6 significativamente en todas las concentraciones de glutamato de potasio ensayadas.

Ejemplo 7: Efecto de los tratamientos con RNasa lll de sustratos de ARN bicatenario o ARN monocatenario
en reacciones separadas que comprenden 1 mM de concentracién final de Mg*? y concentraciones variables
de acetato de potasio como sal monovalente

Se trataron sustratos de ARN bicatenario o un sustrato de ARN monocatenario en reacciones separadas con RNasa
[l en mezclas de reaccion que contenian RNasa lll 20 nM, Tris-acetato 33 mM, acetato de magnesio 1 mM vy
concentraciones finales variables de acetato de potasio de entre 0 y 300 mM.

Como se puede ver en la FIG. 8, a una concentracion final de cationes de Mg?* 1 mM, la RNasa lll digirio
eficazmente el sustrato de ARN bicatenario, pero no digiri6 el ARN monocatenario, a toda la concentracion de
acetato de potasio de entre 50 y 300 mM de concentracion final. Al comparar resultados tales como los mostrados
en esta FIG. 8 y la FIG. 7 anterior, los solicitantes concluyeron que, en general, se necesita un compuesto tal como
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una sal monovalente para mantener la fuerza ionica, pero, siempre que la concentracion final sea suficiente (por
ejemplo, de al menos aproximadamente 50 mM de concentracion final), ni la identidad ni la concentracion de sal
monovalente afecta significativamente a la actividad de RNasa Ill en el ARN bicatenario o su especificidad por el
ARN bicatenario. Esto fue sorprendente e inesperado a la vista de las publicaciones previas en la técnica que habian
aconsejado que la concentracion de sal monovalente era una variable importante de optimizar con el fin de afectar a
la actividad y la especificidad de la RNasa Ill por el ARN bicatenario. Sin quedar ligados a teoria alguna, los
presentes solicitantes creen que la funcion de la sal monovalente con respecto a la digestion con RNasa Ill es la de
mantener una fuerza ionica suficiente para estabilizar el emparejamiento de bases de las regiones de ARN
bicatenario del ARN, de forma que los ARN bicatenarios no se desnaturalicen durante el tratamiento con la RNasa
Ill. Como se menciona en otra parte del presente documento, contrariamente a lo que se ha ensefiado previamente
en la técnica, los solicitantes descubrieron que la concentracion final de cationes de magnesio divalentes es muy
importante para la actividad y especificidad optimas de la RNasa Il por el ARN bicatenario, y que la concentracion
final de cationes de magnesio para la actividad optima y especificidad del RNasa Il hacia el ARN bicatenario es
preferentemente de aproximadamente 1-4 mM, lo mas preferentemente, de aproximadamente 2-3 mM, que es
mucho mas baja de lo que se habia ensefiado previamente en la técnica.

Ejemplo 8: Efecto del tratamiento con RNasa lll sobre la integridad del ARN monocatenario y el grado de
digestion del ARN bicatenario con cantidades crecientes de ARN bicatenario afadidas a la mezcla de
reaccion

La cantidad de ARN bicatenario que puede ser digerida en una incubacion de 10 minutos a 37 °C con RNasa Il 20
nM se aumentoé secuencialmente de un microgramo (a una concentracion de 20 ng/microlitro final) a 20 microgramos
(400 ng/microlitro finales). La mezcla de reaccion contenia Tris-acetato 33 mM, pH 8, KOAc 200 mM y acetato de
magnesio 1 mM. A partir de los resultados de la FIG. 9, solo se pudieron digerir de 1 microgramo a 2 microgramos
de ARN bicatenario en estas condiciones de reaccion. Se usa un microgramo de ARN monocatenario en el
procedimiento de tratamiento con RNasa Il descrito en el presente documento para garantizar la digestion completa
del ARN bicatenario evitando cualquier posibilidad de insuficiente RNasa Il debido a una muestra particular que
contenga niveles mas altos de ARN bicatenario. Sin embargo, los expertos en la materia comprenderan que se
puede usar menos RNasa lll, y comprenderan que se podria hacer una valoracion similar a la que se describe en el
presente documento para determinar la cantidad de RNasa Il necesaria para determinados tipos de muestras.

Ejemplo 9: Efecto de los tratamientos con RNasa lll en presencia de diferentes niveles de cationes de
magnesio divalentes sobre los niveles de traduccion in vivo del ARNm codificante de luciferasa transfectado
en fibroblastos BJ

Se tratdé ARNm de luciferasa de luciérnaga durante 20 minutos con RNasa Il en una mezcla de reaccién que
contenia tampén a base de Tris-acetato 33 mM, pH 8, KOAc 200 mM y acetato de magnesio bien 2 mM o 10 mM. El
ARNm tratado con RNasa lll se limpié mediante extraccion con fenol-cloroformo, precipitacién usando acetato de
amonio y lavado con etanol al 70 % (como en el procedimiento de limpieza rapida de ARN descrito en el presente
documento), y se transfectd en fibroblastos humanos BJ en pocillos por triplicado. Dieciocho horas después de la
transfeccion, las células se lisaron y se analizaron para determinar la cantidad de actividad de luciferasa producida.
La cantidad de actividad de luciferasa (medida en unidades de luz relativa, ULR) se promedi6 para los ensayos
duplicados de las muestras por triplicado (n = 6), y se normalizé por la cantidad de proteina del lisado celular.

Como se muestra en la FIG. 10, el ARNm de luciferasa que se traté con RNasa lll usando cationes de magnesio
divalentes 2 mM presentd una actividad de luciferasa medida mucho mayor (~9 veces) en comparaciéon con el
ARNm de luciferasa tratado con RNasa |l usando cationes de magnesio divalentes 10 mM. Esto muestra ademas
que la concentracion de magnesio usada en la técnica durante aproximadamente 35 afios no da lugar a una
actividad biologica 6ptima del ARNm tratado con RNasa lll. Aunque sorprendente e inesperado, este resultado
coincide con otros hallazgos de los presentes inventores de que el uso de la RNasa Ill para tratar ARN
monocatenario o ARNm no digiri6 contaminantes de ARN bicatenario de manera eficaz usando cationes de
magnesio 10 mM, como se ensefia en la técnica, como el uso de cationes de magnesio 1-4 mM. Aun mas, los
presentes inventores descubrieron que los cationes de magnesio 1-3 mM, y preferentemente aproximadamente 2
mM, son mas eficaces para digerir los contaminantes de ARN bicatenario, mientras que no digieren
significativamente el ARN monocatenario. En el EJEMPLO 10, se muestra la importancia fundamental de usar las
bajas concentraciones descubiertas de cationes de magnesio para los tratamientos con RNasa Il del ARN
monocatenario o ARNm que se introduce de manera repetida o continua en células humanas o animales para inducir
un efecto bioldgico o bioquimico. En el EJEMPLO 10, el efecto bioldgico es la reprogramacion de células somaticas
humanas a células madre pluripotentes inducidas.

Ejemplo 10: Efectos de los tratamientos con RNasa lll usando diferentes niveles de Mg?* en la capacidad del
ARNmM de cola de poli (A), cap1 sin modificar (-150 adenosinas) codificantes de factores de reprogramacion
de iPSC para reprogramar células somaticas a células madre pluripotentes inducidas ("iPSC") en ausencia
de un inhibidor de las vias de respuesta inmune innata

En este EXAMPLE 10, se muestra que los ARNm codificantes de factores de reprogramacion de iPSC, en los que
dichos ARNm contienen Unicamente nucleétidos no modificados (GAUC) y no contienen un nucleétido modificado
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que reduzca una respuesta inmune innata (a excepcion del nucledtido con caperuza 5-terminal que comprende 7-
metilguanina y el penultimo nucledtido 5' 2'-O-metilado al que se une el nucledsido con caperuza, que juntos
comprenden la estructura de caperuza cap1) pueden usarse para reprogramar células somaticas de mamiferos sin
necesidad de un inhibidor de la respuesta inmune innata tal como la proteina B18R, siempre que los ARNm se traten
usando los procedimientos de tratamiento con RNasa Ill descritos en el presente documento. Por lo tanto, en este
experimento, se us6 una mezcla de factores de reprogramacion de ARNm que comprendia ARNm no modificados
codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, NANOG y cMYC(T58A) en una proporcién molar de 3:1:1:1:1:1, en los
que los ARNm fueron tratados con RNasa Il en presencia de acetato de potasio 200 MM como sal monovalente y
acetato de magnesio 1, 2, 3, 4, 5 0 10 mM para evaluar la importancia de la concentracion de cationes de magnesio
divalentes en la etapa de tratamiento con RNasa Il para la induccién de iPSC. En otro aspecto de este experimento,
los ARNm se trataron con RNasa Il en presencia de glutamato de potasio 200 mM para evaluar los efectos de esta
sal monovalente en lugar de acetato de potasio, y 2 o bien 10 mM de acetato de magnesio para evaluar la
importancia de la concentracion de cationes de magnesio divalentes en la etapa de tratamiento con RNasa lll para la
induccion de iPSC.

Los procedimientos para usar las células alimentadoras y sembrar fibroblastos BJ en placas para la reprogramacion
y para usar el reactivo de transfeccion TransIT™ (Mirus Bio) para la reprogramacion fueron como se ha descrito
anteriormente. En resumen, se sembraron 1,25 x 105 de fibroblastos sobre 5 x 10° de células alimentadoras NuFF.
Las células se transfectaron diariamente durante 13 dias con 1,2 microgramos de una mezcla de reprogramacion de
ARNm de 100 ng por microlitro que comprendia una proporcion molar de 3:1:1:1:1:1 que contenia OCT4, SOX2,
KLF4, LIN28, NANOG y cMYC(T58A). La transfeccion se realizé con 2,4 microlitros de cada refuerzo de Bio
TransIT™ y reactivo de transfeccion TransIT™ de Mirus como se ha descrito previamente. El medio PLURITON™,
con penicilina/estreptomicina x 1, suplemento de PLURITON™ x 1 y 0,5 U/ml de inhibidor de la RNasa
SCRIPTGUARD™ se cambié diariamente antes de transfectar las células. El dia 13, las células se fijaron, se
inmunotifieron para el marcador fosfatasa alcalina de iPSC, y se conté el numero de colonias de iPSC tefiidas con
fosfatasa alcalina para cada tratamiento.

Como se muestra en la siguiente Tabla 1, los nimeros de células iPS positivas en fosfatasa alcalina inducidas en las
células transfectadas una vez al dia con ARNm que habian sido tratados con RNasa Ill en presencia de acetato de
magnesio 1 o 2 mM fueron mucho mas altos que en las células transfectadas una vez al dia con los ARNm tratados
con mayores concentraciones de acetato de magnesio. En particular, no se indujeron células positivas en fosfatasa
alcalina en fibroblastos BJ que se transfectaron una vez al dia con la mezcla de reprogramacion de ARNm que
comprendia ARNm que se habian tratado con RNasa lll en presencia de acetato de magnesio 10 mM en presencia
bien de acetato de potasio o de glutamato de potasio como sal monovalente.

TABLA 1
Capacidad de los ARNm tratados con RNasa lll en presencia de diferentes concentraciones de Mg?* para
generar iPSC positivas en fosfatasa alcalina tras transfecciones repetidas de fibroblastos BJ.
Sal de potasio monovalente | Concentracion de Mg(OAc). | Nomero de colonias de iPSC
usada para el tratamiento con | usada para el tratamiento con | positivas en fosfatasa alcalina el
RNasa lll RNasa lll Dia 13
Acetato 1 mM 110
Acetato 2 mM 70
Acetato 3 mM 3
Acetato 4 mM 3
Acetato 5mM
Acetato 10 mM 0
Glutamato 2 mM 27
Glutamato 10 mM 0

Estos resultados demuestran que los procedimientos de tratamiento con RNasa Ill descritos en el presente
documento, que comprenden el tratamiento de ARN transcrito in vitro con RNasa Il en presencia de Mg?*
aproximadamente 1-4 mM, eliminaron el ARN bicatenario en una medida suficiente para permitir la reprogramacion
de los fibroblastos a iPSC tras transfecciones repetidas de células somaticas de fibroblastos BJ humanos con esta
mezcla de reprogramacion de ARNm que comprende 6 ARNm diferentes codificantes de diferentes factores de
reprogramacion proteicos. En el presencia de Mg?* 1 o 2 mM, el tratamiento con RNasa Il eliminé muy eficazmente
el ARN bicatenario de una mezcla de reprogramacion de ARNm de modo que la reprogramacion de las células
somaticas de fibroblastos BJ se reprogramé eficazmente a células desdiferenciadas o células madre pluripotentes
inducidas positivas en fosfatasa alcalina. Por el contrario, Por el contrario, una mezcla de reprogramaciéon de ARNm
que comprendia los mismos ARNm tratados usando Mg?*10 mM, la concentracion recomendada por primera vez por
Robertson y col. (Robertson H. D. y col., 1968) y que se cree que posteriormente fue usada como las condiciones
convencionales de otros investigadores a partir de ese momento, no dio lugar a la reprogramacién de las células
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somaticas de fibroblastos BJ a células desdiferenciadas o células madre pluripotentes inducidas positivas en
fosfatasa alcalina en, por los demas, las mismas condiciones. Las diferencias de inmunotincién también se vieron
respaldadas por las diferencias morfolégicas observadas entre las células tratadas con Mg?*1-2 mM en comparacion
con 10 mM. Por ejemplo, los fibroblastos BJ transfectados diariamente con ARNm tratados con RNasa Il en Mg?* 2
mM presentaron colonias de iPSC, mientras que los fibroblastos BJ transfectados diariamente con ARNm tratados
con RNasa Ill en Mg?*10 mM no presentaron una nueva morfologia.

Los presentes investigadores creen que la reprogramacion con éxito de células somaticas humanas o animales a
células iPSC usando Unicamente ARN monocatenario no modificado no se ha informado ni demostrado previamente.
Sin quedar ligados a teoria alguna, se cree que otros no han tenido éxito en la reprogramacion de células humanas o
animales con ARN monocatenarios no modificados, porque no han reconocido la importancia de purificar o tratar el
ARN monocatenario sintetizado in vitro con el fin de producir ARN monocatenarios, e incluso si alguien ha
reconocido la importancia y los beneficios de fabricar ARN monocatenarios que estén al menos practicamente libre
de ARN bicatenario, no han entendido ni desarrollado un procedimiento para purificar o tratar suficientemente dichos
ARN monocatenarios con el fin de hacerlos al menos practicamente libres de ARN bicatenario, y mas
preferentemente, extremadamente libres o incluso absolutamente libres de ARN bicatenario. Por ejemplo, los
presentes investigadores han descubierto procedimientos sencillos, rapidos y eficaces para tratar los ARN
monocatenarios con una RNasa especifica del ARN bicatenario que dé lugar a ARN monocatenarios que estén al
menos practicamente libres de ARN bicatenario. Un ejemplo de dicha RNasa especifica del ARN bicatenario que
puede usarse para este fin es la RNasa Ill endorribonucleasa. Los presentes investigadores han descubierto también
que, de forma sorprendente e inesperada, un procedimiento de uso de la RNasa lll que se informé en la literatura
para retirar el ARN bicatenario del ARN monocatenario con el fin de eliminar la actividad inhibidora del ARN
bicatenario en la traduccién in vitro no retiraba suficiente ARN bicatenario del ARN monocatenario para que los ARN
monocatenarios tratados con ese procedimiento pudieran usarse para la traduccién en células vivas o para la
reprogramacion de células vivas humanas o animales de un estado de diferenciacion a otro estado de diferenciacion
(por ejemplo, para la reprogramacion de células somaticas humanas o animales a células iPS). De hecho, los
intentos de los presentes investigadores por usar ARN monocatenarios que se habian tratado con RNasa usando el
procedimiento de la literatura para transfecciones repetidas para generar iPSC finalmente dieron lugar a la muerte de
esas células. Aun mas, no solo el procedimiento de uso de RNasa Ill para eliminar el ARN bicatenario para
aplicaciones in vitro no funcioné para las aplicaciones in vivo (y dio lugar a la apoptosis de las células transfectadas
con ARN monocatenarios tratados de esta manera), sino que el procedimiento también degradd los ARN
monocatenarios que los investigadores deseaban traducir en las células vivas. En otras palabras, no solo es que el
procedimiento de RNasa Il de la literatura no lograra eliminar suficientemente el ARN bicatenario no deseado, sino
que también destruyd una parte de los ARN monocatenarios deseados codificantes de las proteinas de interés. A
continuacion, los presentes investigadores trataron de modificar todas las condiciones de los autores del
procedimiento de la RNasa lll para crear ARN monocatenario para aplicaciones in vitro, pero desafortunadamente no
sirvieron. Por lo tanto, aunque los autores del procedimiento existente sugerian que podria ser beneficioso aumentar
la concentracién de la sal monovalente en la reaccion de RNasa lll a una concentracion que fuera mas alta o mas
baja que la que sugerian, los presentes inventores lo intentaron sin éxito. También probaron varias sales
monovalentes diferentes y variaron sus concentraciones, pero esto tampoco dio lugar a una eliminacion suficiente
del ARN bicatenario para los ARN monocatenarios que se usaban para reprogramar células vivas, no redujo
suficientemente la toxicidad de los ARN monocatenarios, y aun asi, dafié o destruy6 al menos una parte de los ARN
monocatenarios deseados. El cambio de otras variables sugeridas por los autores del procedimiento publicado
tampoco logro el objetivo deseado. Sin quedar ligados a teoria alguna, los presentes investigadores creen que la
dificultad se debié a los niveles extremadamente bajos de ARN bicatenario que pueden ser detectados por la
respuesta inmune innata y otros sensores de ARN que estan presentes en las células humanas y animales para
proteger a esas células de la infeccion por virus de ARN bicatenario y otros patégenos. Por lo tanto, debido a la
extrema sensibilidad de las células humanas o animales al ARN bicatenario que se introduce en esas células, un
procedimiento que es adecuado para reducir el ARN bicatenario de los ARN monocatenarios para el uso del ARN
monocatenario para aplicaciones in vitro no es suficiente para hacer que los ARN monocatenarios se introduzcan en
células vivas humanas o animales. Aun mas, la respuesta inmune innata y otros sensores de ARN (por ejemplo,
receptores de tipo Toll, por ejemplo, TLR3, interferones, y otros sensores similares) se inducen a niveles superiores
si los ARN bicatenarios se introducen en dichas células. En otras palabras, si los ARN monocatenarios que se
introducen en células vivas humanas o animales contienen incluso una cantidad minima de ARN bicatenario
contaminante, ese ARN bicatenario induce a la respuesta inmune innata y otros sensores de ARN a responder, lo
que puede causar toxicidad e inhibicién de la sintesis de proteinas en dichas células. La respuesta inicial puede
sensibilizar a las células para que sean aun mas sensibles a las subsecuentes introducciones repetidas de los ARN
monocatenarios en las células, provocando una mayor toxicidad e inhibicion de la sintesis de proteinas (por ejemplo,
Kalal M. y col. 2002; Stewart Il, W. E. y col., 1972). Si se prolongan, estos efectos conducen a un aumento de la
toxicidad y a la muerte celular. Por lo tanto, con respecto a ciertos procedimientos de la técnica anterior para
reprogramar células somaticas humanas a células iPS, la respuesta inmune innata y otras respuestas de sensores
de ARN se inducen cada vez que los ARN monocatenarios codificantes de los factores de reprogramacion se
introducen en las células. Por ejemplo, algunas de las moléculas que son inducidas y activadas por el ARN
bicatenario son los interferones, que pueden inhibir la sintesis de proteinas, inducir citotoxicidad y, si se prolongan,
producir la muerte celular.
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Ejemplo 11. Reprogramacion sin células alimentadoras de células somaticas humanas a células iPS en
Matriz GFR MATRIGEL™ usando ARNm que contienen pseudouridina codificantes de factores de induccién
de iPSC en ausencia de un inhibidor o agente que reduzca la expresion de una via de respuesta inmune
innata

Materiales y procedimientos para el EJEMPLO 11

En las realizaciones del EXAMPLE 11, cada ARN monocatenario que contiene pseudouridina sintetizado in vitro (es
decir, sintetizado usando yTP en lugar de UTP en la reaccién de IVT) que codifica un factor de induccion de iPSC
[por ejemplo, OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cualquiera de los cMYC o cMYC(T58A)] u otros ARN monocatenarios que
contienes pseudouridina transfectados junto con los factores de induccion de iPSC se trataron con RNAsa Il con
Mg(OAc), 1 mM antes de proteger con caperuza el y afiadir cola al ARN monocatenario. En este EXAMPLE 11, las
reacciones de tratamiento con RNAsa Ill también contenian 0,8 U/microlitro de inhibidor de RNasa
SCRIPTGUARD™ (CELLSCRIPT, INC.).

Reprogramacion sin células alimentadoras de fibroblastos humanos a células iPSC usando factores de
induccion de iPSC de ARNm monocatenario

Antes de su uso para la reprogramacion, se sembraron fibroblastos BJ (ATCC) a 5 x 10* células por pocillo en placas
de cultivo de tejidos de 6 pocillos recubiertas con 83 ng por pocillo de matriz de GFR MATRIGEL™ (BD Biosciences,
San Jose, CA) en MEM avanzado (Invitrogen, Carlsbad, CA) complementado con FBS al 10 % (Fisher) y
GLUTAMAX™-] 2 mM (Invitrogen, Carlsbad, CA), un medio esencial minimo (MEM) util para el crecimiento de
fibroblastos.

Al dia siguiente, se cambio el medio a un "Medio de reprogramacion sin células alimentadoras" desarrollado por los
presentes solicitantes. Este medio de reprogramacion sin células alimentadoras se componia de medio de Eagle
modificado por Dulbecco con mezcla de nutrientes F-12 (DMEM/F12; (DMEM/F12; Invitrogen, Carlsbad, CA)
complementado con reemplazo sérico KNOCK-OUT™ al 20 % (Invitrogen), GLUTAMAX™-| 2 mM (Invitrogen),
solucién de aminoacidos no esenciales 0,1 mM (Invitrogen), 2 micromolar del inhibidor del factor de crecimiento
transformante B (TGFB) STEMOLECULE™ SB431542 (Stemgent®, Cambridge, MA, EE.UU.), 0,5 micromolar del
inhibidor de la via de sefalizacion de MEK STEMOLECULE™ PD0325901 (Stemgent) y/o 10 ng/ml de citocina de
ratéon recombinante, factor inhibidor de la leucemia (LIF o mLIF; Invitrogen, Carlsbad, CA) y 100 ng/ml de factor de
crecimiento de fibroblastos humano recombinante (FGF; Invitrogen) con antibidticos de penicilina-estreptomicina. En
algunos experimentos, se usa una concentracion menor o mayor de uno o mas de estos inhibidores (por ejemplo, 1-
20 micromolar del inhibidor de TGFf3, 0,5-10 micromolar del inhibidor de la sefalizacion de MEK y/o 5-50 ng/ml la
citocina recombinante de raton, factor inhibidor de la leucemia). Dado que algunas de las moléculas que se inhiben
pueden ser introducidas por los reactivos o los medios usados (por ejemplo, TGF en la MATRIGEL™ u otra matriz
extracelular, las concentraciones de los inhibidores usados pueden variar en funcién de los reactivos y de los medios
usados. En algunos experimentos, se omitié el inhibidor de TGF, el inhibidor de la sefalizacién de MEK y/o LIF del
medio de reprogramacion sin células alimentadoras. El medio de reprogramacion sin células alimentadoras se
cambi6 diariamente una hora antes de cada transfeccion con factores de reprogramacion de ARNm. Las células se
transfectaron diariamente durante 18 dias consecutivos usando el kit de transfeccion de ARNm TRANSIT™ (Mirus
Bio LLC, Madison, WI, EE. UU.) como se describe en la literatura del producto: En resumen, se diluyd una solucion
que comprendia una mezcla de todos los factores de reprogramacion del ARNm con 250 microlitros de medio de
suero reducido OPTI-MEM® | (Invitrogen, Carlsbad, CA), y luego se afadieron 2,4 microlitros de TRANSIT™
BOOST y se mezclo, seguidos de 2,4 microlitros del reactivo de transfeccion TRANSIT™. En algunas realizaciones,
no se uso inhibidor de la expresion de una via de respuesta inmune innata. En algunas otras realizaciones, se
afadieron 132 ng de ARNm que contenia pseudouridina codificante de la proteina B18R a los factores de
reprogramacion que comprenden ARNm codificante de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC para la reprogramacion
de los fibroblastos BJ. Esta mezcla de transfeccion se aplicd gota a gota a las células. Las células se incubaron a 37
°C en CO; al 5 % hasta la transfeccion del dia siguiente. Después de 18 transfecciones, se cambié el medio a un
"Medio de mantenimiento de iPSC" diferente que se componia de DMEM/F12 complementado con reemplazo de
suero KNOCKOUT™ al 20 %, L-glutamina 1 mM, solucién de aminoacidos no esenciales 0,1 mM y 100 ng/ml de
factor de crecimiento de fibroblastos humanos recombinante (FGF) (todos de Invitrogen, Carlsbad, CA) con
antibiéticos de penicilina-estreptomicina durante unos dias mas hasta que las colonias de iPSC fueron lo
suficientemente grandes como para recogerlas manualmente.

En otro experimento para evaluar el efecto del uso de diferentes concentraciones del inhibidor de TGF,
STEMOLECULE™ SB431542, se llevd a cabo una reprogramacion de los fibroblastos BJ como se ha descrito
anteriormente, excepto que la concentracion del inhibidor de TGFB STEMOLECULE™ SB431542 usada en el medio
de reprogramacion fue una concentracion de 0, 1,2 o 4 micromolar, y, en este experimento, los fibroblastos BJ se
transfectaron durante solo 17 dias consecutivos en lugar de durante 18 dias.

En otro experimento para evaluar el efecto del uso de diferentes concentraciones del inhibidor de MEK
STEMOLECULE PD0325901™, la reprogramacion de los fibroblastos BJ se llevé a cabo como se ha descrito
anteriormente con una concentracion 2 micromolar del inhibidor de TGFB, y el inhibidor de MEK PD0325901
STEMOLECULE™ se us6 en el medio de reprogramacion a una concentracion de 0, 0,5, 1, 2, 10 o 15 micromolar, y,
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en este experimento, los fibroblastos BJ se transfectaron durante solo 17 dias consecutivos en lugar de durante 18
dias.

Mantenimiento de colonias de iPSC generadas a partir de reprogramacion de células somaticas humanas sin
células alimentadoras usando factores de induccion de iPSC de ARNm monocatenario

Las colonias de iPSC resultantes dela reprogramacion sin células alimentadoras se recogieron y se transfirieron
manualmente a placas de 12 pocillos recubiertas con 42 ng por pocillo de matriz de GFR MATRIGEL™ (BD
Biosciences) que contenia un medio compuesto de una mitad de medio mMTESR®-1 (StemCell Technologies,
Vancouver, BC, Canada) y una mitad del medio de mantenimiento de iPSC descrito anteriormente con inhibidor de la
ROCK STEMOLECULE™ Y27632 10 micromolar (Stemgent), un inhibidor de moléculas pequefias permeable a las
células de quinasas asociadas a Rho. Las placas se incubaron a 37 °C en CO; al 5 % durante la noche, tras lo que
las colonias de iPSC se volvieron a recoger manualmente y se mantuvieron en medio mTESR (StemCell
Technologies). A fin de que expandir los cultivos, se pasaron las colonias de iPSC en solucion de dispasa (1 mg/ml)
en medio DMEM/F12 (StemCell Technologies, Vancouver, BC, Canada) en placas recubiertas con matriz de GFR
MATRIGE™ de 6 pocillos (BD Biosciences); se incubaron las iPSC en la solucién de dispasa durante 7 minutos a 37
°Cy CO3 al 5 %, se lavaron tres veces con 3 ml de medio DMEM/F12, se eliminaron en medio mTESR®-1 (StemCell
Technologies) y se sembraron en pocillos de un placa recubierta con matriz de GFR MATRIGEL™ nueva (BD
Biosciences) a proporciones de division apropiadas.

Inmunocitoquimica de las colonias de iPSC

Se lavaron las células dos veces en soluciéon tamponada con fosfato (PBS) x1 y se fijaron en paraformaldehido al 4
% en PBS a temperatura ambiente durante media hora. Tras 3 lavados en PBS x1, las células se lavaron 3 veces en
tampon de lavado (Triton-X100 al 0,1 % en PBS) y se bloquearon durante una hora a temperatura ambiente en
solucion de blogueo (Triton-X100 al 0,1 %, BSA al 1 %, FBS al 2 % en PBS). Se diluyeron los anticuerpos primarios
a 1:1.000 en solucién de bloqueo y se aplicaron a las células durante la noche a 4 °C. Las células se lavaron 6 veces
en tampon de lavado, y se aplicaron los anticuerpos secundarios, diluidos a 1:1.000 en tampén de bloqueo, durante
2 horas a temperatura ambiente a oscuras. Tras 6 lavados con tampén de lavado, las células se lavaron dos veces
en PBS x1 antes de la generacion de imagenes.

Protocolo de diferenciacion de las iPSC reprogramadas sin células alimentadoras a cardiomiocitos

Se disociaron colonias de células madre pluripotentes inducidas con TrypLE Select (Invitrogen, Carlsbad, CA)
durante 5 minutos a 37 °C en CO; al 5 %. Se neutralizé TrypLE a una proporcion de 1:1 con mTESR suplementado
con inhibidor de ROCK Y27632 10 micromolar (Stemgent) y 25 microgramos/ml de gentamicina (Invitrogen,
Carlsbad, CA), se centrifugd y se volvié a suspender en el mismo medio. Se sembraron las iPSC disociadas a 5 x
108 células en matraces T25 de fijacion ultrabaja (Corning Life Sciences, Lowell, MA) y se incubaron durante una
noche a 37 °C en CO; al 5 %. Al dia siguiente, los medios se intercambiaron a mTESR al 50 % y medio de transicién
de agregados al 50 %, DMEM GLUTAMAX™ (Invitrogen, Carlsbad, CA), FBS al 10 % (Fisher), 50 ng/ml de FGFb
(Invitrogen, Carlsbad, CA) y 25 microgramos/ml de gentamicina (Invitrogen, Carlsbad, CA), y los agregados se
dividieron en 2 matraces T25 de fijacion ultrabaja. Durante los 12 dias siguientes,se alimentaron los agregados con
medio de induccion cardiaca, DMEM GLUTAMAX™ (Invitrogen, Carlsbad, CA), FBS al 10 % (Fisher), 50 ng/ml de
FGFb (Invitrogen, Carlsbad, CA). Cuando los agregados comenzaron a latir, los medios se cambiaron a medios de
mantenimiento cardiaco, DMEM bajo en glucosa (Invitrogen, Carlsbad, CA), FBS al 10%, 25 microgramos/ml| de
gentamicina.

Resultados del EJEMPLO 11

Los fibroblastos BJ sembrados en matriz de GFR MATRIGEL™ se transfectaron diariamente durante 18 dias
consecutivos con factores de reprogramacion de ARNm que contenian pseudouridina codificantes de OCT4, SOX2,
KLF4, LIN28 y cMYC o cMYC(T58A) en medio de reprogramacion sin células alimentadoras. Los factores de
reprogramacion de ARN monocatenario se componian de ARNm que contenian pseudouridina preparados como se
ha descrito anteriormente y en la literatura proporcionada con el sistema de produccién de ARNm convencional
mSCRIPT™ T7 (CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE.UU.), excepto que la uridina-5'-trifosfato (UTP) se sustituyo
por pseudouridina-5'-trifosfato (WTP) y, antes de la protecciéon con caperuza o de la poliadenilacion, los ARN
transcritos in vitro se trataron usando el tratamiento con RNasa Ill como se describe en el presente documento con
una concentracion de 1 mM de acetato de Mg. No se usaron células alimentadoras. A menos que se indique
especificamente lo contrario, no se uso proteina B18R ni otro inhibidor o agente que reduzca la expresion de una via
de respuesta inmune innata. Las células sobrevivieron y crecieron hasta la confluencia, y hacia el final del régimen
de transfeccion, eran realmente demasiado confluentes. En los experimentos en los que se usaron ARNm que
contenian pseudouridina codificantes del mutante cMYC(T58A) de la proteina cMYC, las colonias de iPSC
comenzaron a aparecer alrededor del dia 14, tras 15 transfecciones (Figura 11), contando como primer dia de
transfeccion el dia 0. En los experimentos en los que se usaron ARNm codificantes de la versién larga de tipo
silvestre de la proteina cMYC, las colonias de iPSC comenzaron a aparecer alrededor del dia 16. En este
experimento, las colonias de iPSC se obtuvieron solo cuando la proteina LIF o un inhibidor de TGF o MEK de
molécula pequefia (por ejemplo, inhibidor de TGFB SB431542 o inhibidor de MEK PD0325901) estaban presentes
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en el medio (FIG. 12). No se formaron colonias de iPSC en ausencia de estos inhibidores.

En otros experimentos de reprogramacion de ARNm en los que se usé medio de reprogramacion de ARNm
PLURITON™ (Stemgent) en matriz de GFR MATRIGEL™ sin células alimentadoras, se observo la muerte celular
masiva en la primera semana de transfecciones con los mismos factores de reprogramacion de ARNm que
contenian pseudouridina codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y la version larga de tipo silvestre de cMYC;
todos los fibroblastos BJ murieron en el medio PLURITON™, y no se observaron colonias de iPSC. Usando el
ARNmM que contiene pseudouridina codificante de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y mutante cMYC(T58A) en ausencia
de las moléculas pequefias, SB431542 (inhibidor de TGF[), PD0325901 (inhibidor de MEK) y LIF (factor inhibidor de
la leucemia), murié la mayoria de las células en el medio PLURITON™, pero un pequefio nimero de células
supervivientes pudieron formar colonias de iPSC después de 18 transfecciones. Sin embargo, se generaron muchas
menos colonias de iPSC a partir de fibroblastos BJ sin células alimentadoras en medio PLURITON™ de las que se
generaron en los fibroblastos BJ sin células alimentadoras transfectados con los mismos factores de reprogramacion
de ARNm que contienen pseudouridina codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC (T58A) en el medio de
reprogramacion sin células alimentadoras suplementado con inhibidor de TGFB SB431542, inhibidor de MEK
PDO0325901 y LIF, como se describe en el presente ejemplo (por ejemplo, véase la FIG.12).

Las colonias de iPSC que se formaron en matriz de GFR MATRIGEL™ en el medio de reprogramacion sin células
alimentadoras y se desarrollaron como se describe en el presente ejemplo se tifieron positivamente para una
fosfatasa alcalina, caracteristica de las colonias de iPSC (FIG. 12). Tras un par de dias en el medio de
mantenimiento de iPSC, las colonias de iPSC se recogieron manualmente, se sembraron en placas recubiertas con
matriz de GFR MATRIGEL™ y se expandieron. Los cultivos de cada colonia crecieron y se pudieron expandir como
se esperaba para las iPSC, necesitando pasarse cada 3 o 4 dias mediante la division en soluciéon de dispasa, y
habiéndose mantenido en cultivo durante al menos 10 pasadas hasta la fecha. Las células de las colonias también
se tifieron positivamente para los marcadores de pluripotencia de iPSC: NANOG, TRA-1-60, SSEA4, OCT4 y SOX2
(por ejemplo, FIG. 13). Los resultados de inmunotincion mostrados en la FIG. 13 son de una estirpe de células iPSC
establecida a partir de una colonia de iPSC seleccionada de un experimento de reprogramacién para reprogramar
fibroblastos BJ a células iPS, en la que se afiadieron 132 ng de ARNm que contenia pseudouridina codificante de la
proteina B18R a los factores de reprogramacion que comprendian ARNm que contenian pseudouridina codificantes
de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC. Otras estirpes de células iPSC inducidas en ausencia de ARNm codificante
de la proteina B18R o usando otras condiciones descritas en el presente ejemplo también se tifien positivamente
para los marcadores de pluripotencia de iPSC.

Se determind previamente que los fibroblastos BJ humanos a 1 x 10* tenian una densidad celular 6ptima por pocillo
en una placa de 6 pocillos para el éxito de la induccién de iPSC sobre células alimentadoras. Los experimentos
iniciales de reprogramacion indicaron que una densidad celular de 1 x 10* de fibroblastos BJ por pocillo no fue
suficiente para generar tantas colonias de iPSC a partir de la reprogramacion sin células alimentadoras de los
fibroblastos BJ en la matriz de GFR MATRIGEL™ como las generadas a partir de la reprogramacion usando células
alimentadoras. Sin embargo, la reprogramacion sin células alimentadoras de mayores nimeros de fibroblastos BJ a
colonias de iPSC se logré cuando la densidad celular por pocillo de los fibroblastos BJ se aument6 hasta 5 x 10*
células por pocillo en la matriz de GFR MATRIGEL™.

La siguiente Tabla 2 muestra el nimero de colonias de iPSC contadas el Dia 18 cuando los fibroblastos BJ se
transfectaron diariamente durante 18 dias con la mezcla de ARNm que contenian pseudouridina codificantes de los
cinco factores de induccion de iPSC: OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC(T58A), como se ha descrito anteriormente,
y, ademas, con o sin ARNm que contenia pseudouridina codificante de la proteina B18R, y se sembraron a una
densidad celular de 5 x 10* células por pocillo en la matrizde GFR MATRIGEL™ en el medio de reprogramacion sin
células alimentadoras de iPSC desarrollaron los presentes inventores como se ha descrito anteriormente, o a una
densidad celular de 1 x 10* células sobre células alimentadoras de fibroblastos neonatales humanos en el medio de
reprogramacion sin células alimentadoras. El nuevo medio de reprogramacion sin células alimentadoras de iPS
usado para la reprogramacion de las células sin células alimentadoras en la matriz de GFR MATRIGEL™ también
contenia el inhibidor de TGFB STEMOLECULE™ SB431542, el inhibidor de MEK STEMOLECULE™ PD0325901 y
la proteina LIF como se ha descrito anteriormente.

Tabla 2. Reprogramacion sin células alimentadoras de fibroblastos BJ a iPSC

ARNmM que contiene pseudouridina Numero de colonias de iPSC
Sustrato codificante de proteina B18R usado observadas
Matriz MATRIGEL sin )
células alimentadoras Sl 72
Matriz MATRIGEL sin
células alimentadoras NO 102
Células alimentadoras
de fibroblastos )
neonatales humanos Sl 81
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(continuacion)

ARNmM que contiene pseudouridina Numero de colonias de iPSC
Sustrato codificante de proteina B18R usado observadas
Células alimentadoras
de fibroblastos
neonatales humanos NO 76

La siguiente Tabla 3 muestra el nimero de colonias de iPSC contadas el Dia 17 cuando los fibroblastos BJ se
transfectaron diariamente durante 17 dias con la mezcla de ARNm que contenian pseudouridina codificantes de los
cinco factores de induccion de iPSC: OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC(T58A) en presencia de las concentraciones
indicadas del inhibidor de TGF STEMOLECULE™ SB431542 (Stemgent).

Tabla 3. Reprogramacion sin células alimentadoras de fibroblastos BJ en presencia de diferentes
concentraciones del inhibidor de TGF STEMOLECULE™ SB431542 (Stemgent)

Concentracion del inhibidor de TGFB SB431542 (uM) Colonias de iPSC observadas
0 0

1 9

2 71

4 160

La siguiente Tabla 4 muestra el nimero de colonias de iPSC contadas el Dia 17 cuando los fibroblastos BJ se
transfectaron diariamente durante 17 dias con la mezcla de ARNm que contenian pseudouridina codificantes de los
cinco factores de induccion de iPSC: OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC(T58A) en presencia de 2 micromolar del
inhibidor de TGFB STEMOLECULE™ SB431542 (Stemgent) y las concentraciones indicadas del inhibidor de MEK
STEMOLE-CULE™ PD0325901 (Stemgent).

Tabla 4. Reprogramacion sin células alimentadoras de fibroblastos BJ en presencia de diferentes
concentraciones del inhibidor de MEK STEMOLECULE™ PD0325901 (Stemgent)

Concentracion de PD0325901 (pM) Colonias de iPSC observadas
0 1

0,5 77

1 27

2 94

10 11

15 0

Diferenciacion de las iPSC reprogramadas sin células alimentadoras a cardiomiocitos

Se diferenciaron células madre pluripotentes inducidas que se habian generado a partir de la reprogramacion de
fibroblastos BJ sin células alimentadoras usando factores de reprogramacion OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC de
ARNmM que contenian pseudouridina codificantes de B18R en agregados pulsatiles de cardiomiocitos usando el
protocolo de diferenciacion de cardiomiocitos descrito en el apartado de Materiales y procedimientos del EJEMPLO
11. Los agregados de cardiomiocitos pulsatiles se observaron por primera vez tras 13 dias. Se grabaron videos de
los agregados de cardiomiocitos pulsatiles.

Ejemplo 12. Estudios sobre variables que afectan a la eficacia de los ARNm codificantes de factores de
induccion de iPSC para reprogramar fibroblastos BJ humanos a células iPS usando capas alimentadoras

Materiales y procedimientos para el EJEMPLO 12

Procedimientos de uso de células alimentadoras y siembra en placas de fibroblastos BJ para reprogramar a
iPSC con factores de induccion de iPSC de ARNm

Se realizaron células alimentadoras Nuff y la siembra de fibroblastos BJ como se describe en el apartado de
Materiales y procedimientos generales. Los factores de reprogramacion de ARNm codificantes de OCT4, SOX2,
KLF4, LIN28 y MYC (por ejemplo, bien c-MYC, c-MYC(T58A) o L-MYC) se prepararon en una proporcion molar de
3:1:1:1:1 como ha descrito anteriormente. A menos que se indique lo contrario, los ARN monocatenarios se trataron
con RNasa Il usando el tratamiento con RNasa Il descrito en el presente documento con acetato de magnesio 1
mM o 2 mM descrito en el presente documento.
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Protocolo de transfeccion de ARNm RNAiIMAX™

Se retiraron los medios de fibroblastos BJ de los fibroblastos BJ sembrados sobre células alimentadoras Nuff, y se
afadieron a medios de reprogramacion de ARNm PLURITON™ (Stemgent, Cambridge, MA) (medios base con
suplemento y penicilina/estreptomicina) (2 ml), y se afadieron 4 microlitros de proteina recombinante B18R
(EBiosciences, San Diego, CA) hasta una concentracion final de 200 ng/ml. Las células se incubaron a 37 °C bajo
CO, al 5 % durante 4 horas antes de transfectar el ARNm. Para transfectar los fibroblastos BJ con mezcla de ARNm
3:1:1:1:1 (OCT4, SOX2, KLF4, LIN28) y c-MYC(T58A) o cMYC, se afadieron 12 microlitros de la mezcla de ARN a
100 ng/pl (1,2 microgramos en total) a 48 microlitros de medio OptiMEM™ (Invitrogen, Carlsbad, CA) en el tubo A.
En algunos experimentos, también se afiadi6 ARNm codificante de la proteina EGFP para formar una mezcla de
ARNm 3:1:1:1:1:1 de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, c-MYC(T58A) y EGFP, y, en algunos experimentos, se vario la
cantidad total de microgramos de la mezcla de ARNm usada para la transfecciéon, como se indica para ese
experimento. En el tubo B, se mezclaron 54 microlitros de medio OptiMEM con 6 microlitros de RNAIMAX™
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Se usaron cinco microlitros de RNAIMAX™ por cada 1 microgramo de ARN total usado
para una transfeccion. El tubo A se mezclé con el tubo B durante 15 minutos a temperatura ambiente, y luego la
mezcla se afiadio a los 2 ml de medio PLURITON ya en los fibroblastos BJ sembrado en Nuff. A menos que se
indique lo contrario, el medio se cambié 4 horas después de cada transfeccion con RNAIMAX™ por nuevo medio
PLURITON con o sin proteina B18R a 200 ng/ml, y se incubd durante la noche a 37 °C en CO; al 5 %. Al dia
siguiente, se prepard la mezcla de transfeccion de la misma manera que se ha descrito anteriormente, y se
afnadieron los complejos de ARNmM/ARNIMAX ™ al medio ya en cada pocillo sin cambiar el medio antes de afiadir los
complejos de ARNmM/ARNIMAX ™. Los medios se cambiaron de nuevo 4 horas después de las transfecciones, y se
afadio proteina B18R a 200 ng/ml, y las células se incubaron durante la noche a 37 °C en CO al 5 %. Se usé medio
PLURITON acondicionado con Nuff para reemplazar el medio PLURITON el sexto dia de las transfecciones. Estas
transfecciones se repitieron todos los dias al mismo tiempo para 16 transfecciones de ARNm adicionales para un
total de 18 transfecciones de ARNm.

Sin embargo, en otros experimentos, como se indica en el apartado de RESULTADOS, el medio se cambi6 antes de
cada transfeccion con las mezclas de ARNm codificantes de los factores de induccién de iPSC y, en algunos casos,
con o sin ARNm codificantes de otras proteinas, o, en algunos experimentos, el medio no se modificé 4 horas
después de las transfecciones con RNAIMAX ™,

Protocolo de transferencia de ARNm TransIT™

Se retiraron los medios de fibroblastos BJ de los fibroblastos BJ sembrados sobre células alimentadoras Nuff, y se
afadieron a medios de reprogramacion de ARNm PLURITON™ (Stemgent, Cambridge, MA) (medios base con
suplemento y penicilina/estreptomicina) (2 ml), y se afadieron 4 microlitros de proteina recombinante B18R
(EBiosciences, San Diego, CA) hasta una concentracion final de 200 ng/ml. Los medios se pueden cambiar
inmediatamente antes de cada transfeccion con el reactivo de transfeccion de ARNm Mirus (Mirus Bio, Madison, WI).
Para transfectar los fibroblastos BJ con mezcla de ARNm 3:1:1:1:1 (OCT4, SOX2, KLF4, LIN28) y c-MYC(T58A) o
cMYC, se anadi6 la mezcla de ARNm (de 0,6 a 1,4 microgramos de ARNm total) a 120 microlitros de Opti-MEM [sin
TransIT Boost™ (Mirus Bio), TransIT y el volumen de la mezcla de ARNm] luego se mezclaron el TransIT Boost (2
microlitros por microgramo de ARNm) y el reactivo de transfeccion de ARNm TransIT (2 microlitros por microgramo
de ARNm) con el ARNm. Se incubé la mezcla de ARNm-TransIT durante 2 minutos, y luego se afiadié a cada pocillo
de fibroblastos BJ sobre Nuff alimentadoras en medio PLURITON. Al dia siguiente, se cambiaron los medios
PLURITON antes de transfectar la misma dosis de ARNm usando refuerzo de TransIT y el reactivo de transfeccion
de ARNm TransIT. Se reemplazé el medio PLURITON acondicionado con Nuff por medio PLURITON el sexto dia de
las transfecciones. Se realizé un total de 18 transfecciones.

Protocolo de diferenciaciéon espontanea de cuerpos embrioides

El protocolo de diferenciacion espontanea de cuerpos embrioides se realiz6 como se ha descrito previamente
(Huangfu y col., 2008), y como se resume en el apartado de Materiales y procedimientos generales.

Tincion de células vivas de colonias de iPSC con Tra-1-60

Se considera que TRA-1-60 es un marcador relativamente riguroso de células iPS completamente reprogramadas
(Chan y col., 2009). Se realizé la obtencion de imagenes de células vivas Tra-1-60 con el anticuerpo anti-Tra-1-60
humana de ratén StainAlive Dylight™ 488 (Stemgent) de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

Resultados del EJEMPLO 12
El tratamiento con RNasa lll redujo el nivel de ARN bicatenario

Todos los ARN transcritos in vitro usados en estos experimentos se trataron con RNasa Ill para eliminar el ARN
bicatenario antes a las reacciones de proteccion con caperuza y de adicion de cola (FIG. 14). Los tratamientos con
RNasa Il de los ARNm de W (0 ARNm de W y m5C), datos no mostrados) produjeron niveles no detectables de ARN
bicatenario que fue reconocido por el anticuerpo monoclonal de ARN bicatenario J2 en experimentos de
transferencia de puntos de ARN bicatenario, cuando se detecté menos de o igual a 1 microgramo de ARN sobre la
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membrana (por ejemplo, FIG. 14). Los presentes inventores creen que la eliminacion de los contaminantes de ARN
bicatenario de los presentes ARNm reduciria enormemente la toxicidad global y, por lo tanto, mejoraria la
reprogramacion al transfectar los ARNm durante hasta 18 dias seguidos. Para reducir ain mas cualquier posible
reactividad de inmunidad innata hacia los presentes ARNm, también se incorporé pseudouridina (W) en lugar de
uridina convencional (y, en algunos de los presentes ARNm, también 5-metilcitidina (m®C) en lugar de citidina); los
Doctores Kariko y Weissman y sus colaboradores (Kariko y col., 2005; Kariko y col., 2008; Kariko y Weissman, 2007)
han demostrado que los ARNm que contienen estos nucleésidos no candnicos presentan respuestas inmunes
celulares significativamente reducidas.

Induccion de iPSC a partir de fibroblastos BJ usando protocolos RNAIMAX™

Cuando se introdujo una proporcion molar de 3:1:1:1:1 de ARNm con W y m®C tratados con RNasa codificantes de
OCT4, SOX2, KLF4, SOX2, KLF4, LIN28 y c-MYC o c-MYC T58A) en fibroblastos BJ (cultivados en células
alimentadoras Nuff humanas irradiadas) usando el reactivo de transfeccion RNAIMAX™ cada dia durante 18 dias, la
transformacion de células mesenquimales a epiteliales se hizo evidente hacia el dia 12 de las transfecciones, y se
generaron colonias epiteliales fuertemente empaquetadas con altas proporciones de nucleares con respecto a
citoplasmicas hacia el dia 16 de las transfecciones. Los fibroblastos BJ que se transfectaron con dosis diarias totales
de 1,2 microgramos de ARNm mostraron colonias positivas de Tra-1-60 el dia 18, tanto para las células
transfectadas con ARNm codificante de c-MYC como para las células transfectadas con ARNm codificante de la
proteina mutante c-MYC(T58A) (FIG. 15).

La Tabla 5 muestra los nimeros relativos de colonias de iPSC observadas que eran positivas en Tra-1-60 el dia 18
de las transfecciones cuando se transfectaron fibroblastos BJ usando RNAIMAX™ con diferentes dosis de los ARNm
tratados con RNasa Il codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y c-MYC, o c-MYC(T58A) que contenian
nucledsidos modificados tanto con W como con m°C.

Tabla 5. Induccion de iPSC a partir de fibroblastos BJ usando ARNm modificados con ¥ y m5C tratados con
RNasa lll codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y c-MYC o c-MYC(T58A) complejados con RNAiMax™

Tratamiento N.° de colonias de iPSC el Dia 18 de la
reprogramacion (positivas en Tra-1-60)

Sin tratamiento 0

Transfeccién simulada 0

1,2 pug de 5 Factores (cMYC) 6

1,2 pug de 5 Factores (cMYC) (+ 200 ng/ml de B18R) 3

0,6 ug de 5 Factores (cMYC) 0

0,3 ug de 5 Factores (cMYC) 0

1,2 pug de 5 Factores (cMYC T58A) 38

1,2 ug de 5 Factores (cMYC T58A) (+ 200 ng/ml de 20

B18R)

0,6 ug de 5 Factores (cMYC T58A) 3

0,3 ug de 5 Factores (cMYC T58A) 0

Las mezclas de ARNm con c-MYC(T58A) en lugar de c-MYC de tipo silvestre mostraron ~6 veces mas colonias a la
dosis de 1,2 microgramos de ARNm e incluso dieron lugar a colonias positivas en Tra-1-60 a la dosis de 0,6
microgramos. Las mezclas de transfeccion que contenian c-MYC de tipo silvestre no dieron lugar a ninguna colonia
de iPS a la dosis de 0,6 microgramos (Tabla 5). La adicién de proteina recombinante B18R no ayudo a la eficiencia
de la reprogramacion en este experimento e incluso parecié ser perjudicial, ya que dio lugar a aproximadamente la
mitad de las colonias de iPSC positivas en Tra-1-60 en comparacion con los pocillos sin proteina B18R (Tabla 5).

Al repetir el protocolo de transfeccion con RNAIMAX™ con solo la proporcion molar de 3:1:1:1:1 de ARNm
modificados con W y m5C tratados con RNasa Il codificantes OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y c-MYC, se volvio a ver
una reduccion del numero de colonias que se asemejan morfolégicamente a las colonias de iPS generadas cuando
se uso la proteina B18R (Tabla 6). Sin quedar ligados a teoria alguna, es posible que B18R no fuera beneficiosa en
este experimento, porque los ARNm modificados con W y m°C tratados con RNasa Ill no generaron una respuesta
inmune innata sustancial.
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Tabla 6. Induccion de iPSC a partir de fibroblastos BJ * proteina B18R usando ARNm modificados con Wy
m°>C tratados con RNasa lll codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y c-MYC complejados con RNAiMax™

Cantidad de mezcla de ARNm usada | Tratamiento adicional N.° de colonias de iPSC (basado
para la transfeccién usando en la morfologia celular)
RNAIMAX™

Nada - Transfeccion simulada Ninguno 0

1,2 ug de mezcla de ARNm Ninguno 20

1,2 ug de mezcla de ARNm + proteina B18R 8

0,8 ug de mezcla de ARNm Ninguno 5

0,8 ug de mezcla de ARNm + proteina B18R 3

0,6 ug de mezcla de ARNm Ninguno 0

Colonias de iPSC a partir de fibroblastos BJ rediferenciados en las tres capas germinales

Se recogieron manualmente varias colonias del primer experimento de transfeccion con RNAIMAX™ (Tabla 5) y se
sembraron en placas sobre nuevas capas alimentadoras Nuff en medios de iPSC con 100 ng/ml de hFGF2. Estas
colonias se pasaron entre 5y 10 veces antes de congelar algunas, y ensayar otras para determinar la expresion de
marcadores de células madre como OCT4, NANOG, SOX2 (FIG. 16). Otros clones de iPSC se ensayaron para
determinar su capacidad de diferenciarse en las tres capas germinales como cabria esperar si estas colonias de
iPSC fueran verdaderamente pluripotentes. Se pasaron 7 veces clones de iPSC diferentes creados a partir de
fibroblastos BJ transfectados usando RNAIMAX™ con la proporcion molar de 3:1:1:1:1 de ARNm modificados con W
y m°C tratados con RNasa lll codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y ¢c-MYC a una dosis de 1,2
microgramos/ml al dia durante 18 dias, y se analizaron en ensayos de diferenciacion espontanea de cuerpos
embrioides (Huangfu y col., 2008). Tras 8 dias de cultivo en suspension seguidos de 8 dias mas de unién a placas
recubiertas de gelatina, se diferenciaron los 3 clones en las tres capas germinales marcadas por marcadores de
endodermo (AFP y SOX17), marcadores de mesodermo (SMA y Desmina) y marcador neuronal de ectodermo beta-
tubulina de clase Ill) (FIG. 17A, By C). Con el Clon 2 de iPSC, Se generaron miocitos cardiacos palpitantes en uno
de los pocillos.

Induccion de iPSC a partir de fibroblastos BJ usando protocolos TransIT™

Experimentos de reprogramacion de iPSC similares usando el reactivo de transfeccion de ARNm TransIT™ (Mirus
Bio, Madison, WI, USA) dieron lugar a muchas mas colonias de iPSC, y las colonias de iPSC aparecieron antes de lo
que se obtuvieron usando el reactivo de transfeccion RNAIMAX™ (FIG. 18). Por ejemplo, se pudo ver la formacion
de colonias de iPSC en los pocillos transfectados diariamente con la dosis de 1,2 microgramos de la proporcion
molar 3:1:1:1:1 de ARNm modificados con W y m°C tratados con RNasa |l codificantes de OCT4, SOX2, KLF4,
LIN28 y c-MYC tan pronto como el dia de transfeccion 10.

Tabla 7. Induccion de iPSC a partir de fibroblastos BJ transfectados con ARNm modificados conWoconWy
m5C tratados con RNasa Il usando TransIT™

Numero en la placa Tratamiento Numero de colonias de iPSC positivas en
fosfatasa alcalina el Dia 15

1 Transfeccion simulada 0

2 1,2 ug de ARNm con ¥ y m°C 321

3 1,0 ug de ARNm con ¥ y m°C 125

4 0,8 ug de ARNm con Wy m®C 13

5 0,6 ug de ARNm con Wy m®C 0

6 0,4 ug de ARNm con W y m®C 0

7 Transfeccion simulada 0

8 1,2 yg de ARNm con W 49

9 1,0 yg de ARNm con W 168

10 0,8 uyg de ARNm con ¥ 8

11 0,6 ug de ARNm con ¥ 4

12 0,4 uyg de ARNm con ¥ 0

La Tabla 7 muestra el numero de colonias de iPSC generadas a partir de fibroblastos BJ humanos transfectados
diariamente con cantidades de la proporcion molar 3:1:1:1:1 de ARNm modificados con W o con W y m5C tratados
con RNasa Il codificantes de factores de induccion de iPSC (OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, cMYC), segun lo indicado.
Tras 15 dias, las células se fijaron y se tifieron para fosfatasa alcalina, un marcador de células madre.
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Evaluacion de la induccién de iPSC usando ARNm codificantes de diferentes combinaciones de factores de
reprogramacion

Basandose en el hallazgo de que el reactivo TransIT™ produjo un aumento impresionante del nimero de colonias
de iPSC generadas a partir de fibroblastos BJ en comparacion con el uso del reactivo RNAIMAX™ el reactivo
TransIT ™ se uso6 luego para evaluar diferentes combinaciones de factores de reprogramacion.

Se descubrié que el uso de ARNm codificantes de los cuatro factores de induccion de iPSC (OCT4, SOX2, KLF4, c-
MYC) que mostro la generacion de iPSC segun Takahashi y Yamanaka (2006) basté para reprogramar fibroblastos
BJ a colonias de iPSC positivas en fosfatasa alcalina mediante la reprogramacion del dia 18. En estos experimentos,
la induccion de colonias de iPSC usando ARNm modificados con W y m5C codificantes de factores de induccion
OCT4, SOX2, KLF4, c-MYC no parecié ser mas eficaz que la obtenida usando solo los ARNm modificados con W
codificantes de esas proteinas (FIG. 19).

Yu y col., (2007) demostraron que las células somaticas humanas podian reprogramarse sobreexpresando OCT4,
SOX2, LIN28 y NANOG como factores de reprogramacion usando sistemas lentiviricos. Posiblemente, cantidades
mas altas de los ARNm o mas tratamientos con ARNm codificantes de estos factores podrian ser exitosos. Sin
embargo, los presentes inventores no observaron ninguna colonia de iPSC positiva en fosfatasa alcalina mediante la
reprogramacion el dia 18 usando las cantidades de ARNm tratado con RNasa lll codificantes de solo los factores de
induccion OCT4, SOX2, LIN28 y NANOG evaluados, bien estando esos ARNm solo modificados con W o
modificados con W y m®C.

Nakagawa M. y col., (2010) mostraron que L-MYC, un miembro de la familia de los oncogenes MYC con menos
actividad oncogénica que c-MYC, se podria usar en lugar de c-MYC para la inducciéon de iPSC. Los presentes
inventores descubrieron que el ARNm modificado con W o con W y m5C tratado con RNasa Il codificante de L-MYC
también se pudo usar en lugar de c-MYC para la reprogramacion a iPSC de fibroblastos BJ en diversas
combinaciones de factores de induccion de iPSC de ARNm. Sin embargo, la eficiencia de la generacién de colonias
de iPSC usando los ARNm codificantes de L-MYC fue, en general, menor que cuando se usaron ARNm codificantes
de c-MYC (Tabla 8 y FIG. 19y FIG. 20).

Nakagawa M. y col., (2010) mostraron que las células humanas se pueden reprogramar a un estado pluripotente
mediante el uso de sistemas lentiviricos para sobreexpresar solo tres factores (OCT4, SOX2 y KLF4). Los presentes
inventores no observaron la generacién de colonias de iPSC positivas en fosfatasa alcalina mediante la
reprogramacion el dia 18 usando las cantidades de ARNm tratado con RNasa lll codificantes de solo los factores de
induccion OCT4, SOX2 y KLF4 sin c-MYC o L-MYC, bien estando esos ARNm solo modificados con W o
modificados con W y m5C (Tabla 8 y FIG. 19). Posiblemente, cantidades mas altas de los ARNm o mas tratamientos
con ARNm codificantes de estos factores podrian ser exitosos.

Cuando se expresaron factores de reprogramacion en células somaticas usando vectores episomales, otros
descubrieron que la introduccion de la expresion de 6 factores (OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, c-MYC y NANOG)
produjo el nivel mas alto de induccién de iPSC.

Los presentes inventores descubrieron que el ARNm maodificado con W o modificado con W y m3C tratado con
RNasa Il codificante de los seis factores, Incluyendo NANOG, en general, dio lugar a un ligero aumento Del numero
de colonias positivas en fosfatasa alcalina (ALKP) en comparacion con OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y c-MYC sin
NANOG (Tabla 8 y FIG. 19). En este experimento en particular, también observaron la formaciéon de colonias de
iPSC el dia 10 cuando se incluyd el ARNm codificante de NANOG, en comparacion con el dia 11 o dia 12 cuando no
se incluy6 el ARNm codificante de NANOG con los ARNm de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y c-MYC.

Tabla 8. Induccion de iPSC de fibroblastos BJ por diferentes tipos y cantidades de ARNm de reprogramacion

Numeracion de la Cantidad total, Identidad y modificacion de los | Numero de colonias positivas
placa ARNmM tratados con RNasa lll usados para la en fosfatasa alcalina el Dia 17
transfeccion

Placa 5 (2 ultimos Fibroblastos BJ sin tratar 0
pocillos)
Placa 1 (A1.2) 1,2 ug de ARNm con W total codificante de OCT, 108

SOX2, KLf4, LIN28, cMYC
CONTINUACION

Placa 1 (A1.0) 1,0 ug de ARNm con W total codificante de OCT, 278
SOX2, KLf4, LIN28, cMYC

Placa 1 (B1.2) 1,2 ug de ARNm con ¥ y m°C total codificante de | 85
OCT, SOX2, KLf4, LIN28, cMYC

Placa 1 (B1.0) 1,0 ug de ARNm con ¥ y m5C total codificante de | 268

OCT, SOX2, KLf4, LIN28, cMYC
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(continuacion)

Numeracion de la
placa

Cantidad total, Identidad y modificacion de los
ARNm tratados con RNasa lll usados para la
transfeccion

Numero de colonias positivas
en fosfatasa alcalina el Dia 17

Placa 1 (C1.2) 1,2 ug de ARNm con W total codificante de OCT, 36
SOX2, KLf4, LIN28, L-MYC

Placa 1 (C1.0) 1,0 ug de ARNm con W total codificante de OCT, 34
SOX2, KLf4, LIN28, L-MYC

Placa 2 (D1.2) 1,2 ug de ARNm con ¥ y m5C total codificante de | 171
OCT, SOX2, KLf4, LIN28, L-MYC

Placa 2 (D1.0) 1,0 pg de ARNm con W y m5C total codificante de | 107
OCT, SOX2, KLf4, LIN28, L-MYC

Placa 2 (E1.2) 1,2 ug de ARNm con W total codificante de OCT, 28
SOX2, KLf4, cMYC

Placa 2 (E1.0) 1,0 ug de ARNm con W total codificante de OCT, 87
SOX2, KLf4, cMYC

Placa 2 (F1.2) 1,2 ug de ARNm con ¥ y m5C total codificante de | 207
OCT, SOX2, KLf4, cMYC

Placa 2 (F1.0) 1,0 ug de ARNm con W y m5C total codificante de | 255
OCT, SOX2, KLf4, cMYC
CONTINUACION

Placa 3 (G1.2) 1,2 ug de ARNm con W total codificante de OCT, 0
SOX2, KLf4, L-MYC

Placa 3 (G1.0) 1,0 ug de ARNm con W total codificante de OCT, 3
SOX2, KLf4, L-MYC

Placa 3 (H1.2) 1,2 ug de ARNm con ¥ y m5C total codificante de | 44
OCT, SOX2, KLf4, L-MYC

Placa 3 (H1.0) 1,0 ug de ARNm con W y m5C total codificante de | 17
OCT, SOX2, KLf4, L-MYC

Placa 3 (11,2) 1,2 ug de ARNm con W total codificante de OCT, 0
SOX2, KLf4

Placa 3 (11,0) 1,0 ug de ARNm con W total codificante de OCT, 0
SOX2, KLf4

Placa 4 (J1.2) 1,2 ug de ARNm con ¥ y m5C total codificante de | 0
OCT, SOX2, KLf4

Placa 4 (J1.0) 1,0 ug de ARNm con ¥ y m5C total codificante de | 0
OCT, SOX2, KLf4

Placa 4 (K1.2) 1,2 ug de ARNm con W total codificante de OCT, 97
SOX2, KLf4, LIN28, cMYC, NANOG

Placa 4 (K1.0) 1,0 ug de ARNm con W total codificante de OCT, 364
SOX2, KLf4, LIN28, cMYC, NANOG

Placa 4 (L1.2) 1,2 ug de ARNm con ¥ y m5C total codificante de | 150
OCT, SOX2, KLf4, LIN28, cMYC, NANOG

Placa 4 (L1.0) 1,0 ug de ARNm con ¥ y m5C total codificante de | 303
OCT, SOX2, KLf4, LIN28, cMYC, NANOG

Placa 5 (M1.2) 1,2 ug de ARNm con W total codificante de OCT, 0
SOX2, LIN28, NANOG

Plate5 (M1.0) 1,0 ug de ARNm con W total codificante de OCT, 0
SOX2, LIN28, NANOG

Placa 5 (N1.2) 1,2 ug de ARNm con W y m5C total codificante de | 0
OCT, SOX2, LIN28, NANOG

Placa 5 (N1.0) 1,0 ug de ARNm con ¥ y m5C total codificante de | 0

OCT, SOX2, LIN28, NANOG
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Ejemplo 13. Reprogramacion de fibroblastos BJ en células iPS usando ARNm modificados con gy con cola
de Poli-A y Cap1 tratados con RNasa lll codificantes de los factores de reprogramacion OCT4, SOX2, KLF4,
LIN28, NANOG y cMYC

Materiales y procedimientos para el EJEMPLO 13
Factores de reprogramacion de ARNm

Se prepararon ARNm modificados con y con caperuza 5 Cap1 codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, NANOG
y cMYC con una cola de Poli(A) de aproximadamente 150 bases (con la longitud de la cola verificada mediante
electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante), y luego se mezclaron en una proporcién molar de 3:1:1:1:1:1
como se ha descrito anteriormente. El tratamiento con RNasa Ill para eliminar el ARN bicatenario se realizé usando
el ARN transcrito in vitro antes de la proteccion con caperuza y la formacién de la cola en presencia de acetato de
magnesio 1 mM.

Breve descripcion del procedimiento de reprogramacion

Se sembraron fibroblastos BJ (ATCC) en células alimentadoras irradiadas - células NUFF humanas (fibroblastos de
prepucio de recién nacido; Globalstem) en medio PLURITON ™ mas suplemento (Stemgent) con antibiéticos de
penicilina/estreptomicina (pen/estrep), y se transfectaron diariamente durante 18 dias con 800 ng de la mezcla de
ARNm a 3:1:1:1:1:1 con reactivo de transfeccion e ARNm TransIT™ (2 microlitros por microgramo de ARN; Mirus
Bio). El medio celular se cambi6 diariamente, 1 hora antes de la transfecciéon, con inhibidor de RNasa
SCRIPTGUARD™ (0,4 U/ml; CELLSCRIPT) afadido al medio antes de la transfeccion. Las células de cada pocillo
de cultivo se dividieron de 1 a 3, y se transfirieron a 3 pocillos de réplica el dia 8 después de la novena transfeccion.

Descripcion detallada del procedimiento de reprogramacion

Se sembraron células NuFF inactivadas mitoticamente de 9 pasadas a 2,5 x 10° (GlobalStem) en placas de 6
pocillos recubiertas con gelatina, en medios NuFF (DMEM) [ Life Technologies], suero bovino fetal al 10 % (FBS,
Thermo Fisher), GLUTAMAX x1 (Life Tecnologias) y penicilina/estreptomicina x1 (Life Technologies). Veinticuatro
horas después, se retiraron los medios y se sembraron 10* fibroblastos BJ (ATCC) por pocillo en las células
alimentadoras NuFF en medio de fibroblastos, (EMEM[ ATCC] complementado con FBS al 10 % y pen/estrep x1).

El medio de reprogramacion PLURITON™ (Stemgent), con suplemento de PLU-RITON™ x1 recién afiadido y
pen/estrep x1, se cambié diariamente una hora antes de las transfecciones del ARNm. Se afiadié inhibidor de la
RNasa SCRIPTGUARD ™ a los medios de reprogramacion PLURITON™ (y los medios de reprogramacion
PLURITON™ acondicionados con NuFF descritos a continuacion) hasta una concentracion final de 0,4 U/ml. El
medio se afiadié luego a las células diariamente, 1 hora o menos antes de las transfecciones.

Las células se transfectaron durante 18 dias consecutivos usando el kit de transfeccion de ARNm TransIT® (Mirus
Bio). Se diluyeron 800 ng de mezcla de ARNm de reprogramacion en 250 microlitros de Opti-MEM | (Life
Technologies) y se afiadieron 1,6 microlitros de TransIT BOOST™. se mezclaron los componentes de la reaccion,
luego se anadieron 1,6 microlitros del reactivo de transfeccion TranslT y se mezclaron los componentes de la
reaccion. Tras 2-5 minutos de incubacion a temperatura ambiente, se aplico la mezcla de transfeccion gota a gota a
las células. Las células se incubaron a 37 °C en CO3 al 5 % durante la noche. Tras 6 transfecciones diarias en medio
PLURITON™, se cambié el medio a medios de reprogramacion PLURITON™ acondicionados con NuFF. Este
medio basado en PLURITON™ se habia incubado previamente en células alimentadoras NuFF durante 24 horas,
regido y almacenado congelado hasta su uso. Cuando fue necesario, el medio acondicionado se descongeld, se
filtré y se afiadieron PLURITON™ y antibiéticos nuevos, diariamente. Tras la ultima de las 18 transfecciones diarias,
las células se tifieron en vivo con un anticuerpo contra TRA-1-60, para confirmar la produccién de colonia de iPSC.

Procedimientos de inmunotincion in vivo

Se diluyd, en condiciones estériles, un anticuerpo anti TRA-1-60 (anticuerpo anti TRA-1-60 humana StainAlive™
DyLight™ 488; Stemgent) a 1:100 en medio PLURITON™. EI dia 18 del protocolo de reprogramacion, se retir6 el
medio y se incubaron las células en medio que contenia TRA-1-60 durante 30 minutos a 37 °C con CO, al 5 %. Se
lavaron las células dos veces con medio PLURITON™ para eliminar el anticuerpo no unido y se mantuvieron las
células en medio nuevo de reprogramacion durante la generacion de imagenes inmunofluorescentes. Este
anticuerpo permite la tinciéon de las células vivas, en lugar de fijar las células y sacrificarlas para la generacion de
imagenes. Basandose en la morfologia y la tincién del anticuerpo TRA-1-60, se generaron cientos de colonias de
iPSC por pocillo de fibroblastos BJ transfectados con ARNm modificado con pseudouridina que se habia tratado con
RNasa lll, pero solo se observaron 2 colonias de iPSC con el ARNm que contenia pseudouridina y 5-metilcitidina
con modificacién doble que se habia tratado con RNasa lll. Tras confirmar las colonias de células iPSC segun su
morfologia y tincion de TRA-1-60, el dia 19 se recogieron y se sembraron sobre células alimentadoras NuFF nuevas
en medio acondicionado NuFF.
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Seleccion de colonias de iPSC reprogramadas

Las colonias de iPSC se recogieron manualmente de placas de reprogramacion y se expandieron para una
caracterizacion adicional. En la recogida manual, las colonias se diseccionaron con una pipeta, se retiraron
fisicamente de la placa de reprogramacion, y los fragmentos se volvieron a sembrar en placas de células
alimentadoras NuFF nuevas con inhibidor de ROCK Y27632 10 uM (Stemgent) en medio NuFF acondicionado. Las
células se expandieron y se dividieron al alcanzarse una confluencia del 60-70 % con colagenasa IV como se ha
descrito a continuacion.

Mantenimiento de iPSC

Se expandieron cultivos de células madre pluripotentes inducidas y mantuvieron sobre placas de 6 pocillos
MATRIGEL™ dependientes de células alimentadoras o sin ellas. En el cultivo de iPSC dependiente de células
alimentadoras, las células se mantuvieron bien sobre fibroblastos neonatales humanos irradiados (GlobalStem) o
sobre fibroblastos de raton embrionarios irradiados (R&D Systems) sembrados a 2,5 x 10% células por pocillo. Las
colonias de iPSC sobre las placas de células alimentadoras se mantuvieron en medio de mantenimiento de iPSC,
DMEM/F12 complementado con reemplazo sérico knockout al 20 %, L-glutamina 1 mM, solucién de aminoacidos no
esenciales 0,1 mM, 10 ng/ml de FGF recombinante humano basico (todos de Invitrogen) con antibidticos de
penicilina-estreptomicina. El medio se cambié diariamente. Los cultivos se dividieron cuando la poblacién celular
crecié hasta aproximadamente del 60 % al 70 % de confluencia usando colagenasa IV como se descrito mas
adelante.

En el cultivo exento de células alimentadoras de iPSC, las colonias se mantuvieron en placas de cultivo tisular de 6
pocillos recubiertas con 83 ng por pocillo de MATRIGEL™ (BD Biosciences). Las colonias de las placas de
MATRIGEL ™ se mantuvieron en medios de mTESR (STEMCELL Technologies) que se cambiaron diariamente. los
cultivos se dividieron cuando la poblacion celular crecié hasta aproximadamente del 60 % al 70 % de confluencia
usando dispasa como se describe a continuacion.

Division de iPSC

Para los cultivos mantenidos sobre células alimentadoras, el dia anterior a la divisidon, se sembraron placas
recubiertas de gelatina al 0,1 % con células alimentadoras, fibroblastos neonatales humanos irradiados (GlobalStem)
o fibroblastos de raton embrionarios irradiados (R&D Systems) a 2,5 x 10° células por pocillo. Las células se lavaron
una vez con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) x1, y se aplicé 1 ml de una solucion de colagenasa de tipo
IV a 1 mg/ml en DMEM/F12 (Invitrogen). Las colonias de iPSC se incubaron en colagenasa IV en 37 °Cy COz al 5 %
durante de 8 a 10 minutos hasta que los bordes de las colonias comenzaron a elevarse. Se lavaron las colonias
suavemente 3 veces con de 2 a 3 ml de DMEM/F12, y se retiraron y rompieron en medio de mantenimiento de iPSC,
DMEM/F12 complementado con reemplazo sérico knockout al 20 %, L-glutamina 1 mM, solucién de aminoacidos no
esenciales 0,1 mM, 10 ng/ml de FGF recombinante humano basico (todos de Invitrogen) con antibidticos de
penicilina-estreptomicina, en volimenes para alcanzar las proporciones de divisién apropiadas. Los cultivos divididos
se sembraron en placas nuevas previamente sembradas con células alimentadoras en medio de mantenimiento de
iPSC.

Para el mantenimiento sin células alimentadoras de los cultivos de iPSC, se recubrieron placas de cultivo tisular de 6
pocillos con 83 ng por pocillo de MATRIGEL (BD Biosciences) a temperatura ambiente al menos una hora antes del
uso. En las pasadas de los cultivos de iPSC, se retiré el medio y se reemplazé con 1 ml de una soluciéon de dispasa
a 1 mg/ml en DMEM/F12 (STEMCELL Technologies). Se incubaron los cultivos a 37 °C y COz al 5 % durante 8 a 10
minutos hasta que los bordes de las colonias comenzaron a elevarse. Se lavaron suavemente las colonias de iPSC 3
veces con de 2 a 3 ml de DMEM/F12, y se extrajeron y se rompieron en medios nuevos, mMTESR™ (Tecnologias
STEMCELL) antes de sembrarlas en una nueva placa de MATRIGEL.

El dia 28, después de 10 dias de cultivo, tras recoger las colonias el dia 19 y una posterior pasada de colagenasa de
las células, algunas de las células se fijaron e inmunotifieron.

Procedimientos de inmunotincion de iPSC

Se lavaron colonias de iPSC dos veces en solucion tamponada con fosfato (PBS) x 1 y se fijaron en
paraformaldehido al 4 % en PBS a temperatura ambiente durante media hora. Tras 3 lavados en PBS x1, las células
se lavaron 3 veces en tampon de lavado, (PBS con Triton-X100 al 0,1 %) y se bloquearon durante una hora a
temperatura ambiente en solucién de bloqueo, Triton-X100 al 0,1 %, BSA al 1 %, FBS al 2 % en PBS. Se diluyeron
los anticuerpos primarios a 1:500 en solucién de bloqueo y se aplicaron a las células durante la noche a 4 °C. Las
células se lavaron 6 veces en tampoén de lavado. Se diluyeron los anticuerpos secundarios a 1:1.000 en tampon de
blogueo, se aplicaron durante 2 horas a temperatura ambiente a oscuras. Tras 6 lavados con tampon de lavado, las
células se lavaron dos veces en PBS x1 antes de la generacion de imagenes. Las imagenes se muestran en la FIG.
13. FIG. 15, FIG. 16, FIG. 17, FIG 22, FIG. 31 y FIG. 26.
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Anticuerpos primarios usados:

Anticuerpo de conejo Oct4 (Santa Cruz Biotechnology)
Anticuerpo de ratén Tra-1-60 (Cell Signaling Technology)
Anticuerpo de ratén Lin28 (Cell Signaling Technology)
Anticuerpo de conejo NANOG (Cell Signaling Technology)
Anticuerpo de ratén SSEA4 (Cell Signaling Technology)

Anticuerpos secundarios usados:

Anticuerpo anti-conejo Alexa Fluor® 488 (Molecular Probes, Life Technologies)
Anticuerpo anti-ratéon Alexa Fluor® 555 (Molecular Probes, Life Technologies)

Diferenciacion en cardiomiocitos
Algunas colonias de iPSC se diferenciaron en cardiomiocitos como se ha descrito en el EJEMPLO 11.
Resultados del EJEMPLO 13

El dia 18, habia >> 100 colonias de iPSC presentes en cada uno de 3 pocillos de réplica de fibroblastos BJ que se
habian transfectado con 18 dosis diarias de 800 ng de la mezcla molar de 3:1:1:1:1 de RNasa lll, ARNm modificado
con pseudouridina codificante de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, NANOG y cMYC. Las colonias de iPSC eran
demasiado numerosas para contarlas, y algunas de las colonias de iPSC ya empezaban a diferenciarse en otros
tipos de células hacia el dia 18. (100 colonias de iPSC representarian una eficiencia de ~ 1 % de la induccion de
iPSC).

Las colonias de iPSC presentaron morfologia de colonia iPSC (FIG. 21).
Las colonias vivas de iPSC se tifieron positivamente para el marcador de células madre Tra-1-60 (FIG. 22).

Uno de los 3 pocillos también se traté con proteina B18R de la transfeccion n.° 10 a n.° 18, pero no se observo
ningun beneficio en que este pocillo tuviera un nimero de colonias de iPSC similar al del pocillo que no recibié la
proteina B18R.

Se recogieron mas de 50 colonias de iPSC el dia 19. Algunas colonias de iPSC se trataron con colagenasa y se
transfirieron; las colonias restantes se transfirieron a nuevas células alimentadoras el dia 21.

De las colonias de iPSC que se cultivaron, > 90 % sobrevivieron y se cultivaron durante mas de 10 pasadas.

Algunas de las colonias de iPSC se fijaron e inmunotifieron positivamente para marcadores de células madre el dia
28, 10 dias de cultivo de iPSC después de la ultima transfeccion (FIG. 23).

Algunas de las colonias de iPSC se propagaron y se diferenciaron en cardiomiocitos pulsatiles.

Ejemplo 14. Experimentos adicionales sobre la reprogramacion de fibroblastos BJ a iPSC y caracterizacion
adicional de las colonias de iPSC

Materiales y procedimientos para el EJEMPLO 14
Breve descripcion del procedimiento de reprogramacion

Los factores de reprogramacion de iPSC que se prepararon se componian de ARNm modificados con y protegidos
con caperuza en 5 cap1 codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, NANOG y cMYC con una cola de Poli(A) de
aproximadamente 150 bases (con la longitud de la cola verificada mediante electroforesis en gel de agarosa
desnaturalizante), y luego se mezclaron en una proporcién molar de 3:1:1:1:1:1 como se ha descrito anteriormente.
El tratamiento con RNasa lll para eliminar el ARN bicatenario se realizdé usando el ARN transcrito in vitro antes de la
proteccion con caperuza y la formacion de la cola en presencia de acetato de magnesio 1 mM. Las fibroblastos BJ
(ATCC) se reprogramaron usando los factores de reprogramacion de iPSC en un procedimiento de reprogramacion
similar al descrito en el EJEMPLO 13, excepto que los fibroblastos BJ se transfectaron diariamente durante 18 dias
con un microgramo (en lugar de 800 ng) del reactivo de transfecciéon de ARNm trans-IT™ con mezcla de ARNm a
3:1:1:1:1 (2 microlitros por microgramo de ARN; Mirus Bio). Algunas fibroblastos BJ de este EJEMPLO 14 se trataron
previamente con proteina recombinante B18R (eBioscience) antes tratarlos con los factores de reprogramacion de
ARNmM, en cuyos casos, la solucién de proteina B18R se afadioé al medio de reprogramacion varias horas antes de
afadir los factores de reprogramacion de ARNm. Algunas de las colonias de iPSC también se transfirieron a una
matriz extracelular artificial (MATRIGEL™) para la propagacion con el fin de propagar las iPSC en ausencia de
células alimentadoras. Las iPSC propagadas en matriz MATRIGEL se usaron para el aislamiento y la purificacion de
ARNm de las iPSC para el analisis de la expresion génica por gRT-PCR sin aislar también el ARNm contaminante
de células alimentadoras. Para el cultivo sin células alimentadoras, se mantuvieron las colonias de iPSC en placas
de 6 pocillos recubiertas con matriz MATRIGEL™ calificada como hES (BD Biosciences). La matriz MATRIGEL se
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descongel6 en hielo, se diluyé en medios DMEM/F12 y las placas se recubrieron durante una hora a temperatura
ambiente antes de su uso. Las colonias DE iPSC en placas recubiertas con MATRIGEL se mantuvieron en medio
mTESR (STEMCELL Technologies) que se cambié diariamente. Los cultivos se dividieron cuando la poblacion
celular crecié hasta aproximadamente del 60 % al 70 % de confluencia como se describe a continuacion. En las
pasadas de los cultivos de iPSC, el medio se retird y se reemplazé por 1 ml de una solucion de dispasa a 1 mg/ml en
medio DMEM/F12. (STEMCELL Technologies). Los cultivos se incubaron a 37 °C y CO» al 5 % durante 8 a 10
minutos hasta que los bordes de la las colonias comenzaron a levantarse. Las colonias se lavaron suavemente 3
veces con de 2 a 3 ml de DMEM/F12, y se retiraron y se rompieron en medio mTESR nuevo (STEMCELL
Technologies) antes de sembrarlas en una nueva placa recubierta con MATRIGEL. El mTeSR se suplementé con
inhibidor de ROCK Y27632 10 uM (Stemgent). Las placas se incubaron a 37 °C en CO; al 5 % durante la noche. Los
cultivos se mantuvieron en mTESR para la expansion y la purificacion del ARN para experimentos de qRT-PCR
como se describe a continuacion.

Descripcion detallada del procedimiento de reprogramacion del EJEMPLO 14.

Se reprogramaron fibroblastos BJ a iPSC usando los materiales, procedimientos y protocolos presentados a
continuacion.

Materiales para la reprogramacion de fibroblastos BJ a iPSC

Medios de reprogramacion PLURITON™ (Stemgent, n.° de cat. 00-0070)

DMEM, rico en glucosa (GIBCO, n.° de cat. 11965-092, Life Technologies)

EMEM (ATCC, n.° de cat. 302003)

Suero bovino fetal definido (Hyclone n.° de cat. SH30070.03, Thermo)

GLUTAMAX™-1 (GIBCO, n.° de cat. 35050-061, Life Technologies)

10000 Ul de Penicilina/ Estreptomicina 10.000 microgramos (x200) (MP Biomedicals, n.° de cat. 1670249,

Thermo)

» Medio sérico reducido OPTI-MEM® | x1 (Invitrogen, n.° de cat. 11058-021)

» Fibroblastos de prepucio humano neonatal (NuFF), P9, IRR (GlobalStem n.° de cat. GSC-3001G) - pasada 9,
irradiado

» Fibroblastos BJ humanos de recién nacido (ATCC, n.° de cat. CRL-2522)

» Proteina recombinante B18R sin vehiculo (eBioscience n.° de cat. 34-8185-85)

» Factor de crecimiento basico de fibroblastos humanos recombinante (FGFb) (AA 10-155) (GIBCO, n.° de cat.
PHGO0023, Life Technologies)

» Kit de transfeccion de ARNm TransIT® (Mirus Bio, n.° de cat. 2256)

* Agua UltraPure con gelatina al 0,1 % (Millipore, n.° de cat. ES-006-B)

» Tripsina al 0,025 %, EDTA al 0,02 % para células primarias (GIBCO, n.° de cat. R-001-100, Life Technologies)

» Solucion neutralizante de tripsina (GIBCO, n.° de cat. R-002-100, Life Technologies)

Composicion de los medios

Medio de cultivo de NuFF - DMEM rico en glucosa, FBS definido al 10 %, GlutaMAX-1 x1, Pen/Estrep x1

Medio de fibroblastos BJ- EMEM, FBS definido al 10 %, Pen/Estrep x1

Medio de reprogramacion PLURITON™ - Medio Pluriton, Suplemento de Pluriton x1, Pen/Estrep x1

Medio de reprogramacién PLURITON™, acondicionado con NuFF - 25 ml de medio de reprogramacion Pluriton
(anterior) recogido tras 24 horas sobre células NuFF a 4 x 10°, recogido diariamente, combinado, filtrado en
condiciones estériles y almacenado en alicuotas congeladas.

Composicion de la solucion

* FGFb - se diluye hasta 4 microgramos/ml y 50 microgramos/ml de reservas de trabajo en PBS con BSA al 0,1 %
» Colagenasa: se compone 1 mg/ml en medio DMEM/F12.

Preparacion

Se descongela el suplemento Pluriton a 4 °C, y se extrae en alicuotas y se congele a -70 °C.

Se descongelan los medios Pluriton a 4 °C durante 2 dias.

Se descongelan a 4 °C y se forman alicuotas de proteina B18R, se almacenan a -70 °C.

Se cubren los matraces con gelatina 4+ horas antes de que sean necesarios para las células NuFF.

Se siembran 4 x 108 células NuFF por matraz T75 en 25 ml de medios - para medios acondicionados (tarda 7
dias).

» Se recubren las placas de 6 pocillos con gelatina durante 4+ horas antes de que se necesiten para las células
NuFF.

Se siembran NuFF en placas de 6 pocillos para la reprogramacion (dia -2).

Se siembran fibroblastos BJ a 10* células por pocillo de placa de 6 pocillos.

Se transcribe, se protege con caperuza, se afiade la cola y se cuantifica el ARN.

Se mezcla ARNm de KLMOS a una proporciéon molar de 1:1:1:3:1 en agua estéril.

Se renuevan los medios Pluriton diariamente afiadiendo suplemento y Pen/Estrep x1.
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Generacion de medio Pluriton acondicionado con NuFF (empieza el dia -2)

1. Se afiaden 8 ml de solucién de gelatina al 0,1 % a un matraz de cultivo de tejidos T75.

2. Se incuba el matraz al menos 4 horas a 37 °C y CO- al 5 %.

3. Se siembran fibroblastos de prepucio humano de recién nacido inactivados en placa (NuFF) a una densidad
de 4 x 10° células en 25 ml de medio de cultivo NuFF en un matraz T75.

4. Se incuban las células NuFF durante la noche a 37 °C y CO; al 5 %.

5. Al dia siguiente, se aspira el medio de cultivo NuFF del matraz y se desecha.

6. Se afaden 10 ml de PBS para lavar. Se aspira el PBS y se desecha.

7. Se afiaden 25 ml de medio Pluriton suplementado con 25 microlitros de soluciéon basica de FGF a 4
microgramos/ml y 125 microlitros de penicilina/estreptomicina x200 a las NuFF en el matraz T75.

8. Se incuban las células y el medio durante una noche a 37 °C en CO- al 5 %.

9. Después de 24 horas, se recoge el medio acondicionado con NuFF y se almacena a -20 °C.

10. Se afiaden 25 ml de medio Pluriton nuevo suplementado con 25 microlitros de solucion de FGFb y 125
microlitros de penicilina/estreptomicina a las NuFF en el matraz T75.

11. Se incuba durante la noche a 37 °C y CO; al 5 %.

12. Se repiten las etapas 7 a 9 diariamente durante cinco dias mas. Se combinan en un bote estéril de tapa
naranja y se mantienen a -20 °C hasta la recogida final. Nota: Seis dias de recogida de medio daran un total de
~150 ml de medio Pluriton acondicionado con NuFF.

13. Se descongelan todas las alicuotas congeladas de medio Pluriton acondicionado con NuFF a 4 °C.

14. Se combinan las alicuotas y se esterilizan por filtracion usando un filtro de baja unién proteica con un tamafo
de poro de 0,22 pm.

15. Se recogen alicuotas de 20-40 ml del medio Pluriton acondicionado con NuFF filtrado en tubos coénicos de 50
ml.

16. Se almacenan las alicuotas a -20 °C hasta que se necesiten en los dias 6 a 20 de la reprogramacion.

Antes de usar el medio Pluriton acondicionado con NuFF:

1. Se descongela una alicuota de medio Pluriton acondicionado con NuFF y una alicuota suplemento Pluriton
x2500 a 4 °C.

2. Justo antes de su uso, se afiaden 4 microlitros del Suplemento Pluriton x2500 a 10 ml de medio Pluriton
acondicionado con NuFF equilibrado.

Orden de la reprogramacion

Dia menos 2 Placas recubiertas de gelatina: se incuban durante 4 horas a 37 °C.
Se siembran células NuFF.
(También se siembran células NuFF para preparar un medio acondicionado).

Dia menos 1 se siembran células BJ sobre células NuFF.
(Se cambia el medio en los matraces de NuFF para el medio acondicionado).
Dia 0-5 Se cambia el medio a nuevo medio de reprogramacion Pluriton.
Se transfectan las células y se recoge el medio acondicionado de los matraces para su uso del dia
6 al dia 17.
Dia 6-17 Se cambian los medios a medio de reprogramacion Pluriton acondicionado con NuFF nuevo.
Se transfectan las células.
Dia 18 Se examinan las células y se identifican las colonias.
Se recubren nuevas placas con gelatina y se siembran células alimentadoras NuFF.
Dia 19+ Se recogen las colonias y se transfieren sobre células alimentadoras NuFF nuevas.
Se cambian los medios a medios de iPSC.
~ Dia18-22 Las células se pueden fijar, tefir, Cubrir con colagenasa en nuevas placas o MEF o células

alimentadoras NuFF, Se siembran en MATRIGEL™ vy los medios se pueden cambiar a una serie
de medios de células ES o iPS.

Protocolo etapa a etapa usado para la reprogramacion de fibroblastos humanos a iPSC:
Siembra de células alimentadoras NuFF humanas (Dia -2)
1. Se afade 1 ml de gelatina al 0,1 % en 6 pocillos de una placa de cultivo tisular de 6 pocillos.
2. Se incuba la placa al menos 4 horas a 37 °C y CO; al 5 %.

3. Se descongela un vial (4-5 x 108 células) de fibroblastos de prepucio neonatales humanos inactivados
mitéticamente (NuFF) y se siembran a una densidad de 2,5 a 5 x 10% células por pocillo en medio de cultivo
NuFF en los 6 pocillos de la placa de 6 pocillos recubierta con gelatina.

4. Se incuban las células durante la noche a 37 °C y CO, al 5 %.
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Siembra de fibroblastos BJ en la capa de células alimentadoras (dia -1)

1. Se aspira el medio de cultivo de NuFF de las células y se desecha.
2. Se siembran fibroblastos BJ a 1 x 10* células por pocillo en medio BJ encima de las células NuFF.
3. Se incuban las células durante la noche a 37 °C y CO, al 5 %.

Reprogramacion de células (dia 0)
Se afade proteina B18R a los pocillos de las células para tratarlas previamente con este inhibidor proteico.

1. Se aspira el medio BJ de las células diana y se afiaden 2 ml por pocillo de Pluriton Complete con o sin
proteina B18R a una concentracion final de 200 ng/ml.

2. Se incuba la placa durante un minimo de 4 horas a 37 °C y CO; al 5 % si se usa proteina B18R. NOTA: Si no
usa proteina B18R, la placa se incuba a 37 °C y CO3 al 5 % durante 1 hora antes de la primera transfeccion.

Preparacion de complejo de transfeccion de ARNm que comprende la mezcla de reprogramacion de ARNm

1. Se descongela la mezcla de reprogramacion de ARNm en hielo.

2. Se afaden 250 microlitros de OPTI-MEM a un tubo de microcentrifugacion estéril de 1,5 ml.

3. Se afiaden 8-12 microlitros de premezcla de reprogramacion de ARNm a 100 ng/microlitro al OPTI-MEM y se
pipetea para mezclar.

4. Se afiaden 2 microlitros de reactivo TransIT Boost por 1 microgramo de ARNm usado. Se pipetea hacia arriba
y hacia abajo para mezclar.

5. Se afiaden 2 microlitros de reactivo de transfeccion de ARNm TransIT por 1 microgramo de ARNm usado. Se
pipetea para mezclar.

6. Se incuba a temperatura ambiente 2-5 minutos y se afiade gota a gota a las células.

7. Se balancea suavemente la placa de 6 pocillos de un lado a otro y de delante a atras para distribuir el
complejo de transfeccion de ARNm a través del pocillo.

8. Se incuba la placa durante ~23 horas a 37 °C y CO; al 5 %.

Notas: El complejo de transfeccién que comprende la mezcla de reprogramacion de ARNm debe mezclarse bien
después de cada adicion a las células para garantizar la mejor eficacia de la transfeccion. Solo se deben preparar
unas cuantas reacciones a la vez, de modo que el reactivo de transfeccion de ARNm se pueda afadir rapidamente
después del reactivo Trans|T® Boost.

Reprogramacion de las células (para el dia 1 hasta el dia 5)

1. Se equilibra el medio Pluriton y se completa con P/S y suplemento (y proteina B18R cuando esté incluida en el
tratamiento).

2. Se aspira el medio de cultivo y se desecha.

3. Se afnaden 2 ml de medio de reprogramaciéon de ARNm Pluriton a cada pocillo (incluso con proteina B18R
cuando se usa en el tratamiento).

4. Se incuba a 37 °C y CO, al 5 % durante 1 hora.

5. Se prepara el complejo de transfeccion de ARNm como se ha descrito para el dia 0.

6. Se transfectan las células como se ha descrito para el dia 0.

7. Se incuba la placa O/N a 37 °C y CO- al 5 %.

8. Se repiten las etapas 1 a 8 cuatro veces mas(dia 2 hasta el dia 5).

Reprogramacion de células en cada uno de los dias 6 a 17, cambiando cada vez el medio a medio
acondicionado con NuFF y continuas transfecciones).

1. Se descongelan los medios y el suplemento Pluriton acondicionados con NuFF y la proteina B18R.

2. Se equilibran los medios Pluriton de NuFF y se completan con P/S y suplemento (y proteina B18R cuando se
usa).

3. Se aspira el medio de cultivo que contiene el complejo de transfeccion de ARNm.

4. Se afiaden 2 ml de medio de reprogramacion de ARNm acondicionado (con o sin proteina B18R) a cada
pocillo.

5. Seincuba a 37 °C y CO; al 5 % durante 1 hora.

6. Se prepara el complejo de transfeccion de ARNm como se ha descrito para el dia 0.

7. Se transfectan las células como se ha descrito para el dia 0.

8. Se incuba la placa O/N a 37 °C y CO al 5 %.

9. Se repiten las etapas 1 a 8 doce veces mas (del dia 6 al dia 17).

Identificacion de colonias de células iPS primarias (dia 18 hasta el dia 20)

1. Una vez completadas las transfecciones, se incuban durante 1 a 3 dias para permitir que las colonias se
expandan.
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2. Se reemplaza el medio diariamente con 2 ml por pocillo de medio Pluriton acondicionado con NuFF con
suplemento Pluriton x2500, pero sin la proteina B18R.

3. Antes del aislamiento manual, las colonias de células iPS primarias pueden identificarse usando anticuerpos
estériles que se tifien en vivo, tal como anticuerpo anti-humano de ratéon StainAlive ™ DyLight™ 488 sin dafiar
las células.

4. A continuacion, las células se pueden fijar y tefir para la actividad de la fosfatasa alcalina, fijarse y tefiirse con
anticuerpos, o mantenerse vivas y recogerse o transferirse a nuevas placas recubiertas de la capa alimentadora
de fibroblastos.

APENDICE B

Pasada de las células en medio de reprogramacion de ARNm

Nota: Las células de los pocillos mas confluentes pueden pasarse aproximadamente el dia 6 o el dia 7 para permitir
una mayor proliferacion y formacién de colonias.

Las células deberian pasarse después de una transfecciéon de 4 horas, reemplazando asi el cambio diario del medio.
Las pasadas, si es necesario, deben realizarse después del dia 6 o el dia 7. Se debe disponer una nueva placa que
contenga células alimentadoras NuFF de 2,5 x 10° células por pocillo el dia previo a la pasada, como se hizo el dia
menos 2.

1. Se calienta tripsina/EDTA y neutralizante de tripsina en un bafio de agua a 37 °C.

2. Se afhade 1 ml de PBS por pocillo de células para las pasadas. Se aspira el lavado de PBS.

3. Se afiaden 0,5 ml de tripsina/EDTA al pocillo. Se agita suavemente la placa para distribuir uniformemente la
enzima a través del pocillo.

4. Se incuban las células durante 5 minutos a 37 °C en CO al 5 %.

5. Se retira la placa de la incubadora y se golpea suavemente el lado del pocillo para ayudar a la disociacion y
liberacién de la células de la superficie de cultivo.

6. Se afiaden 0,5 ml de neutralizante de tripsina al pocillo.

7. Se pipetean suavemente las células en el pocillo tres veces con la punta de una pipeta de 1 ml.

8. Se extraen las células y se transfieren a un tubo coénico de 15 ml.

9. Se afiade 1 ml de medio Pluriton al pocillo para recoger las células restantes.

10. Se transfiere 1 ml mas de células a la suspension celular en el tubo cénico de 15 ml.

11. Se centrifuga durante 5 minutos a 200 x g.

12. Se aspira el sobrenadante y se vuelve a suspender el sedimento en 1 ml de medio Pluriton caliente.

13. Se aspira el medio de cultivo de NuFF de los pocillos de una placa con células alimentadoras NuFF
preparada.

14. Se afiade 1 ml de PBS por pocillo para enjuagar. Se aspira el PBS.

15. Se afiaden 2 ml de medio de reprogramacion de ARNm Pluriton con proteina B18R e Y27632 a cada pocillo.
Nota: la proteina B18R se debe afiadir a una concentracion final de 200 ng/ml y el inhibidor de ROCK Y27632 se
debe afiadir a una concentracion final de 10 mM.

16. Se dispensan las células resuspendidas en los pocillos preparados de la placa de células alimentadoras
NuFF.

Nota: Se recomienda una proporcion de la divisién de 1:6, pero puede variar segun la confluencia del pocillo y la
velocidad de proliferacion de las células. Se pueden volver a sembrar de uno a 6 pocillos de células, sin
embargo, es importante escoger una serie de pocillos sembrados para proseguir una reprogramacion
comparable con la cantidad de ARNm disponible para el resto del experimento de reprogramacion.

17. Se incuban las células durante la noche a 37 °C y COz al 5 %.

Materiales para el crecimiento, aislamiento, mantenimiento o confirmacion de células iPS

Anticuerpo anti-Tra-1-60 humana de ratén StainAlive DyLight 488 (Stemgent, n.° de cat. 09-0068)
Inhibidor de Rock | Y27632 (Stemgent, n.° de cat. 04-0012)

PBS x10 sin calcio ni magnesio (Lonza Biowhittaker, n.° de cat. 17-517Q, Thermo)

Colagenasa de tipo 1V, 250 U/mg (GIBCO, n.° de cat. 17104-019)

iMEF - fibroblastos embrionarios de ratén irradiados (R&D Systems n.° de cat. PSC001)

Matriz cualificada para hESC BD MATRIGEL™ (BD n.° de cat. 354277, Thermo)

Kit de medio 1 mTeSR® - Medio Basal mas suplemento x5 (STEMCELL Technologies, n.° de cat. 05850)
Dispasa a 5 mg/ml (STEMCELL Technologies, n.° de cat. 07913)

Synth-a-Freeze, Medios de congelacion celular, (GIBCO, n.° de cat. A12542-01, Life Technologies)
Medios DMEM/F12 (1:1) (GIBCO, n.° de cat. 11330, Life Technologies)

Reemplazo sérico KNOCKOUT™ SR para células ES (GIBCO, n.° de cat. 10828, Life Technologies)
Solucion de aminoacidos no esenciales MEM NEAA (x100) (GIBCO, n.° de cat. 11140, Life Technologies)
Beta-mercaptoetanol (Sigma, n.° de cat. 63689)

Kit de tincion de fosfatasa alcalina Il (Stemgent, n.° de cat. 00-0055)

Albumina de suero bovino (para FGFb)

Paraformaldehido al 95 % (Sigma, n.° de cat. 158127)
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* Anticuerpos, tapones de lavado, etc.

* Medio para células iPS - DMEM/F12, Knockout SR al 20 %, 10 ng/ml de FGFb, aminoacidos no esenciales x1
Pen/Estrep x1, beta-Mercaptoetanol 0,1 mM (bME), GLUTAMAX™ x1

*  Medio mTeSR 1 - mTeSR 1 mas Suplemento x1.

Materiales y procedimientos para caracterizar las colonias de iPSC generadas usando los procedimientos

Los materiales y procedimientos de inmunotincion fueron idénticos a los usados en el EJEMPLO 13, excepto
que también se usaron dos anticuerpos adicionales, el anticuerpo de raton TRA-1-81 (Cell Signaling Technology) y el
anticuerpo de conejo DNMT 3B (Cell Signaling Technology).

Ensayos de Q-PCR de niveles de expresiéon génica en las iPSC generadas usando los procedimientos en
comparacion con los niveles de expresion en células somaticas de fibroblastos BJ a partir de las que se
generaron las iPSC

Para determinar si los genes que se sabe que estan regulados positivamente en las células madre embrionarias o
células iPS generadas usando otros procedimientos también se regulaban positivamente en las iPSC generadas
usando los factores de reprogramacién de iPSC de ARNm de acuerdo con los procedimientos descritos en el
presente documento, se realizé6 la qR-PCR en ARN celular total aislado de colonias de iPSC generadas y de
fibroblastos BJ.

Por lo tanto, se aislé el ARN celular total de los fibroblastos BJ y de las colonias de células iPS cultivadas en una
matriz extracelular artificial (matriz MATRIGEL™ de BD Bioscience) para minimizar la contaminacién de los
fibroblastos. Las iPSC usadas se obtuvieron de colonias "clonales" de iPSC que se habian recogido y sometido a 5
pasadas durante un periodo de un mes después del ultimo dia de transfeccion con los factores de reprogramacion
de ARNm. Se lis6 un pocillo entero de estas colonias "clonales" y se combind para la preparacion del ARN. El ADNc
se sintetizd mediante transcripcion inversa de 1 microgramo del ARN celular total de fibroblastos BJ y de las colonias
clonicas de células iPSC, respectivamente, usando cebadores oligo d(T)20VN. Después, se realizé la PCR en tiempo
real (QPCR) en los ADNc usando la supermezcla para PCR SsoFAST™ EvaGreen (BioRad) y cebadores de PCR
(disefiados basandose en la informacion de Assen, 2008) para analizar los niveles relativos de expresion de los
ARNm codificantes de las siguientes proteinas:

GAPDH - un gen constitutivo, comparable en expresion en ambos tipos de células.

NANOG - Caja homedtica de Nanog - implicada en la diferenciacién celular, la proliferacion, el desarrollo
embrionario, el mantenimiento de células madre somaticas y mas.

OCT4 - Caja homedtica 1 de clase 5 de POU (POU5F1) - desempefia un papel en el desarrollo embrionario
especialmente durante la embriogénesis temprana, y es necesaria para la pluripotencia de las células ES.
CRIPTO - (TDGF1) factor de crecimiento derivado del teratocarcinoma 1 - una proteina de sefializacion
extracelular, unida a la membrana que desempefia un papel esencial en el desarrollo embrionario y en el
crecimiento tumoral.

GBX2 - Caja homeodtica 2 cerebral de gastrulacion- un factor de transcripcion de union al ADN que participa en
una serie de procesos del desarrollo.

GDF3 - Factor de diferenciacion del crecimiento 3 - un miembro de la familia de las proteinas morfogenéticas
6seas (BMP) y la superfamilia de TGF-beta. Los miembros regulan el crecimiento y la diferenciacién celular en
tejidos embrionarios y adultos.

REX1 - (REXO1) homologo de ARN exonucleasa 1 - implicada en la proliferacion y diferenciacion.

cMYC - una fosfoproteina nuclear multifuncional que actia como un factor de transcripciéon que desempefa un
papel en la progresion del ciclo celular, la apoptosis y la transformacion celular.

Las muestras de ADNc se amplificaron por PCR por triplicado, y los resultados de la gPCR obtenidos usando los
valores se promediaron y los datos se expresaron como valores de umbral de ciclo o CT. El valor de CT es el
numero de ciclos de la PCR en el que la fluorescencia del indicador es superior al umbral y produce el primer
aumento claramente detectable de fluorescencia sobre la variabilidad de fondo o basal. Este es el procedimiento
mas preciso para comparar los niveles de expresion por PCR antes de que se produzca una meseta en la formacién
del producto.

Diferenciacion espontanea de cuerpos embrioides de iPSC

Se uso6 la misma estirpe de las colonias de iPSC que se analizé mediante gPCR en el protocolo de diferenciacion
espontanea de cuerpos embrioides descrito en el EJEMPLO 12 con el fin de analizar la capacidad de las células
para diferenciarse en células que representen las tres capas germinales. En resumen, se seleccioné una colonia y
se expandi6 durante 17 pasadas, luego se congeld durante una semana, luego se cultivd y se realizaron 4 pasadas
mas. Se permitio la formacion de colonias grandes, se desprendieron de la superficie de la matriz MATRIGEL™ con
dispasa y se mantuvieron en cultivo en suspension durante 8 dias en medios de iPS sin FGFb para permitir la
formacién de los cuerpos embrioides. Como se ha descrito anteriormente, se dispusieron luego los cuerpos
embrioides en placas recubiertas de gelatina, y se dejaron que se adhirieran y diferenciaran espontaneamente en
medio de iPS sin FGFb durante 7 dias mas. Las células se fijaron y se incubaron con anticuerpos para diversos
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marcadores como se ha descrito previamente. Se realizé la inmunofluorescencia y se obtuvieron imagenes de las
células.

Resultados del EJEMPLO 14

Hacia el dia 10, hubo un cambio drastico en la morfologia de los pocillos de la morfologia alargada y fina de los
fibroblastos a una morfologia de células epiteliales mas pequefias y redondas (FIG. 24). Basandose en los
resultados finales de este y otros experimentos de reprogramacién con los factores de reprogramacion de ARNm
usados, este cambio morfoldgico parece ser un signo reproducible de que la reprogramacion de los fibroblastos BJ a
las colonias de iPSC tendra éxito.

Las colonias de iPSC se detectaron por primera vez el dia 16 basandose en el examen a simple vista (por ejemplo,
FIG. 25)

Los recuentos de las colonia de iPSC en los pocillos el dia 18 fueron menos impresionantes que en el EJEMPLO 13.
Sin quedar ligados a teoria alguna, los presentes inventores creen que dafiaron las células al intentar dividir las
colonias de iPSC usando tripsina el dia 10.

En este experimento, en presencia de proteina B18R, hubo aproximadamente 10 veces mas colonias de iPSC
generadas el dia 18 a partir de los factores de reprogramacion de ARNm tratados con RNasa Il que contenian
solamente pseudouridina de las que se generaron con los mismos factores de reprogramacion de ARNm que
contenian modificaciones tanto de pseudouridina como de 5-metilcitidina.

Se recogieron colonias de iPSC de un pocillo que contenia células que se habian reprogramado en ausencia de
proteina B18R usando 18 dosis diarias de 800 ng de factores de reprogramacién de ARNm tratados con RNasa Il
que contenian solo modificacion con pseudouridina, y se pasaron y mantuvieron cultivo a largo plazo.

También se recogieron colonias de iPSC del pocillo generado por el mismo régimen de tratamiento, pero con la
proteina B18R. Estas células iPS se mantuvieron en cultivo durante 2 meses. No se observaron diferencias en la
morfologia ni las caracteristicas de propagacion entre las iPSC generadas con o sin la proteina B18R.

Algunas colonias de iPSC se dividieron con colagenasa y se transfirieron a células alimentadoras el dia 21.

Algunas colonias de iPSC se fijaron e inmunotifieron el dia 46 (después de aproximadamente un mes de cultivo de
las iPSC tras la ultima transfeccion (FIG. 26).

Algunas colonias de iPSC se pasaron sobre la matriz MATRIGEL en ausencia de células alimentadoras; después de
cinco pasadas y aproximadamente un mes en cultivo, se aislé el ARN de algunas de estas colonias de iPSC y para
el analisis de expresion génica por qPCR, como se ha descrito. De la FIG. 34 a la FIG. 37, se proporcionan ejemplos
de resultados de gPCR.

Resultados de la expresion génica de colonias de iPSC frente a fibroblastos BJ por gPCR

Se usaron cebadores de GAPDH para demostrar que la cantidad de ADNc de entrada y, por lo tanto, las cantidades
de ARN iniciales de entrada eran equivalentes. Como se muestra en la FIG. 34, tanto los fibroblastos BJ como las
colonias de iPSC expresaron una cantidad elevada, casi equivalente de GAPDH, por lo que los CT mostrados en la
FIG. 34 no fueron normalizados.

A diferencia de los niveles similares de GAPDH, la expresion de cada factor de pluripotencia (FIG. 35 a FIG. 37) fue
mayor en las células iPS que en los fibroblastos BJ.

CRIPTO es un ejemplo drastico del cambio en los niveles de expresion. El umbral de ciclo medio para el ARN
codificante de CRIPTO en los fibroblastos BJ fue de aproximadamente 30 ciclos, mientras que el valor medio de CT
para el ARN codificante de CRIPTO en colonias de iPSC derivadas de los fibroblastos BJ fue de aproximadamente
21 (FIG. 35); esta diferencia de 9 ciclos representa un aumento de 588 veces en la expresion de CRIPTO. Un CT de
20 ciclos también indica la gran abundancia de este mensaje en el ARN de las células iPS.

Resumen de las diferencias de expresion para todos los pares de cebadores de qRT-PCR ensayados

Proteina GAPDH NANOG OCT4 CRIPTO GBX2 GDF3 REX1 cMyc
codificada CT CT CT CT CT CT CT CT
por ARN:

linfocitos BJ | 18,5 30,4 29,6 30,1 32 ND ND 26,2
Células iPS 18,7 22,9 20,7 20,9 27,4 25,8 23,1 25,5
Delta CT 0,2 7,5 8,9 9,2 4.6 ND ND 0,7
Diferencias 1,15 181 478 588 24,25 ND ND 1,62
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Como cabria esperar para las iPSC verdaderas, todos los marcadores anteriores excepto el gen constitutivo GAPDH
se expresaron a niveles mucho mas altos en las colonias de iPSC que en los fibroblastos BJ. Los valores similares
de CT para GAPDH en ambos tipos de células muestran que se compararon cantidades iguales de ARN. Las
diferencias fueron demasiado elevadas para determinarse para los genes de fibroblastos BJ con niveles de
expresion no detectables (ND).

Pluripotencia demostrada por la capacidad de las iPSC para diferenciarse espontaneamente en cuerpos
embrioides que contienen células de las tres capas germinales

Como se muestra en la FIG. 27, las iPSC inducidas por ARNm modificados con y, con cola de poli(A) de 150 bases,
protegidos con caperuza 5’ cap1, [con Mg(OAc), 1 mM] tratados con RNasa Ill codificantes de una mezcla a
3:1:1:1:1:1 de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, NANOG y cMYC, y sometidos al protocolo de diferenciacion espontanea
de cuerpos embrioides se tifieron positivamente para los marcadores que representan las 3 capas germinales de las
células, lo que demuestra la pluripotencia de las células. Por lo tanto, Se descubrié que las células expresaban
marcadores ectodérmicos, beta-tubulina de clase Ill neuronal (TUJ1), proteina acida fibrilar glial (GFAP) y cadena
ligera de neurofilamento (NF-L), los marcadores mesodérmicos, actina de musculo liso alfa (SMA) y desmina, y los
marcadores endodérmicos, factor de transcripcion SOX17 y alfa-fetoproteina (AFP).

Ejemplo 15. Evaluaciones de HPLC frente a procedimiento de tratamiento de RNasa lll para preparar factores
de reprogramacion que comprenden ARN monocatenarios modificados con pseudouridina codificantes de
factores de induccion de células iPS para reprogramar fibroblastos BJ a células iPS

Materiales y procedimientos para el EJEMPLO 15

En un experimento, se prepararon factores de reprogramacion de iPSC compuestos de ARNm modificados con y
ARNm protegidos con caperuza 5’ cap1 codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC(T58), cada uno con una
cola de poli(A) de aproximadamente 150 bases (estando la longitud de la cola verificada por electroforesis en gel
desnaturalizante de agarosa) como se ha descrito anteriormente, pero sin realizar el tratamiento con RNasa Ill. Los
ARNmM con una cola de poli(A) y cap1 se dividieron luego en 3 partes. Se purificé un tercio de cada ARNm mediante
RNARXx LLC (Wayne, PA) usando HPLC como se ha descrito (Kariko y col., 2011). Un tercio de cada ARNm se dejé
sin purificar y un tercio de cada ARNm se traté con RNasa lll usando un procedimiento de tratamiento de RNasa I
con Mg(OAc), 1 mM y la limpieza usando el procedimiento de limpieza rapida de ARN descrito en el presente
documento; (nota, esta vez, el tratamiento con RNasa Il se realiz6 tras la proteccion con caperuza y la adicion de la
cola en lugar de después de las transcripciones in vitro). Después, los 5 factores de reprogramacion de ARNm de
cada parte (es decir, todos los que habian sido purificados por HPLC, todos los que no habian sido purificados o
todos los que habian sido tratados con RNasa lll) se mezclaron a una proporcién molar de 3:1:1:1:1 de ARNm
modificados con y codificantes de, respectivamente, OCT4, SOX2, KLF4, Lin28 y cMYC (T58) para preparar una
mezcla de reprogramacion de ARNm purificado por HPLC, y una mezcla de reprogramacion de ARNm no tratado,
asi como una mezcla de reprogramacion tratada con RNasa Ill. Después, se usaron 1,2 microgramos de cada
mezcla de reprogramacion de ARNm para la reprogramacion de diez mil células por pocillo de fibroblastos BJ
(sembrados en NuFF) a iPSC, esencialmente como se describe en el EJEMPLO 14, con variables experimentales
adicionales que se muestran en la tabla de los resultados de reprogramacion de iPSC.

Diferenciacion espontanea de iPSC en 3 capas germinales

Se seleccionaron colonias de iPSC seleccionadas y se usaron en el protocolo de diferenciacion espontanea del
cuerpo embrioide como se ha descrito en el EJEMPLO 14 para evaluar su pluripotencia.

Resultados del EJEMPLO 15

Se detectaron colonias de iPSC hacia el dia 13 en los pocillos de los fibroblastos BJ transfectados con la mezcla de
reprogramacion de ARNm tratado con RNasa Il o con la mezcla de reprogramacion de ARNm purificado por HPLC.
Todas las células de los pocillos transfectadas con la mezcla de reprogramacion de ARNm sin purificar murieron
durante el proceso de reprogramacion, incluso con la adicion de la proteina B18R. La adicion de la proteina B18R
mejoro la eficacia de la reprogramacion de los fibroblastos BJ a iPSC en los pocillos tratados con la mezcla de
reprogramacion de ARNm tratado con RNasa Ill o en los pocillos tratados con la mezcla de reprogramacion de
ARNmM purificado por HPLC.

Propagacion de colonias de iPSC

Se escogieron colonias de iPSC de los pocillos replicados reprogramados con la mezcla de reprogramacion de
ARNm purificado por HPLC y la mezcla de reprogramacion de ARNm tratado con RNasa lll y se procesaron
enzimaticamente con colagenasa sobre células alimentadoras de fibroblastos embrionarios de ratén irradiados en
medio de mantenimiento de células iPS que contenia 10 ng/ml de FGFb. Las colonias de iPSC se propagaron y
mantuvieron una morfologia y una velocidad de crecimiento como era de esperar para las iPSC durante mas de 9
pasadas en cultivo, tras lo que se congelaron y se almacenaron en un congelador.
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Tincion con fosfatasa alcalina de colonias de iPSC

El dia 20, las placas que contenian colonias de iPSC se fijaron con paraformaldehido al 4 % y se tifieron para
detectar colonias positivas para fosfatasa alcalina, como se ha descrito previamente. Las imagenes de placas de los
fibroblastos BJ con colonias de células que se tifien positivamente para fosfatasa alcalina, un marcador para
colonias de iPSC, se muestran en la FIG. 28. Los numeros de colonias de iPSC tefidas con fosfatasa alcalina
obtenidas usando factores de reprogramacion de ARNm monocatenarios modificados con y de los que se retir6 el
ARN bicatenario mediante purificacion por HPLC o usando el tratamiento con RNasa lll descrito en el presente
documento, de modo que dichos factores de reprogramacion de ARNm estuvieran practicamente libres,
extremadamente libres o absolutamente libres de ARN bicatenario, en comparaciéon con el uso de factores de
reprogramacion de ARNm monocatenarios modificados con y sin purificar, se resumen en la siguiente tabla.

Inmunotincién

Tras 1 semana de almacenamiento en el congelador, las células iPSC derivadas ARNm modificado con
pseudouridina purificado por HPLC congeladas se descongelaron, se transfirieron a placas recubiertas con matriz
artificial MATRIGEL™ y se propagaron en medio mTeSR™. Las colonias de iPSC se pasaron 4 veces mas antes de
fijarse una placa, y las células se inmunotifieron con anticuerpos contra los marcadores de pluripotencia OCT4,
TRA1-60, SOX2, TRA1-80 y NANOG caracteristicos de las células iPS usando procedimientos de inmunotincion tal
como se ha descrito previamente. Como se muestra en la FIG. 33, las iPSC inducidas a partir de fibroblastos BJ
usando los factores de reprogramacion de ARNm modificado con pseudouridina purificado por HPLC se
inmunotifieron positivamente para estos marcadores de pluripotencia.

Resumen de reprogramacion de iPSC con factores de reprogramacion de ARNm modificado con g

Tipo de | Proteina Grado de toxicidad | Nimero de colonias de | Marcador de

tratamiento | B18R usada | observado iPSC positivas en fosfatasa | placa de la
alcalina imagen inferior

Purificacié | NO Células alimentadoras | 15 A

n mediante muertas, pero colonias de

HPLC iPSC presentes

Purificacié | Si Células alimentadoras OK | ~100 B

n mediante y colonias de iPSC

HPLC presentes

Tratamient | NO ~50 C

o con

RNasa lll

Tratamient | Si ~100 D

o con

RNasa lll

Sin NO Células muertas 0 -

purificar

Sin Si Células muertas 0 -

purificar

Pluripotencia de iPSC

Se diferenciaron cuerpos embrioides de forma espontanea de colonias de iPSC escogidas que habian sido inducidas
a partir de fibroblastos BJ mediante ARNm modificados con g purificados por HPLC codificantes de los factores de
reprogramacion indicados y luego cultivadas durante 4 a 11 pasadas en medio en pocillos recubiertos con una matriz
MATRIGEL™ como se ha descrito en el EJEMPLO 14. Se observaron células diferenciadas que se tifieron
positivamente para los marcadores que representan las 3 capas germinales. Por ejemplo, se observaron células que
expresaban marcadores ectodérmicos, beta-tubulina de clase Il neuronal (TUJ1), los marcadores mesodérmicos,
actina de musculo liso alfa (SMA) y desmina, y los marcadores endodérmicos, factor de transcripcion SOX17 y alfa-
fetoproteina (AFP).

Ejemplo 16. Evaluacion de variables adicionales relacionadas con el uso de factores de reprogramacion de
ARNm modificado tratado con RNasa lll codificante de factores de induccién de células iPS para la
reprogramacion de fibroblastos BJ a células iPS

Materiales y procedimientos para el EJEMPLO 16

Los objetivos de los experimentos descritos en el Ejemplo 16 eran determinar: (1) si el ARNm tratado con RNasa |l
puede producir un nimero significativo de colonias sin el uso de un inhibidor de la expresién de una via de respuesta

102



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2676 600 T3

inmune innata, tal como la proteina B18R; (2) qué ARNm codificante de una proteina cMYC - ARNm codificante de
cMYC de tipo silvestre o ARNm codificante de la proteina mutante cMYC (T58A) - es mas eficaz para reprogramar
fibroblastos BJ en colonias de iPSC; y (3) si 10.000 fibroblastos BJ por pocillo es el nimero éptimo de células para la
reprogramacion eficaz a las colonias de iPSC.

Los materiales y procedimientos usados fueron similares a los descritos para los EJEMPLOS 4-8 anteriores. La
mezcla del factores de reprogramacion del ARNm se componia de ARNm modificados con g (GAWC) codificantes
de la mezcla molar 3:1:1:1:1 de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC o cMYC(T58A), que se trataron con RNasa Ill en
una mezcla de reaccidon que contenia acetato de magnesio 1 mM para hacer que la mezcla de factores de
reprogramacion de ARNm tuviera un nivel suficientemente bajo de ARN bicatenario para no interferir en la
transfeccion y la supervivencia celular. Esta mezcla de factores de reprogramacion de ARNm tratado con RNasa Il
se transfecto todos los dias durante 18 dias a una dosis de 1,2 microgramos por pocillo al dia (a menos que se
indique otra dosis diferente de ARNm en la tabla de resultados respectiva) usando el reactivo de transfeccion de
ARNm TransIT™ (Mirus Bio) en 10* (a menos que se indique un numero diferente de células en la tabla de
resultados respectiva) fibroblastos BJ/pocillo durante 8 dias seguidos en una fila en placas de 6 pocillos encima de
las células alimentadoras NuFF. Las variables experimentales se enumeran en las tablas de resultados para cada
experimento. Los recuentos de las colonias de iPSC se realizaron inmunotifiendo células vivas con anticuerpo anti-
TRA-1-60 humana StainAlive™ DyLight ™ 488 (Stemgent), como se ha descrito en el presente documento, y
contando manualmente las colonias de iPSC tefiidas en un campo visual usando una rejilla. Hubo variacion en el
tamafio de las colonias y la intensidad de la tincion, y algunas veces hubo "demasiadas colonias para contarlas" (por
ejemplo, véase la FIG. 28), haciendo que fuera dificil o imposible contarlas correctamente. Por ejemplo, hubo mas de
300 colonias en cada pocillo designadas como "demasiadas colonias para contar" o "DCPC". Por lo tanto, los
recuentos de colonias de iPSC son aproximados.

Resultados del EJEMPLO 16

Reprogramacion eficaz de fibroblastos BJ a colonias de iPSC mediante factores de reprogramacion de
ARNmM modificado con pseudouridina tratado con RNasa lll en presencia o ausencia de proteina B18R

Las colonias de iPSC se detectaron primero el Dia 13 en dos pocillos diferentes de fibroblastos BJ que se
transfectaron con factores de reprogramacion de ARNm modificado con pseudouridina tratado con RNasa llI
(MgOAc), 1 mM) en ausencia de la proteina B18 en el medio. Sin embargo, las colonias de iPSC también se
indujeron comenzando uno o dos dias después en los pocillos de fibroblastos BJ que se transfectaron con factores
de reprogramacion de ARNm modificado con pseudouridina tratado con RNasa Ill en presencia de 200 ng/ml de
proteina humana B18R recombinante en el medio. Las colonias de iPSC inducidas en presencia de la proteina B18R
se muestran en la imagen de la FIG. 30. De hecho, en este experimento, fue imposible determinar un efecto de la
proteina B18R, porque todo el pocillo estaba lleno de colonias (con cientos de colonias por pocillo de una placa de 6
pocillos) en ambos casos, y el numero de colonias era de demasiadas colonias para contar (DCPC). (Si solo hubiera
100 colonias de iPSC por pocillo, la eficacia de la induccién de las iPSC hubiera sido del 1 %)

Tipo de ARN | Tipo de proteina MYC codificada por ARNm en | Proteina B18R | Recuento de

usado la mezcla de reprogramacion de ARNm usada colonias de iPSC
el Dia 18

GAyC cMYC(T58A) NO DCPC

GAyC cMYC(T58A) Si DCPC

A continuacion, se muestran experimentos similares en los que se us6 ARNm modificado con g codificante de
factores de reprogramacion para la transfeccion + proteina B18R en el medio, y en los que las colonias de iPSC
generadas se podian contar. Por ejemplo, en un experimento de evaluacién del uso de ARNm codificante de
proteina cMYC de tipo silvestre frente a ARNm codificante de proteina cMYC(T58A) mutante para la
reprogramacion, se observaron mas colonias de iPSC el Dia 18, cuando se afiadié proteina B18R al medio una hora
antes de cada transfeccidén, como se ha mostrado anteriormente. Este experimento también indicé que el ARNm
codificante de cMYC(T58A) aumento la induccion de colonias de iPSC en comparacion con el uso de ARNm
codificante de cMYC de tipo silvestre.

Tipo de ARN | Tipo de proteina MYC codificada por ARNm en | Proteina B18R | Recuento de

usado la mezcla de reprogramacion de ARNm usada colonias de iPSC
el Dia 18

GAyC cMYC de tipo silvestre NO 105

GAyC cMYC de tipo silvestre Si 157

GAyC cMYC(T58A) NO 182

GAyC cMYC(T58A) Si DCPC

Se realiz6 otro experimento para determinar si el nimero de fibroblastos BJ que fueron transfectados con los
factores de reprogramacion de ARNm modificado con pseudouridina tratado con RNasa lll era 6ptimo para la
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reprogramacion usando ya sea ARNm codificante de proteina cMYC de tipo silvestre o ARNm codificante de
proteina cMYC(T58A) mutante en la mezcla de reprogramacion de ARNm. Si se sembraran muy pocos fibroblastos
BJ, habria menos colonias de iPSC inducidas, mientras que si se sembraran demasiados fibroblastos BJ (y las
células no se dividieran a mitad de la reprogramacion), las colonias de iPSC se volverian confluentes y no podrian
recogerse facilmente, lo que produciria menos colonias de iPSC utilizables. Basandose en el resultado de este
experimento, la siembra de 5.000 a 10.000 fibroblastos BJ de 4 pasadas por pocillo fue ideal, como se muestra en
los resultados de la siguiente tabla. Sin embargo, en experimentos posteriores, se descubrié que los fibroblastos BJ
de numero de pasada posterior crecieron mas lentamente, por lo que parecia ser mejor usar mas células con
fibroblastos BJ de pasada posterior. Por lo tanto, el nimero ideal de células variara segun la velocidad de
crecimiento de los fibroblastos BJ, creciendo las células mas jovenes, en general, mas rapidamente, y creciendo las
células mas viejas mas lentamente. Basandose en los resultados de este experimento, el ARNm codificante de
cMYC(T58A) dio el doble de colonias de iPSC en condiciones por lo demas similares en comparacion con el ARNm
codificante de la proteina cMYC de tipo silvestre. Por lo tanto, el ARNm codificante de la proteina mutante
cMYC(T58A) parecio ser beneficioso para la eficacia de la induccién de iPSC, como se muestra en los resultados de
la siguiente tabla.

La transfeccion de demasiados fibroblastos BJ por pocillo da lugar a un menor nimero de colonias de iPSC,
y el ARNm codificante de cMYC(T58A) da lugar a mas colonias de iPSC que el ARNm codificante de cMYC de
tipo silvestre

Tipo de Tipo de proteina MYC codificada Numero de fibroblastos BJ Recuento de colonias

ARN por ARNm en la mezcla de sembrados por pocillo de iPSC positivas en

usado reprogramacion de ARNm fosfatasa alcalina el
Dia 18

GAyC cMYC de tipo silvestre 5x108 80

GAyC cMYC de tipo silvestre 104 105

GAyC cMYC de tipo silvestre 2.5x10* 14

GAyC cMYC(T58A) 5x103 203

GAyC cMYC(T58A) 104 182

GAyC cMYC(T58A) 2.5x10* 41

Ejemplo 17. Reprogramacion de fibroblastos BJ en células iPS usando ARNm no modificados (GAUC) con
cola de poli (A) y Cap1 tratados con RNasa lll codificantes de los factores de reprogramacion OCT4, SOX2,
KLF4, LIN28, NANOG y cMYC

Materiales y procedimientos para el EJEMPLO 17

Como se demuestra en los ejemplos anteriores, los presentes inventores han sido capaces de reprogramar de forma
repetible y eficaz fibroblastos BJ a colonias de iPSC usando una mezcla de factores de reprogramacion de ARN
monocatenario que comprende un proporcién molar de 3:1:1:1:1 de ARNm modificados con pseudouridina y/o 5-
metilcitidina codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC, cMYC(T58A) o L-MYC, en la que los ARNm
modificados se purificaron por HPLC o se trataron con RNasa Il en una mezcla de reaccion que contenia bajos
niveles de cationes de magnesio divalentes antes de su uso en la reprogramacion. En vista de los resultados
sorprendentemente e inesperadamente exitosos en la reprogramacion de células somaticas humanas o animales a
colonias de iPSC usando los factores de reprogramacion de ARNm modificados que fueron tratados con RNasa Il
en presencia de niveles bajos de magnesio divalente, se decidi6 evaluar si seria posible reprogramar dichas células
somaticas a colonias de iPSC usando factores de reprogramacion de ARN monocatenario que comprendieran
ARNmM no modificados codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC(T58A). Los presentes investigadores
creen que la reprogramacion exitosa de células somaticas humanas o animales a colonias de iPSC que podrian
propagarse en cultivo durante largos periodos de tiempo, suficiente para formar estirpes de colonias de iPSC,
usando solo ARN monocatenario no modificado no se ha informado ni demostrado previamente. Por lo tanto, en
vista del éxito de los presentes investigadores en el desarrollo de un procedimiento para el tratamiento de ARN
monocatenario modificado sintetizado in vitro con una RNasa especifica del ARN bicatenario (por ejemplo, RNasa
[l) para generar ARN monocatenarios codificantes de factores de reprogramacion con ARN bicatenario reducido, en
el que dichos ARN monocatenarios estaban intactos y funcionales en la reprogramacion de células somaticas
humanas o animales a iPSC, como se informa en el presente documento, se decidid evaluar si el mismo
procedimiento de tratamiento con RNasa lll descrito en el presente documento podria usarse para crear ARN
monocatenarios no modificados codificantes de los mismos factores de reprogramacion que tuvieran niveles muy
bajos de ARN bicatenario y, de ser asi, si dichos ARN monocatenarios tratados podrian usarse para reprogramar
células somaticas humanas o animales a células iPS. Sorprendente e inesperadamente, este experimento tuvo éxito,
como se informa a continuacion.

Por lo tanto, una mezcla de factores de reprogramacion de ARN monocatenario que comprende una proporcion
molar de 3:1:1:1:1 de ARNm protegido con caperuza 5’ cap1 y con cola de poli(A) (de hasta ~150 bases de longitud)
no modificado codificante de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC(T58A) se sintetizd6 mediante transcripcion in vitro
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como se ha descrito en el presente documento anteriormente, excepto que el ARN se sintetizd usando solo GTP,
ATP, CTP y UTP sin el uso de pseudouridina-5'-trifosfato, 5-metilcitidin-5'-trifosfato ni otro nucleésido-5'-trifosfato
modificado y tratado con RNasa Il en una reaccion que comprende acetato de magnesio 1 mM, también como se ha
descrito en el presente documento anteriormente. Se realizaron ensayos de transferencia de puntos con el
anticuerpo J2 especifico del ARN bicatenario para verificar la digestion del ARN bicatenario en los ARN
monocatenarios tratados con RNasa lll. Después, se transfectaron 10.000 células por pocillo de fibroblastos BJ en
células alimentadoras NuFF en pocillos de una placa de 6 pocillos diariamente con una dosis de 1,0, 1,2 0 1,4
microgramos de la mezcla de reprogramacion de ARN monocatenario todos los dias durante al menos 18 dias
usando el reactivo de transfeccion de ARNm TransIT™ (Mirus Bio), todo como se describe en los Materiales y
procedimientos generales. Las variables experimentales se enumeran en la tabla de resultados que se presenta a
continuacion para cada experimento. El dia 18 del protocolo de reprogramacion, se realizaron los recuentos de
colonias de iPSC mediante inmunotincidon de células vivas con anticuerpo anti-TRA-1-60 humana StainAlive™
DyLight ™ 488 (Stemgent), como se ha descrito en el EJEMPLO 16 y en otra parte del presente documento, y
contando manualmente las colonias de iPSC tefiidas en un campo visual usando una rejilla. Los resultados se
presentan en la siguiente tabla.

Resultados del EJEMPLO 17

Cientos de colonias de iPSC se generaron a partir de ARNm no modificado que se traté con RNasa lll usando
procedimientos descritos en el presente documento

Tipo de | Tipo de proteina MYC | Proteina | Microgramos totales de | Recuento de

ARN codificada por ARNm en la | B18R ARNm de la mezcla de | colonias de iPSC

usado mezcla de reprogramacion de | usada reprogramacion por | positivas en
ARNm transfeccion fosfatasa alcalina

el Dia 18

GAUC cMYC(T58A) NO 1,0 microgramos por pocillo 262

GAUC cMYC(T58A) NO 1,2 microgramos por pocillo 244

GAUC cMYC(T58A) NO 1,4 microgramos por pocillo 88

GAUC cMYC(T58A) Si 1,2 microgramos por pocillo DCPC

Como se muestra en la tabla anterior, las tres dosis diarias diferentes de una mezcla de reprogramacion de ARN
monocatenario que comprenden ARNm no modificados codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC(T58A)
que se usaron para transfectar fibroblastos BJ durante 18 dias dieron lugar a la generacién de colonias de iPSC. Sin
embargo, esta mezcla de reprogramacion de ARN monocatenario que comprende ARNm no modificados era
claramente mas toxica para las células que la mezcla de reprogramacion de ARN monocatenario que comprendia
ARNmM modificados con pseudouridina. Por lo tanto, un microgramo de la mezcla de reprogramacion por pocillo, en
lugar de 1,2 microgramos por pocillo, dio lugar a una toxicidad menos precoz y, por lo tanto, a mas células que
sobrevivieron a la transicion epitelial y formaron colonias de iPSC. Cuando se usaron diariamente 1,4 microgramos
de mezcla de reprogramacion, la mayoria de las células alimentadoras murieron, dando lugar a colonias unidas a
muy pocas células como se ve en las imagenes de la FIG. 31.

Las colonias inducidas usando ARNm no modificados tratados con RNasa lll codificantes de los factores de
induccion de iPSC OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC(T58A) fueron confirmadas como colonias de iPSC segun la
morfologia, la capacidad de propagarse durante mas de 16 pasadas en cultivo, la inmunotincion in vivo positiva para
TRA-1-60 usando un anticuerpo anti-TRA-1-60 humana StainAlive™ DyLight™ 488 (Stemgent) y la tincion
inmunofluorescente positiva de células fijadas en paraformaldehido usando anticuerpos para los marcadores de
iPSC OCP4, TRA1-60, NANOG, TRA 1-81 y SSEA4, realizado como se describe en el EJEMPLO 13 (FIG. 32).

Los presentes investigadores creen que la reprogramacion con éxito de células somaticas humanas o animales a
células iPSC usando Uunicamente ARN monocatenario no modificado no se ha informado ni demostrado previamente.
Sin quedar ligados a teoria alguna, creen que otros investigadores no han tenido éxito en la reprogramacion de
células humanas o animales con ARN monocatenarios no modificados, porque no han reconocido la importancia de
los bajos niveles de contaminantes de ARN bicatenario generados durante la transcripcion in vifro de ARN
monocatenario. Por lo tanto, no reconocieron la importancia de purificar o tratar dicho ARN monocatenario
sintetizado in vitro para eliminar todos o casi todos los contaminantes de ARN bicatenario. AUn mas, no han
entendido ni desarrollado un procedimiento para purificar o tratar suficientemente dichos ARN monocatenarios con el
fin de eliminar de manera eficaz todos o parte de los contaminantes de ARN bicatenario. Los presentes
investigadores han descubierto procedimientos sencillos, rapidos y eficaces para tratar los ARN monocatenarios con
una RNasa especifica del ARN bicatenario que dé lugar a ARN monocatenarios que estén libres o casi libres de
contaminantes de ARN bicatenario. Un ejemplo de dicha RNasa especifica del ARN bicatenario que puede usarse
para este fin es la endorribonucleasa RNasa Ill. Sin embargo, Los presentes investigadores han descubierto también
que, de forma sorprendente e inesperada, que el tratamiento de ARN monocatenario con RNasa Ill usando las
condiciones Optimas conocidas en la técnica desde 1968 (Robertson, H. D. y col, 1968) no eliminaba
suficientemente el ARN bicatenario para que los ARN monocatenarios tratados pudieran usarse para la traduccion
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en células vivas o para la reprogramacion de células humanas o animales vivas desde un estado de diferenciacion a
otro estado de diferenciacion (por ejemplo, para reprogramar células somaticas humanas o animales a células iPS).
De hecho, cuando los presentes investigadores trataron ARN monocatenarios codificantes de factores de
reprogramacion de iPSC con RNasa Il usando el procedimiento dela literatura, todas las células que fueron
transfectadas de forma repetida con los ARN monocatenarios tratados para intentar generar iPSC finalmente
murieron. El analisis detallado de la actividad y especificidad de la RNasa Il en diferentes condiciones, como se
describe en los EJEMPLOS 1-9, reveld que las condiciones de reaccién de la literatura no eliminaban
suficientemente pequefias cantidades de contaminantes de ARN bicatenario del ARN monocatenario transcrito in
vitro para su uso en la introduccion en células vivas, y que esas condiciones también dieron lugar a una degradacion
significativa de los ARN monocatenarios tratados que los investigadores actuales deseaban traducir a las células
vivas. En otras palabras, no solo es que el procedimiento de RNasa Ill de la literatura no lograra eliminar
suficientemente el ARN bicatenario no deseado, sino que también destruyd una parte de los ARN monocatenarios
deseados codificantes de las proteinas de interés. A continuacion, los presentes investigadores trataron de modificar
las condiciones que fueron sugeridas por varios autores que habian desarrollado o usado el procedimiento de
RNasa Il de la literatura, incluyendo, por ejemplo, el cambio del tipo o la concentracion de sal monovalente, del pH 'y
de la cantidad de enzima usada, pero fue en vano. Por lo tanto, aunque la literatura relativa a la RNasa |l sugeria
que el cambio de la concentracién de la sal monovalente en la reaccion de RNasa Il podria ser beneficioso, los
presentes inventores probaron los intervalos de concentraciones de diferentes sales monovalentes sin éxito. Los
cambios en las variables sugeridas en la literatura no dieron lugar a una eliminacién suficiente del ARN bicatenario
para los ARN monocatenarios que se usaban para reprogramar células vivas, no redujo suficientemente la toxicidad
de los ARN monocatenarios, y aun asi, dafiaron o destruyeron al menos una parte de los ARN monocatenarios
deseados.

Sin quedar ligados a teoria alguna, los presentes investigadores creen que la alta toxicidad celular se debe a los
niveles extremadamente bajos de ARN bicatenario que se detectan por la respuesta inmune innata y otros sensores
de ARN que estan presentes en las células humanas y animales para proteger a esas células de la infeccion por
virus de ARN bicatenario y otros patégenos. Por lo tanto, debido a la extrema sensibilidad de las células humanas o
animales al ARN bicatenario que se introduce en esas células, un procedimiento que es adecuado para reducir el
ARN bicatenario de los ARN monocatenarios para aplicaciones in vitro no es necesariamente suficiente para hacer
que los ARN monocatenarios se introduzcan en células vivas humanas o animales. La respuesta inmune innata y
otros sensores de ARN (por ejemplo, receptores de tipo Toll, por ejemplo, TLR3, interferones, y otros sensores
similares) se inducen a niveles superiores si una cantidad incluso pequefia de ARN bicatenarios se introduce en
dichas células. Aun mas, las inducciones de ciertos sensores de ARN pueden sensibilizar a las células a futuras
introducciones del mismo ARN monocatenario. Ademas, los efectos téxicos de la respuesta inmune innata pueden
ser acumulativos. Por ejemplo, las introducciones repetidas de ARN bicatenario inducen interferones, que dan lugar
a la fosforilacion de PKR, lo que produce la inhibicion de la sintesis de proteinas en las células, que, a su vez, puede
conducir a una toxicidad prolongada para las células y, finalmente, a la muerte celular programada (apéptosis). Por
lo tanto, con respecto a los procedimientos para reprogramar células somaticas humanas a células iPS, en los que
se introducen ARN monocatenarios codificantes de factores de reprogramacion todos los dias durante 18 o mas dias
para generar las células iPS, la respuesta inmune innata y otras respuestas de sensores de ARN se inducen cada
vez que los ARN monocatenarios codificantes de los factores de reprogramacion se introducen en las células.

Ejemplo 18. Reprogramacion sin células alimentadoras de fibroblastos 1079 a células iPSC usando ARNm
monocatenario codificante de factores de induccion de iPSC

Materiales y procedimientos para el EJEMPLO 18

En este EJEMPLO 18, se sembraron fibroblastos 1079 (ATCC, Manassas, VA) a densidades celulares de 1 x 104,
2x10%, 3x10%, 4x10%, 0 5 x 10* células por pocillo en placas de cultivo de tejidos de 6 pocillos recubiertas con 83 ng
por pocillo de matriz de GFR MATRIGEL™ (BD Biosciences, San Jose, CA) en un medio de fibroblastos compuesto
de MEM avanzado (Invitrogen, Carlsbad, CA) suplementado con SFB al 10 % (Fisher) y GLUTAMAX-I 2 mM
(Invitrogen Carlsbad, CA ) antes de su uso para la reprogramacion.

Al dia siguiente, el medio se cambioé a medio de reprogramacion, compuesto de DMEM/F12 (Invitrogen Carlsbad,
CA) suplementado con reemplazo de suero KNOCKOUT™ al 20 % (Invitrogen Carlsbad, CA), GLUTAMAX-I 2 mM
(Invitrogen), solucion de aminoacidos no esenciales 0,1 mM (Invitrogen, Carlsbad CA), FGF recombinante humano
basico a 100 ng/ml (Invitrogen Carlsbad, CA), Inhibidor de TGFB 2 micromolar STEMOLECULE SB431542
(Stemgent, Cambridge, inhibidor de MEK 0,5 micromolar STEMOLECULE PD0325901 (Stemgent Cambridge, MA) y
LIF recombinante de ratéon a 10 ng/ml (Invitrogen Carlsbad, CA) con antibidticos de penicilina-estreptomicina. La
reprogramacion se realizd con ARNm tratados con RNasa Il que contenian pseudouridina codificantes de los
factores de induccion de iPSC OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC(T58A) en el medio de reprogramacion sin células
alimentadoras descrito previamente para los fibroblastos BJ en el EJEMPLO 11.

Resultados del EJEMPLO 18

Como se ha descubierto previamente usando los fibroblastos BJ del Ejemplo 11, los fibroblastos 1079 también se
reprogramaron con éxito a células iPS usando una mezcla 3:1:1:1:1 de ARNm tratados con RNasa Ill que contenian
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pseudouridina codificantes de los factores de reprogramacion OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC(T58A) en el medio
de reprogramacion sin células alimentadoras descrito anteriormente.

Se observo la reprogramacion de los fibroblastos 1079 en pocillos sembrados con 1 x 10* y 2 x 10* células por
pocillo. Se indujeron mas colonias de iPSC a la densidad celular mas baja ensayada (1 x 10* células por pocillo),
Observandose 24 colonias de iPSC, frente a solo 8 colonias de iPSC en las placas con 2 x 10* células. A densidades
celulares mas altas, no se observo reprogramacion con las fibroblastos 1079 de crecimiento rapido, debido a que las
células proliferaron demasiado en los pocillos antes de que ocurriera la reprogramacion.

Ejemplo 19. Variacion de la estequiometria de los ARNm codificantes de factores de reprogramacion de iPSC

En este experimento, se compard la reprogramacion de fibroblastos humanos a iPSC usando una mezcla de ARNm
codificante de KLF4, LIN28, cMYC(T58A), OCT4 y SOX2 a una proporcién molar de 3:1:1:3:1 con la mezcla de
ARNmM anteriormente descrita que tenia una proporcién molar de 1:1:1:3:1.

Materiales y procedimientos para el EJEMPLO 19

Se sembraron 10* fibroblastos BJ (pasada 6) en 4 x 10° células alimentadoras NuFF en los medios de
reprogramacion Pluriton como se ha descrito previamente. Los medios que contenian el inhibidor de RNasa se
cambiaron antes de las transfecciones diarias. Las mezclas de ARNm que comprendian ARNm tratado con RNasa
[l (en Mg?®* 2 mM), con cola de poli (A) (~150 aa), modificado con pseudouridina codificante de KLF4, LIN28,
cMYC(T58A), OCT4 y SOX2 se sintetizaron como se ha descrito previamente. En el Experimento 19-1, las mezclas
de ARNm se diluyeron en 60 microlitros de Tampon Stemfect, se combinaron con el reactivo de transfeccion
Stemfect diluido en 60 microlitros de tampdn Stemfect, y la mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante 15
minutos y se afadié gota a gota a las células durante cada una de las dieciocho transfecciones diarias. En el
Experimento 19-2, se transfectaron 1,0 microgramos, 1,2 microgramos o 1,4 microgramos de cada mezcla de ARNm
con 4, 4,8 o 5,6 microlitros de reactivo de transfeccion Stemfect, respectivamente, y se realizaron solo 15
transfecciones. Las mezclas de reprogramacion de ARNm se produjeron con ARNm codificante de KLF4 a
proporciones molares x1, x2 y x3 en comparacion con los ARNm de LIN28, cMYC(T58A) y SOX2 (es decir, con
estequiometrias 1:1:1:3:1; 2:1:1:3:1; y 3:1:1:3:1).

Tras completarse todas las transfecciones, los pocillos con colonias de iPSC se fijaron y se tifieron con fosfatasa
alcalina después de que las colonias representativas se recogieran para su expansion. Se realizan los recuentos de
las colonias positivas en fosfatasa alcalina obtenidas y se generan imagenes.

Experimento 19-1: N.° de colonias positivas en fosfatasa alcalina obtenidas.

Mezcla de Tipo de AMT del Reactivo de Recuento de N.° de
reprogramacion de ARNm ARN (ug) transferencia y vol | colonias pocillo
ARNm (ul) positivas en

fosfatasa alcalina
4F KMOsS Y RIll Cap 1 1,0 SF 4 3 1
4F KMOsS Y RIll Cap 1 1,2 SF 4,8 29 2
4F KMOsS Y RIll Cap 1 1,4 SF 5,6 44 3
5F KLMO3S Y RIll Cap 1 1,0 SF 4 13 7
5F KLMO3S Y RIll Cap 1 1,2 SF 4,8 57 8
6F KLMNOsS Y RIll Cap 1 1,0 SF 4 39 9
(+Nanog)
6F KLMNOsS Y RIll Cap 1 1,2 SF 4,8 109 10
(+Nanog)
5F KsLMOsS Y RIll Cap 1 1,0 SF 4 40 11
5F KsLMOsS Y RIll Cap 1 1,2 SF 4,8 148 12
Optim. de la Stemfect
transfeccion
5F KLMO3S Y RIll Cap 1 1,0 SF 3 6 13
5F KLMO3S Y RIll Cap 1 1,0 SF 4 16 14
5F KLMO3S Y RIll Cap 1 1,0 SF 5 31 15
5F KLMO3S Y RIll Cap 1 1,0 SF 6 7 16
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Resumen de resultados para el Experimento 19-1 del EJEMPLO 19

Como se ha visto previamente, la inclusion de ARNm codificante de NANOG en la mezcla de ARNm dio lugar a mas
colonias de iPSC que la mezcla de 5 factores que no incluia NANOG. La mezcla de 6 factores (KLMNO3S) produjo la
mayoria de las colonias y las primeras colonias.

Un resultado interesante de este experimento fue el efecto de aumentar la cantidad de ARNm codificante de KLF4
en la mezcla de ARNm de reprogramacion. La mezcla de 5 factores con una proporcion 3:1:1:3:1 de KLMO y S dio
lugar a las primeras colonias, las colonias mas grandes y la mayoria de las colonias. La mezcla de 6 factores fue la
mejor.

El efecto mas beneficioso de usar mas ARNm codificante de KLF4 fue la morfologia uniforme de las colonias de
iPSC generadas. Representando otras mezclas de ARNm con ARNm de KLF4 una proporcion molar de 1 vez, se
han observado colonias de iPSC de diferentes tamafios y fase celular; las primeras colonias de iPSC solieron
empezar a diferenciarse antes de que se realizara la ultima transfeccion. Algunas de las colonias de iPSC también
han presentado lo que los presentes investigadores creen que son células reprogramadas de forma incompleta de
alrededor. Algunas imagenes representativas de colonias tipicas de iPSC obtenidas se muestran en la FIG. 38 y
FIG. 39.

Como se puede ver en la FIG. 38, algunas de las iPSC con KLMO3S modificadas con pseudouridina de 5 factores,
tratadas con RNasa 11l (1:1:1:3:1) son de forma regular, pero muchas de las células no lo son. Hay células epiteliales
mas grandes alrededor de estas dos colonias. Las células dispersadas alrededor de la periferia son las células
alimentadoras.

Como se puede ver en la FIG. 39, todas las iPSC con K3;LMO3S modificadas con pseudouridina de 5 factores,
tratadas con RNasa Il (3:1:1:3:1) tenian bordes mas regulares. Estas células también tendieron a destruir a las
células alimentadoras que rodeaban las colonias de iPSC. Estas las colonias eran mas grandes y mas faciles de
recoger para la propagacién, porque eran mas uniformes.

Tener control sobre la estequiometria de los factores es uno de los beneficios de usar ARNm para la
reprogramacion, tal como para encontrar las proporciones ideales de ARNm codificantes de diferentes factores de
reprogramacion para lograr un determinado efecto.

En la actualidad, el unico inconveniente para elevar el nivel de KLF4 es la destruccién de la capa de células
alimentadoras, pero debido a que las colonias prosperaron y fueron faciles de trabajar, esto, en realidad, puede ser
un beneficio. Como se muestra en la FIG. 40, cuando se tifie con fosfatasa alcalina, los beneficios para las colonias
resultantes del ARNm de KLF4 elevado en la mezcla de ARNm pueden verse claramente (véase la FIG. 40 B).

Experimento 19-2: Efecto de la cantidad de ARNm codificante de KLF4 en mezclas de ARNm de 5 factores
que comprenden ARNm de CAP1 GAyC tratados con RNasa Ill en la induccién de iPSC a partir de
fibroblastos BJ

Cantidad total Mezcla de Cantidad de Células Observacione N.° de colonias N.° de
de ARNm ARNmM ARNm de KIf4 epiteliale s positivas en fos. pocillo
en la mezcla S alc.

observad
as

1,0 ug KLMO3S x1 149 28

1,0 ug KoLMOsS x2 Muy 181 19
pronto

1,0 ug KsLMO3S x3 Muy 73 22
pronto

1,2 ug KLMO3S x1 DPCE 400+ 29

1,2 yug KoLMO3S x2 Las mas DPCE 400+ 20
precoces

1,2 yug K3sLMO3S x3 Las mas 194 23
precoces

1,4 ug KLMO3S x1 DPCE 400+ 30

1,4 ug KoLMO3S x2 Las mas DPCE 400+ 21
precoces

1,4 ug K3sLMO3S x3 Las mas ~300 24
precoces

*DPCE = Demasiadas colonias positivas en fosfatasa alcalina para poder contarlas con exactitud; N/A = No
aplicable.
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Resumen de resultados para el Experimento 19-2 del EJEMPLO 19

Definitivamente, hubo un beneficio reproducible al aumentar la cantidad de ARNm codificante de KLF4 en las
mezclas de reprogramacion de ARNm. La mezcla de ARNm de K3LMO3S caus6 la muerte de las células
alimentadoras como se vio en los experimentos previos. Sin embargo, Sin embargo, las mezclas de K:LMOsS y
KsLMO3S dieron lugar a una formacion de células epiteliales mas temprana y a colonias de iPSC que eran
reproduciblemente mas grandes y mas faciles de recoger. En este experimento, la mezcla de ARNm de K,LMO3S
dio lugar a la induccién temprana de colonias de iPSC con menos muerte celular (incluyendo la muerte de las células
alimentadoras) y un mayor numero de colonias de iPSC que la mezcla de ARNm de K3;LMO3S, de modo que se
podrian realizar menos transfecciones para obtener buenos nimeros de colonias de iPSC de manera eficaz.

Ejemplo 20. Efecto de diferentes caperuzas y otras variaciones en los materiales y procedimientos de
reprogramacion de iPSC para el EJEMPLO 20

Se sintetizaron conjuntos de diferentes ARNm de reprogramacion que variaban en la caperuza, la composicion de
los nucledtidos y el tratamiento con RNAsa 1l (RIll). Se us6 fosfatasa APEX™ (Epicentre, Madison, WI, EE. UU.)
para tratar algunos ARNm protegidos por ARCA durante la transcripcion (véase la siguiente tabla). Se mezclaron
ARNmM de reprogramacion codificantes de KLF4 (K), LIN28 (L), cMYC (T58A) (M), OCT4 (O) y SOX2 (S) para
mantener un exceso molar del triple de OCT4 frente a los otros factores, independientemente del nimero de factores
codificados en las mezclas de ARNm.

Se sembraron 10* fibroblastos BJ (pasada 6) en 4 x 10° células alimentadoras NuFF en los medios de
reprogramacion Pluriton como se ha descrito previamente. Cuando se usé la proteina B18R, el medio se cambio
cuatro horas antes de la primera transfeccion, y se afiadio la proteina B18R (200 ng/ml de medio) al pocillo. Para las
transfecciones posteriores, se afadieron la proteina B18R y el inhibidor de RNasa (0,5 U/ml de medio) a las células
en medio nuevo, que se cambid antes de las transfecciones diarias. Se realizaron dieciocho transfecciones usando
1,2 microgramos de ARNm diluido en 60 microlitros de tampdn Stemfect combinado con 4,8 microlitros del reactivo
de transfeccion Stemfect diluido en 60 microlitros de tampén Stemfect. Se incubd cada mezcla de ARNm a
temperatura ambiente durante 15 minutos y se afiadieron gota a gota a las células

Se fijaron las colonias y se tifieron con fosfatasa alcalina después de que las colonias representativas se recogieran
para su expansion. Los recuentos de colonias se realizaron en células fijas, positivas en fosfatasas alcalinas, como
se muestra en la siguiente tabla.

Resultados del EJEMPLO 20

N.° de colonias positivas en fosfatasa alcalina obtenidas:

Mezcla de reprogramacion | Tipo de | AMT del | Proteina B18R | Recuento de | N.° de

de ARNm caperuz | ARN (ug) usada colonias de iPSC | pocill
a positivas en| o

fosfatasa alcalina

Rl 4F KMOS sin modificar Cap 1 1,2 NO 18 4

Rl 5F KLMOS sin modificar Cap 1 1,2 NO 111 5

Rl 6F KLMNOS sin | Cap1 1,2 NO 140 6

modificar

Mezcla de reprogramacion | Tipo de | AMT del | Proteina B18R | Recuento de | N.° de

de ARNm modificado con y | caperuz | ARN (upg) usada colonias de iPSC | pocill
a positivas en| o

fosfatasa alcalina

y RIll 5F KLMOS Cap0 1,2 NO 223 9

y RIll 5F KLMOS Cap0 1,2 Si 162 10

y RIll 5F KLMOS Cap 1 1,2 NO 214 13

y RIll 5F KLMOS Cap 1 1,2 Si 115 14

y RIII 5F KLMOS ARCA 1,2 NO 317 17

y RIll 5F KLMOS ARCA 1,2 Si 292 18

wy m5C 5F KLMOS (no RIll) | AR- 1,2 NO 5 21
CA+Fos

wy m5C 5F KLMOS (no RIll) | AR- 1,2 Si 102 22
CA+Fos

(RIIl = tratado con RNasa lll. O esta en exceso molar del triple frente a los ARNm de reprogramacion).
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N.° de colonias positivas en fosfatasa alcalina obtenidas: El recuento de colonias de iPSC por cada pocillo
se da a continuacion:

Mezcla de ARNm Tipo de AMT del Proteina B18R | N.° de colonias N.°

caperuza ARN (ug) usada positivas en fos. alc. | de
pocil
lo

RIIl 4F KMOS sin Cap 1 1,0 NO 3 1

modificar

RIlI 5F KLMOS sin Cap 1 1,0 NO 18 2

modificar

RIll 6F KLMNOS sin Cap 1 1,0 NO 34 3

modificar

RIIl 4F KMOS sin Cap 1 1,2 NO 18 4

modificar

RIll 5F KLMOS sin Cap 1 1,2 NO 111 5

modificar

Rl 6F KLMNOS sin Cap 1 1,2 NO 140 6

modificar

y RIll 5F KLMOS Cap0 1,0 NO 66 7

y RIll 5F KLMOS Cap0 1,0 Si 38 8

y RIll 5F KLMOS Cap0 1,2 NO 223 9

y RIll 5F KLMOS Cap0 1,2 Si 162 10

y RIll 5F KLMOS Cap 1 1,0 NO 73 11

y RIll 5F KLMOS Cap 1 1,0 Si 70 12

y RIll 5F KLMOS Cap 1 1,2 NO 214 13

w RIll 5F KLMOS Cap 1 1,2 Si 115 14

NO

y RIll 5F KLMOS ARCA 1,0 NO 120 15

y RIll 5F KLMOS ARCA 1,0 Si 45 16

y RIll 5F KLMOS ARCA 1,2 NO 317 17

y RIll 5F KLMOS ARCA 1,2 Si 292 18

w m°C 5F KLMOS (no ARCA+Fos 1,0 NO 0 19

RIIT)

w m°C 5F KLMOS (no ARCA+Fos 1,0 Si 34 20

RIIT)

w m°C 5F KLMOS (no ARCA+Fos 1,2 NO 5 21

RIIT)

w m°C 5F KLMOS (no ARCA+Fos 1,2 Si 102 22

RIIT)

(RIII = tratado con RNasa lll. O siempre esta en exceso molar del triple frente a los ARNm de reprogramacion).

Resumen de resultados seleccionados para el Ejemplo 20

Se generaron colonias de células madre pluripotentes inducidas usando ARNm no modificados codificantes solo de
4 factores (KMOS). Se escogieron algunas colonias para expandirse y mantenerse. Las células toleraron el reactivo
de transfecciéon de ARN Stemfectcon con ARNm no modificado sin un cambio de medio después de la transfeccion.
La proteina B18R disminuyd sistematicamente los recuentos de colonias de las mezclas de ARNm tratados con
RNasa Ill y modificados con y. El unico beneficio de usar la proteina B18R fue con ARNm modificado doblemente (
y y m5C), que no se traté con RNasa lll. Como se puede ver en la FIG. 43C, se obtuvieron menos colonias con la
mezcla de ARNm doblemente modificado ( ¢ y m5C) protegido con caperuza ARCA durante la transcripcion, a pesar
de que fue fosfatado y de la adicién de la proteina B18R al medio.

El nimero de colonias de las mezclas de ARNm modificadas con y y tratadas con RIll de CapO y Cap1 fue muy
similar (véanse la FIG. 42 y la Fig. 43A).
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Como se muestra en la FIG. 43B, la mezcla de ARNm modificada con y y tratada con RIll con caperuza de ARCA
produjo colonias de iPSC de ARNm protegidas con caperuza después de la transcripcion en este experimento. Las
longitudes de cola de estos ARNm fueron ligeramente mas cortas que las colas de ARNm de CapO y Capl. Las
comparaciones de las longitudes de gel de desnaturalizacién no son tan precisas en el ARNm modificado con
pseudouridina, pero las colas parecen ser de ~120 bases en los ARNm de CapO y Capl, y de al menos 100 bases
en los ARNm con caperuza de ARCA. Algunas colonias se recogieron y retiraron para su propagacion antes de la
tincion.

Ejemplo 21. Estudios adicionales del efecto de diferentes caperuzas y otras variaciones en los materiales y
procedimientos de reprogramacion de iPSC para el EJEMPLO 21

Se sintetizaron ARNm codificantes de 5 factores de reprogramacion (KLMrsgaOS) usando NTP GAUC sin modificar
convencionales. Los ARN bien se sintetizaron protegidos con caperuza durante la transcripciéon con el analogo de
caperuza ARCA, o protegidos con caperuza después de la transcripcion para tener CapO o Cap1. A todos los ARNm
se les afiadio cola de poli(A) usando poli(A) polimerasa a una longitud de ~ 150 aa. Algunos de los ARNm protegidos
con caperuza ARCA también se trataron con Apex fosfatasa.

Se prepararon mezclas de reprogramacion de 5 factores (KLMyssaOS con estequiometria 1:1:1:3:1 convencional) y
se transfectaron 1,2 microgramos de cada mezcla de ARNm con 4,8 microlitros de reactivo de transfeccion
STEMFECT™ de Stemgent diariamente en 10* fibroblastos BJ de 5 pasadas sembrados en 4 x 10° células NuFF.
Algunos pocillos tenian 200 ng o 400 ng de proteina B18R afiadida por ml de medio. Después de 18 transfecciones,
las células se cultivaron durante 2 dias mas, se recogieron unas cuantas colonias de iPSC y el resto se tifid para
detectar la actividad de fosfatasa alcalina para contar las colonias de iPSC.

Experimento 1: N° de colonias positivas en fosfatasa alcalina de cada tipo de mezcla de ARNm

Tipo de RNasa Conc.de Tratado con Proteina Observaciones N.° de N.° de
caperuza il Mg del Fosfatasa B18R colonias pocillo
tampénde  APEX™ usada positivas en
RIII fos. alc.
ARCA NO N/A NO NO Células 0 1
(durante muertas
trans.)
ARCA NO N/A Si NO Células 0 2
muertas
ARCA NO N/A Si Si 106 3
200 ng
ARCA Si 2mM NO NO 0 4
ARCA Si 2 mM Si NO 0 5
ARCA Si 2 mM Si Si 278 6
200 ng
ARCA Si 2 mM NO Si 90 7
200 ng
ARCA Si 2 mM NO Si 93 8
400 ng
Cap0 NO N/A N/A NO Células 0 9
muertas
Cap0 Si 1 mM N/A NO 0 10
Cap0 Si 2mM N/A NO 0 11
Cap0 Si 1 mM N/A Si 400+ 12
200 ng
Cap0 Si 2mM N/A Si 283 13
200 ng
Cap0 Si 1 mM N/A Si 252 14
400 ng
Cap0 Si 2mM N/A Si 344 15
400 ng
Cap1 NO N/A N/A NO Células 0 16
muertas
Cap1 Si 1 mM N/A NO 394 17

111



10

15

20

25

30

35

40

ES 2676 600 T3

(continuacion)

Tipo de caperuza RNasa Conc. de Tratado Proteina Observaciones N.°de N.° de
1] Mg del con B18R usada colonias pocillo
tampon Fosfatasa positivas
de RIIl APEX™ en fos.
alc.
Cap1 Si 2mM N/A NO 386 18
Cap1 Si 1 mM N/A Si 400+ 19
200 ng
Cap1 Si 2mM N/A Si 400+ 20
200 ng
Cap1 Si 1 mM N/A Si 400+ 21
400 ng
Cap1 Si 2mM N/A Si 400+ 22
400 ng

Resultados del EJEMPLO 21
Resultados de ARCA

El ARNm protegido con caperuza ARCA durante la transcripcion y sin modificar produjo colonias de iPSC cuando el
ARNm se traté con fosfatasa y las células se trataron con B18R (pocillo n.° 3). La baja toxicidad del reactivo de
transfeccion Stemfect también puede desempefiar un papel para que esto sea posible. El tratamiento con RNasa |l
del ARNm de ARCA no fue suficiente para producir colonias (pocillos 4 y 5) a menos que las células también se
trataran con B18R (pocillos 6, 7 y 8). El tratamiento con RNasa Ill aumenté significativamente el nimero de colonias
de iPSC obtenidas con el tratamiento con ARCA + fosfatasa + B18R en el medio (pocillo n.° 6 frente a 3). El
tratamiento con APeX fosfatasa parecié mejorar significativamente el recuento de colonias de iPSC (pocillo 6, frente
a los pocillos 7 y 8). El aumento de la concentracion de B18R de 200 ng/ml de medio a 400 ng/ml de medio no
aumento el recuento de colonias de iPSC (pocillo 8 frente a pocillo 7).

Resultados de CapO

En este experimento, El tratamiento con RNasa Il del ARNm de CapO no fue suficiente para producir colonias de
iPSC (pocillos 10 y 11) a menos que las células también se trataran con B18R (pocillos 12 a 15). B18R x2 no parecio
aumentar el nimero de colonias de iPSC, pero los resultados fueron mixtos. En un caso, Mg(OAc),1 mM fue mejor
que 2 mM en el tampdn de RNasa lll; en un caso no fue asi (pocillos 12 a 15).

Resultados de Capl

El uso de los ARNm no modificado de Capl que fueron tratados con RNasa lll fue suficiente para producir colonias
de iPSC, mientras que los ARNm no modificados con caperuza CapO o ARCA tratados con RNasa Il no indujeron
colonias de iPSC. Parece que la proteina B18R aumenta el nimero de colonias de iPSC del ARNm no modificado
Capl tratado con RNasa lll. No se pudo determinar ninguna diferencia cuando se us6 Mg 1 0 2 mM en el tampon
de RNasa llI; los recuentos de colonias de iPSC fueron similares o hubo demasiadas colonias para poder contarlas.

Comparaciones

Las mezclas de ARNm no modificado de CapO y Capl produjeron mas colonias de iPSC que las mezclas de ARNm
de caperuza ARCA. Las mezclas de reprogramacion de ARNm no modificadas tratadas con RNasa Ill, de Cap1,
indujeron colonias de iPSC sin proteina B18R, pero las mezclas de ARNm de CapO y ARCA no lo hicieron. Cuando
se usaron el tratamiento con RNAsa Il y la proteina B18R junto con los ARNm no modificados CapO o Capl, se
indujeron numerosas colonias de iPSC. Se recogieron y se propagaron colonias de iPSC positivas en fosfatasa
alcalina de seis pocillos diferentes (nimeros de pocillos 3, 6, 13, 17, 18 y 20) se tifieron todas positivas para los
marcadores de pluripotencia inmunofluorescentes TRA1-60, SOX2, OCT4, SSEA4 y NANOG.

Experimento de seguimiento

Se usaron las mismas mezclas de reprogramacion de ARNm no modificados tratados con RNasa Il (con Mg?*1 o 2
mM) que contenian ARNm codificantes de 5 factores de reprogramacion (KLMyssaOS) (en las que los ARNm se
protegieron con caperuza durante la transcripcién con el analogo de caperuza ARCA o se protegieron con caperuza
enzimaticamente después de la transcripcion para generar ARNm CapO o Capl, y a los que se afiadieron
enzimaticamente colas de poli-A (nucleétidos de ~150 A) usando poli (A) polimerasa) para la reprogramacion de
fibroblastos BJ como se ha descrito anteriormente en este EJEMPLO 21, excepto que se transfectaron 0,5
microgramos de cada mezcla de ARNm, complejada con 2,5 microlitros del reactivo de transfeccion RNAIMAX™ de
Invitrogen en lugar del reactivo STEMFECT de Stemgent, diariamente durante 18 dias en 5 x 103 fibroblastos BJ
(pasada 5) sembrados en 2,5 x 105 células NuFF en placas de 12 pocillos (en lugar de placas de 6 pocillos. Algunos
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pocillos también tenian 200 o 400 ng de proteina B18R afadidos por ml de medio. Como control positivo para la
reprogramacion, también se transfecté de forma similar una mezcla de ARNm modificado con pseudouridina tratado
con RNasa Il (con Mg?* 2 mM) codificante de los 5 factores de reprogramacion de KLMrssaOS en fibroblastos BJ en
un pocillo. Las células murieron en todos menos en dos de los pocillos al final de las transfecciones, aparentemente
porque el reactivo de transfeccion ARNIMAX era demasiado téxico para las células en las condiciones usadas. Solo
se generaron unas cuantas colonias positivas en fosfatasa alcalina usando la mezcla de control positivo de ARNm
modificado con pseudouridina tratado con RNasa Ill. No se pudieron sacar otras conclusiones de este experimento.

Ejemplo 22. La reprogramacion de queratinocitos neonatales humanos (HEKn) en iPSC usando ARNm
tratados con RNAsa lll, Cap1, cola de poli (A), codificantes de factores de reprogramacion proteicos, es
reproducible y muy eficaz

Materiales y procedimientos para el Ejemplo 22
Protocolo de reprogramacion de queratinocitos

En general, muchas etapas del protocolo de reprogramacion de queratinocitos desarrollado y usado en el presente
documento son similares a las etapas del protocolo de reprogramacion de fibroblastos a iPSC del apartado titulado
"Descripcion detallada del procedimiento de reprogramacion para el EJEMPLO 14", con algunas etapas adicionales
como las descritas a continuacion en el presente documento.

Los queratinocitos neonatales primarios se propagaron en un medio bajo en calcio libre de suero, que potencia un
estado altamente proliferativo e indiferenciado. En presencia de niveles fisiolégicos de calcio, las células se
diferencian terminalmente en epidermis completamente estratificada. Para reprogramar estas células de manera
mas eficaz, las 3 primeras transfecciones se realizan con las células que crecen en medio de queratinocitos de bajo
contenido en calcio (Medio EpiLife con suplemento de crecimiento de queratinocitos humanos de Life Technologies)
sin células alimentadoras. Se siembran 2 x 10° células HEKn en placas y se transfectan diariamente 3 veces. Cuatro
horas después de la tercera transfeccion, las células se tratan con una solucion de tripsina/EDTA al 0,025 % y se
transfieren a capas de células alimentadoras NuFF en el medio de reprogramacién Pluriton como se ha descrito
anteriormente para la reprogramacion de fibroblastos. A partir de este momento, las células se transfectan en medio
de reprogramacion PLURITON™ y medio acondicionado como se ha descrito anteriormente.

De manera mas especifica, se sembraron 2 x 10° células HEKn (pasada 4) (en plastico) por pocillo de una placa de
6 pocillos. Las células se mantuvieron en medio EpilLife con calcio 60 micromolar y se suplementaron con
suplemento de crecimiento de queratinocitos humanos (HKGS) ambos de Cascade Biologics (comercializados por
Life Technologies). Las células se transfectaron diariamente con 4 microlitros de reactivo de transfeccion de ARN
Stemfect por microgramo de mezcla de ARNm. El reactivo Stemfect se diluye en 60 microlitros de su propio tampén.
Los 1,2 microgramos de ARNm se diluyeron en 60 microlitros de Tampon Stemfect. Se combinan las mezclas, se
incuban a temperatura ambiente durante 15 minutos y se afiaden gota a gota a las células El medio se cambio
diariamente antes de la transfeccion y se afiadieron 0,5 unidades de inhibidor de RNasa SCRIPTGUARD™
(CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE. UU.) por ml de medio. Por lo tanto, en algunas realizaciones, se afiade un
inhibidor de RNasa (por ejemplo, inhibidor de RNasa SCRIPTGUARD™ con ARN que comprende ARN
monocatenario o ARNm codificante de una o mas proteinas para inducir un efecto biolégico o bioquimico (por
ejemplo, para reprogramar una célula somatica, por ejemplo, un queratinocito, a una iPSC).

Las 3 primeras transfecciones se realizaron con las células mantenidas en medio bajo en calcio EpiLife. Cuatro
horas después de la tercera transfeccion, las células se tripsinizaron con solucion de tripsina al 0,025 %/EDTA y las
células de cada pocillo se sembraron en células alimentadoras NuFF en medio de reprogramacion Pluriton con
niveles convencionales de suplemento y penicilina estreptomicina como se ha descrito previamente. Las siguientes 6
transfecciones se realizaron en medio de reprogramacion Pluriton y las 9 transfecciones finales se realizaron con
células mantenidas en medio Pluriton acondicionado con NuFF.

Los ARNm se sintetizaron, ya sea usando ATP convencional sin modificar, CTP, GTP y UTP o usando ATP, CTP,
GTP y yTP. Todos se protegieron con caperuza para crear una estructura Capl y se les afiadio cola usando poli (A)
polimerasa como se ha descrito previamente. En un experimento, se reprogramaron queratinocitos neonatales
humanos HEKn usando el procedimiento de reprogramacion de la presente invencion mediante la transfeccion de 2
x 10% células HEKn con 1 - 1,5 microgramos de una mezcla de ARNm, tratado con RNasa lll, modificado con
pseudouridina, de KLMrs8aOS (1:1:1:3:1) diariamente durante 14 dias. Se obtuvieron colonias positivas en fosfatasa
alcalina indicadoras de iPSC vy, tras la seleccion y las pasadas, las colonias ensayadas también dieron positivo en
los marcadores de pluripotencia inmunofluorescente TRA1-60, SOX2, OCT4, SSEA4 y NANOG. Ademas, cuando se
dejo que algunas de estas colonias de iPSC se diferenciaran en el protocolo de diferenciacion espontanea de
cuerpos embrioides, las células diferenciadas seleccionadas expresaron marcadores de las 3 capas germinales,
incluyendo el endodermo (AFP y SOX17), mesodermo (SMA y Desmina) y ectodermo (beta-tubulina de clase )
cuando las células se fijaron y procesaron para la inmunofluorescencia con anticuerpos que reconocian esos
marcadores. Esto condujo a los presentes inventores a realizar experimentos adicionales en la reprogramacion de
células HEKn usando diferentes mezclas de reprogramacion de ARNm.
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Se preparé una mezcla de reprogramacion de ARNm (KLMrssaNOS) de 6 factores con ARNm no modificados
tratados con RNasa lll para la reprogramacion. La reprogramacion con ARNm codificante de NANOG en la mezcla
de ARNm produce sistematicamente mas colonias de iPSC y mas precoces que las mezclas de 5 factores. Se
prepard una segunda mezcla de reprogramacion de ARNm de 6 factores codificante de los mismos factores con
ARNm tratado con RNasa Ill, modificado con y. Estas mezclas de ARNm se compararon en la reprogramacién con
una mezcla de reprogramacion de ARNm de 5 factores preparada con una proporcion molar 3 veces mayor de
ARNm de KLF4 (3:1:1:3:1), que dio lugar a mas colonias de iPSC, colonias mas uniformes y colonias mas precoces
que una mezcla de ARNm 1:1:1:3:1.

Se transfectaron 1,2 microgramos o 1,5 microgramos de cada mezcla de ARNm con 4,8 microlitros o 6 microlitros de
reactivo de transfeccion Stemfect de Stemgent diariamente en 2 x 10° células HEKn (pasada 5) sembradas en
placas sobre plastico durante los primeros 2, 3 0 4 dias, y luego con tripsina, y sembradas en 4 x 10° células NuFF 4
horas después de la transfeccion. El dia 4, las células HEKn que todavia crecian en plastico ya eran confluentes.
Esto las hace diferenciarse de manera terminal, por lo que los pocillos de transferencia del dia 4 se eliminaron del
experimento.

Tras solo 14 transfecciones diarias, muchas colonias de iPSC se hicieron evidentes, por lo que no se llevaron a cabo
mas transfecciones y las células se cultivaron durante 2 dias mas, se recogieron las colonias, se fijaron, se tifieron
para fosfatasa alcalina y se contaron.

La siguiente tabla es un resumen de los recuentos de colonias que resultan de cada tipo de mezcla de
ARNm.

Sustituciones Tratamie Tipo de Cantidad de Numero de Numero de colonias N.° de
ntocon mezcla ARN dias antes de de iPSC positivas en pocillo
RNasa lll transfectada la siembra Fosfatasa alc. tras
diariamente sobre NuFF 14 transfecciones
(ng)

Sin modificar Si 6F KLM- 1,2 2 1 1
NO3S

Sin modificar Si 6F KLM- 1,5 2 1 2
NO3S

PseudoU (V) Si 6F KLM- 1,2 2 1 3
NO3S

PseudoU (V) Si 6F KLM- 1,5 2 5 4
NO3S

PseudoU (V) Si 5F 1,2 2 12 5
K3LMO3S

PseudoU (V) Si 5F 1,5 2 106 6
K3LMO3S

Sin modificar Si 6F KLM- 1,2 3 4 7
NO3S

Sin modificar Si 6F KLM- 1,5 3 5 8
NO3S

PseudoU (V) Si 6F KLM- 1,2 3 26 9
NO3S

PseudoU (V) Si 6F KLM- 1,5 3 111 10
NO3S

PseudoU (V) Si 5F 1,2 3 195 11
K3LMO3S

PseudoU (V) Si 5F 1,5 3 400+ 12
K3LMO3S

Resultados del EJEMPLO 22

Las colonias positivas en fosfatasa alcalina representativas, que se observaron en todos los pocillos, se recogieron y
se propagaron para una caracterizacion adicional de iPSC. La reprogramacion de los queratinocitos neonatales
humanos primarios fue reproducible y eficaz. En este ejemplo, tres fue el mejor numero de transfecciones que se
realizaron antes de que las células se sembraran en células alimentadoras (para este niumero de células
queratinociticas de partida). Se observo que se deben sembrar menos de 10° células HEKn en placas por cada 6
pocillos para evitar el crecimiento excesivo y la diferenciacion terminal de las células diana. Si se siembran
demasiadas células, las células no se resembrarian bien en las células alimentadoras. Se necesita usar mas ARN y
reactivo Stemfect para una alta eficiencia de reprogramacion. Un total de 1,5 microgramos que comprendia todos los
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ARNm por pocillo fue mas eficaz que 1,2 microgramos por pocillo. El uso de mas ARNm codificante de KLF4 en la
mezcla produjo mas colonias de iPSC en menos dias. Se observo la induccion de colonias de iPSC con ARNm no
modificados tratados con RNasa lll, pero la reprogramacion fue ineficaz. Todas las colonias positivas en fosfatasa
alcalina seleccionadas y propagadas de los pocillos nimeros 2, 9y 11 se tifieron positivamente para los marcadores
de pluripotencia inmunofluorescentes TRA1-60, SOX2, OCT4, SSEA4 y NANOG.

Ejemplo 23. REPROGRAMACION LIBRE DE CELULAS ALIMENTADORAS USANDO ARNm NO MODIFICADOS
O MODIFICADOS CON PSEUDOURIDINA CODIFICANTES DE FACTORES DE REPROGRAMACION

Materiales y procedimientos para el EJEMPLO 23:

La reprogramacion sin células alimentadoras se realizd6 como se ha descrito previamente usando fibroblastos BJ en
la pasada 4, excepto que se realizaron 16 transfecciones consecutivas en lugar de 18 transfecciones. Las células se
transfectaron con ARNm de cap1 codificante de los 5 factores de reprogramacion, OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y
cMYC(T58A). EI ARNm usado contenia uno de los siguientes: NTP sin modificar con tratamiento de RNasa Il
después de la IVT, NTP sin modificar sin tratamiento con RNAsa Il después de la IVT o una sustituciéon con
pseudouridina Unicamente con tratamiento de RNAsa Il después de la IVT. El tratamiento con RNasa Il de los
ARNmM se realizé como se ha descrito previamente. Los recuentos de colonias se realizaron el dia 18 segun la
morfologia.

Resultados del EJEMPLO 23

No se observaron colonias de iPSC cuando se usaron ARNm no modificados para la reprogramacion sin el
tratamiento con RNAsa Il de los ARNm después de la IVT. Se observaron colonias de células madre pluripotentes
inducidas en pocillos tratados con ARNm no modificados que fueron tratados con RNasa |l después de la IVT. Sin
embargo, se observaron mas colonias cuando se sustituy6 la uridina por pseudouridina en los ARNm.

Tratamiento Numero de colonias de iPSC observadas segun la morfologia
Sin modificar+ RNasa Il 27

Sin modificar- RNasa llI 0

Modificado con WTP+ RNasa Il | 51

Ejemplo 24. Diferenciacion de las colonias de iPSC reprogramadas inducidas por fibroblastos BJ usando
ARNmM modificados con g y tratados con RNasa lll codificantes de factores de inducciéon de IPSC en medio
exento de células alimentadoras

Materiales y procedimientos para el EJEMPLO 24

Se sometieron células de iPS reprogramadas sin células alimentadoras usando ARNm sustituido con W codificante
de los cinco factores de reprogramacion, OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC al protocolo de diferenciacion de
cardiomiocitos como se ha descrito anteriormente. Se grabaron videos de los agregados pulsatiles. Los agregados
pulsatiles y no pulsatiles, Se disociaron usando tripsina x10 (Invitrogen, Carlsbad, CA). En resumen, se volvieron a
suspender los agregados en tripsina x10, se incubaron a 37 °C durante 5 minutos y se fragmentaron usando una
pipeta. La tripsina se neutralizd6 con medio de mantenimiento de cardiomiocitos, y las células se centrifugaron a
1.200 rpm durante 5 minutos. Las células se volvieron a suspender en medio de mantenimiento de cardiomiocitos y
se sembraron sobre placas de cultivo tisular de 6 pocillos previamente recubiertas con gelatina al 0,1 %. Los medios
se cambiaron los siguientes 2 dias. Las células se fijaron y se tifieron para beta-tubulina de clase lll, troponina T
cardiaca y sox17.

Resultados del EJEMPLO 24

Se pusieron en diferenciacion iPSC reprogramadas sin células alimentadoras a cardiomiocitos. Se observaron
agregados pulsatiles el dia 12 de la diferenciacion, y se grabaron videos de los agregados pulsatiles. Una vez
completado el protocolo de diferenciacion, los agregados, tanto pulsatiles como no pulsatiles, se disociaron y se
sembraron sobre gelatina para ver si las células que se originaban de las otras 2 capas germinales también se
formaban a partir de estas iPSC. Las células se tifieron positivamente para un marcador neuronal, la beta-tubulina
de clase lll, lo que indica el potencial de las iPSC para diferenciarse en células de origen ectodérmico. Como se
muestra en la FIG. 45, también se observaron células con tinciéon positiva para SOX17, un factor de transcripcion
descubierto en células del linaje endodermo. También se observaron células con tincion positiva para la troponina T
cardiaca, que es un marcador de cardiomiocitos, que tienen un origen mesodérmico. Por lo tanto, las iPSC
reprogramadas sin células alimentadoras pudieron diferenciarse en células de las 3 capas germinales.

Ejemplo 25. Diferenciacion directa de iPSC inducidas a partir de fibroblastos BJ usando ARNm no
modificados o modificados con y, tratados con RNasa lll o purificados por HPLC codificantes de factores de
induccion de iPSC

Materiales y procedimientos para el EJEMPLO 25
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se mantuvieron iPSC derivadas de fibroblastos BJ en cultivo originalmente sobre células alimentadoras NUFF en
medio iPS con 10 ng/ml de FGFb, luego en matriz artificial MATRIGEL en medio mTeSR como se ha descrito
previamente. Se diferenciaron tres estirpes de iPSC diferentes, una de ARNm tratado con RNasa Ill y dos de ARNm
purificado por HPLC.

ARNm tratado con RNasa lll y modificado con pseudouridina

La estirpe 1 (TN4w4) se derivo de células BJ reprogramadas con ARNm modificado con pseudouridina, tratado con
RNasa Il (con MgOAc 1 mM) de mezcla estequiométrica molar 1:1:1:3:1 de KLM(largo)OS. La reprogramacion
implicé 18 transfecciones diarias de ARNm en fibroblastos BJ sembrados en células NuFF en medio Pluriton, como
se ha descrito previamente. (Cabe sefalar que se trata de la misma estirpe de iPSC que fue examinada por gPCR a
fibroblastos BJ para comparar patrones de expresion). Se seleccion6 una colonia y se expandié durante 17 pasadas,
luego se congel6 durante una semana, luego se cultivé y se realizaron 4 pasadas mas. Se permitié la formacion de
colonias grandes, se desprendieron de la superficie de la matriz matrigel con dispasa y se mantuvieron en cultivo en
suspension durante 8 dias en medios de iPS sin FGFb para permitir la formacién de los cuerpos embrioides. Como
se ha descrito anteriormente, se dispusieron luego los cuerpos embrioides en placas recubiertas de gelatina, y se
dejaron que se adhirieran y diferenciaran espontaneamente en medio de iPS sin FGFb durante 7 dias mas. Las
células se fijaron y se incubaron con anticuerpos para diversos marcadores como se ha descrito previamente. Se
realizé la inmunofluorescencia y se obtuvieron imagenes de las células.

Resultados del EJEMPLO 25

Las iPSC se tifien positivamente para los marcadores que representan las 3 capas germinales de las células. Se
descubrié que las células expresaban marcadores ectodérmicos, beta-tubulina de clase Il de neuronal (TUJ1),
proteina acida fibrilar glial (GFAP) y cadena ligera de neurofilamento (NF-L), los marcadores mesodérmicos, actina
de musculo liso alfa (SMA) y desmina, y los marcadores endodérmicos, factor de transcripcion SOX17 y alfa-
fetoproteina (AFP). Por lo tanto, Las mezclas de ARNm modificadas con pseudouridina, tratadas con RNasa lIl,
cap1, con cola de poli(A) se pueden usar para generar iPSC que se diferencien en células de las 3 capas
germinales.

Diferenciacion de iPSC de la estirpe 2: ARNm modificado con pseudouridina y purificado por HPLC

La estirpe 2 (TN8w3) se derivd como se ha descrito anteriormente a partir de mezclas de ARNm purificados por
HPLC, modificados con pseudoU, que contenian el ARNm de cMyc T58A mas corto. La estirpe se ha sometido a 11
pasadas antes de que se formen cuerpos embrioides.

Como se muestra en la FIG. 47, las iPSC se tifien positivamente para los marcadores que representan las 3 capas
germinales de las células. Se descubrié que las células expresaban el marcador ectodérmico, beta-tubulina de clase
[l neuronal (TUJ1), los marcadores mesodérmicos, actina de musculo liso alfa (SMA) y desmina, y los marcadores
endodérmicos, factor de transcripcion SOX17 y alfa-fetoproteina (AFP).

Diferenciacion de iPSC de la estirpe 3: ARNm modificado con pseudouridina y purificado por HPLC

La estirpe 3 (TN18w35) se derivd (como la estirpe 2) a partir de mezclas de ARNm purificados por HPLC,
modificados con pseudoU, que contenian el ARNm de cMyc T58A mas corto. La estirpe se ha sometido a 4 pasadas
antes de que se formen cuerpos embrioides. Se trata de la estirpe mas nueva, pero fue la confirmaciéon de la
reprogramacion con ARNm purificado por HPLC.

Las iPSC se tifien positivamente para los marcadores que representan las 3 capas germinales de las células. Se
descubrié que las células expresaban el marcador ectodérmico beta-tubulina de clase Il neuronal (TUJ1), los
marcadores mesodérmicos actina de musculo liso alfa (SMA) (Fig. y desmina y los marcadores endodérmicos
SOX17. Los resultados se muestran en la FIG. 48.

Ejemplo 26. Uso de ARNm que contienen pseudouridina monocatenaria codificantes de factores de
induccion de iPSC para la reprogramacion exenta de células alimentadoras de células somaticas humanas a
células iPS en placas de cultivo tisular que se recubrieron previamente con vitronectina XF o que no se
recubrieron con vitronectina o cualquier otra matriz extracelular o sustrato biolégico

RNA modificado con pseudouridina codificante de los factores de reprogramacion SOX2, KLF4, LIN28, OCT4 y
cMYC(T58A) se transcribieron in vitro-, se trataron con RNAsa Il con acetato de magnesio 2 mM, y luego se
protegieron enzimaticamente con caperuza y se afiadié cola de poli(A), todo como se ha descrito previamente.

Para la reprogramacion sin células alimentadoras en placas recubiertas de Vitronectin XF, se recubrieron multiplacas
sin tratar Nunc de Thermo Scientific (Fisher Scientific, catalogo n.° 12-566-80, Thermo Scientific n.° 150239), con
Vitronectin XF™ (Primorigen Biosciences, Inc. Madison, WI, EUA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y
se incubaron a 37 °C al menos 3 horas antes de sembrar las células.

Para la reprogramacion sin células alimentadoras directamente en placas sin recubrimiento (por ejemplo, sin
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recubrimiento de vitronectina o cualquier otra matriz extracelular o sustrato bioldgico), se usaron multiplacas tratadas
con delta Nunc de Thermo Scientific (Fisher Scientific, n.° de catalogo 14-832-11; Thermo Scientific n.° 140675); este
producto figura como "Nunclon delta treated", que el proveedor describe como "no recubierto con ningun reactivo
quimico", sino "una modificacién de la superficie que mejora la unién de las células y el crecimiento de las estirpes
celulares adherentes".

Se sembraron fibroblastos BJ en cualquiera de las placas de cultivo tisular recubiertas con vitronectina XF o de las
placas de cultivo tisular sin vitronectina o cualquier otro recubrimiento a 1 x 10° 0 5 x 10* células por pocillo en un
medio esencial minimo (MEM) util para el crecimiento de fibroblastos que comprendia: MEM avanzado (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE.UU.) suplementado con FBS al 10 % (Fisher Scientific)) GLUTAMAX™-| 2 mM (Invitrogen) y
antibidticos de penicilina-estreptomicina, y se incubaron durante una noche a 37 °C, CO; al 5 %.

Al dia siguiente, el medio se reemplaz6 por un medio de reprogramacion sin células alimentadoras desarrollado por
los presentes solicitantes que consistia en medio de Eagle modificado por Dulbecco con mezcla de nutrientes F-12
(DMEM/F12; (DMEM/F12; Invitrogen) complementado con sustitucion de suero KNOCKOUT™ al 20 % (Invitrogen),
GLUTAMAX™-| 2 mM (Invitrogen), solucién de aminoacidos no esenciales 0,1 mM (Invitrogen), 8 micromolar del
inhibidor del factor de crecimiento transformante § (TGFR) STEMOLECULE™ SB431542 (Stemgent®, Cambridge,
MA, EE.UU.), inhibidor de la via de sefializacién de MEK 0,5 micromolar STEMOLECULE™ PD0325901 (Stemgent),
y 100 ng/ml de factor de crecimiento de fibroblastos humano recombinante (FGFb; Invitrogen) con antibidticos de
penicilina-estreptomicina. EI medio se reemplazé diariamente antes de la transfecciéon de los ARNm de
reprogramacion usando el reactivo de transfeccion ARNIMAX (Invitrogen). Se preparé un complejo de
ARNmM/ARNIMAX en medio de suero reducido Opti-MEMI (Invitrogen) por separado para cada pocillo que contenia
células que se iban a reprogramar: En resumen, se afiadid la mezcla de reprogramacién de ARNm de un pocillo de
una placa a una primera alicuota de 60 microlitros de medio de suero reducido Opti-MEMI; luego esta primera
alicuota que contenia ARNm se combiné con una segunda alicuota de 60 microlitros de medio de suero reducido
Opti-MEMI que contenia 5 microlitros de reactivo de transfeccion de ARNIMAX por cada microgramo de ARNm
afadido; y finalmente, este complejo de ARNmM/ARNIMAX en medio de suero reducido Opti-MEMI se incubd a
temperatura ambiente durante 15 minutos y luego se afiadio gota a gota a las células en el pocillo. Una vez que se
afiadié la mezcla de medio/ARNmM/ARNIMAX a todos los pocillos, se incubaron las placas durante la noche a 37 °C,
CO; al 5 %. Para la reprogramacion sin células alimentadoras en placas recubiertas de Vitronectin XF, las células se
transfectaron de esta forma durante 21 dias consecutivos. Para la reprogramacion exenta de células alimentadoras
de células de placas que no se recubrieron previamente con vitronectina u otra matriz extracelular u otro sustrato
bioldgico, las células se transfectaron de esta forma durante 18 dias consecutivos. Tras la ultima transfeccion, las
células se mantuvieron en medio de mantenimiento de iPSC hasta que las colonias fueron lo suficientemente
grandes como para recogerlas.

Varios dias después de la ultima transfeccion, se contd el niumero de colonias que presentaban la morfologia
caracteristica de las colonias de iPS en los pocillos de cada tipo de placa usando los protocolos de tratamiento
anteriores (es decir, en los pocillos de las placas recubiertas con Vitronectina XF y en los pocillos de las placas no
recubiertas previamente con vitronectina u otra matriz extracelular u otro sustrato bioldgico), y luego se recogieron
manualmente las colonias de iPSC representativas de cada tipo de tratamiento y protocolo, y se cultivaron en la
mitad de mTESR/la mitad de medio de mantenimiento de iPSC en placas recubiertas con Vitronectin XF™
(Primorigen Biosciences, Inc.) para generar estirpes de células iPSC para su posterior caracterizacion. Entonces, se
transicionaron las supuestas estirpes de células iPS y se mantuvieron en Vitronectin XF en medio mMTESR™ (Stem
Cell Technologies, Vancouver, BC, Canada). Una vez expandidas, estas estirpes se caracterizaron por tincion de
marcadores de pluripotencia y usandolas en el protocolo de diferenciacion espontanea de cuerpos embrioides, como
se ha descrito previamente.

Resultados de la reprogramacion sin células alimentadoras de fibroblastos BJ a células iPS

Se observo a simple vista la formacion de colonias caracteristicas de las células iPS después de 17 transfecciones,
tanto en las placas recubiertas con vitronectina XF como en las placas que no se habian recubierto con vitronectina
u otra matriz extracelular u otro sustrato biolégico.

Las siguientes tablas muestran el nimero de colonias de iPSC inducidas en los pocillos para cada tipo de placa y
protocolo de tratamiento.

Numero de colonias de iPSC reprogramadas sobre placas recubiertas con Vitronectina XF exentas de
células alimentadoras

Densidad de células sembradas Dosis de ARNm (ug/pocillo/dia) N.° de colonias de iPSC observadas

1x10° Simulacion (sin ARN) 0
1x10° 1,0 31
1x10° 1,2 48
5x10* Simulacion (sin ARN) 0
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(continuacion)

Densidad de células sembradas Dosis de ARNm N.° de colonias de iPSC
(ng/pocillo/dia) observadas

5x 104 1,0 17

5x 104 1,2 18

Numero de colonias de iPSC inducidas directamente en multiplacas de cultivo de células Nunc tratadas que
se recubrieron con una matriz extracelular u otro sustrato biolégico

Densidad de células sembradas Dosis de ARNm (ug/pocillo/dia) N.° de colonias de iPSC observadas

1x10° Simulacion (sin ARN) 0
1x10° 0,8 11
1x10° 1,0 3
1x10° 1,2 0
1x10° 1,4 1
5x10* Simulacion (sin ARN) 0
5x10* 0,8 3
5x10* 1,0 1
5x10* 1,2 1
5x10* 1,4 2

Las estirpes celulares representativas tanto de placas recubiertas con Vitronectin XF como de placas no recubiertas
con vitronectina u otra matriz extracelular u otro sustrato biolégico se tifieron positivamente para los marcadores de
pluripotencia OCT4, NANOG, TRA-1-60, SSEA4 y SOX2, y cuando se sometieron al protocolo de diferenciacion
espontanea de cuerpos embrioides, las células de estas estirpes celulares se diferenciaron espontaneamente en
células de las 3 capas germinales, como se muestra mediante tincion inmunofluorescente positiva para marcadores
especificos de células de cada capa germinal, incluyendo para SOX17 (endodermo), DESMINA (mesodermo) y
BETA-III tubulina (ectodermo).

Como se ha descrito anteriormente, estos experimentos ilustrativos demostraron ademas realizaciones de la
presente invencién, en las que dicha introduccién de ARNm modificado que comprende ARNm que contiene
pseudouridina codificantes de factores de induccion de iPSC indujeron la reprogramacion de células de mamiferos
que presentaban un primer estado diferenciado o fenotipo (en este caso, células somaticas que comprenden
fibroblastos BJ humanos) a células que presentaron un segundo estado de diferenciacion o fenotipo (en este caso,
células iPS). Es mas, en dicha realizacion particular, dicha reprogramacién se produjo en ausencia de cualquier
inhibidor o agente que redujera la expresion o actividad de una via de respuesta inmune innata (por ejemplo, la
proteina B18R no estaba presente antes, durante o después de dicha introduccion del ARNm que contenia
pseudouridina en dichas células).

Otra realizacién de la presente invencién es un medio de reprogramacion libre de alimentador que consiste en medio
Eagle modificado de Dulbecco con mezcla de nutrientes F-12 (DMEM/F12; Invitrogen) complementado con
sustitucion de suero KNOCKOUT™ al 20 % (Invitrogen), GLUTAMAX™-]1 2 mM (Invitrogen), solucion de
aminoacidos no esenciales 0,1 mM (Invitrogen) e inhibidor de la via de sefalizacion de MEK 0,5-15 micromolar
STEMOLECULE™ PD0325901 (Stemgent). En algunas realizaciones, el medio de reprogramacion libre de células
alimentadoras comprende ademas el inhibidor del factor de crecimiento transformante g (TGFB) STEMOLECULE™
SB431542 (Stemgent®, Cambridge, MA, EE.UU.). En algunas realizaciones, el medio de reprogramacion libre de
células alimentadoras comprende ademas 100 ng/ml de factor de crecimiento de fibroblastos recombinante humano
basico (FGFb; Invitrogen). En algunas realizaciones, el medio de reprogramacion libre de alimentador comprende
ademas antibiéticos de penicilina y estreptomicina.

Ejemplo 27. Estudios adicionales sobre las capacidades de los ARNm no modificados y modificados con
pseudouridina que tienen diferentes caperuzas para reprogramar células somaticas a iPSC con o sin
tratamiento de RNasa lll o purificacion por HPLC

Materiales y procedimientos para el EJEMPLO 27
Sintesis de ARNm para la reprogramacion

Se sintetizaron los ARNm que se denominan solo "CAPO O CAP1" sin designacion adicional de un analogo de
caperuza dinucleotidico mediante transcripcion in vitro (IVT) de moldes de ADN codificantes de los 5 factores de
reprogramacion (KLMrssaOS) como se ha descrito en el Sistema de produccion de ARNm convencional T7
mScript™ (CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE.UU.) para el ARNm sin modificar (GAUC). Se sintetizé de manera
similar ARNm modificado con pseudouridina (¢) mediante IVT, excepto con pseudouridin-5'-trifosfato ( @ TP) en lugar
de UTP. A continuacion, los ARNm de IVT se protegieron con caperuza tras la transcripcion a CAPO usando la
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enzima de proteccién con caperuza SCRIPTCAP ™ o a CAP1 usando la enzima de proteccién con caperuza
SCRIPTCAP ™ y ARN 2’-O-metiltransferasa SCRIPTCAP™, como se ha descrito en el sistema de produccion de
ARNmM convencional T7 mScript™, o como se ha descrito para la enzima de protecciéon con caperuza SCRIPTCAP™
separada y/o productos de ARN 2’-O-metiliransferasa SCRIPTCAP™ (CELLSCRIPT, INC.). Para los ARNm
protegidos con los analogos de caperuza dinucleotidicos 3-S-ARCA D1 o 3-S-ARCA D2, también denominados en el
presente documento especificamente D1 o D2 tio-ARCA, o tio-ARCA en general (Grudzien-Nogalska E y col., 2007;
Kowalska, J y col., 2008), los ARNm se crearon mediante proteccion con caperuza durante la transcripcion mediante
la inclusion del analogo de caperuza dinucleotidico respectivo en la reaccion de IVT en una proporcién molar de 4 a
1 con GTP, a concentraciones como las descritas en el kit de transcripcion MessageMAX™ T 7 ARCA-Capped
Message (CELLSCRIPT, INC. N.° de cat. C-MMA60710), a excepcion del uso de la respectiva caperuza
dinucledtidica B S-ARCA D1 o D2 en lugar de ARCA proporcionado en el kit. Se formaron colas en todos los ARNm
enzimaticamente usando Poli-A polimerasa A-PLUS™ (CELLSCRIPT, INC., N° de catalogo C-PAP5104H) para
generar una cola de poli-A de ~150 nt, segun lo descrito por el fabricante. los ARN se trataron usando el tratamiento
con RNasa lll desvelado en el presente documento en presencia de acetato de magnesio 2 mM. Ciertos ARNm
modificados con pseudouridina de CAP1 fueron purificados por HPLC por el Dr. Drew Weissman y el Dr. Katalin
Kariko de RNARx LLC (Wayne, PA) usando HPLC como se ha descrito (Kariko y col., 2011).

Reprogramacion con mezclas de ARNm no modificadas GAUC

Se prepararon mezclas de reprogramacion de ARNm de cinco factores (KLMrsgaOS) codificantes de KLF4 (K), LIN28
(L), cMYC(T58A) (MT58A), OCT4 (O) y SOX2 (S) a una proporcion molar de 1:1:1:3:1, y se complejaron 1,2
microgramos de cada mezcla de ARNm con 4,8 microlitros de reactivo de transfeccion STEMFECT™ (Stemgent),y
se transfectaron diariamente en 10* fibroblastos BJ (pasada 5) sembrados en placas en 4 x 10° células NuFF. No se
uso ningun inhibidor de la via de respuesta inmune innata (por ejemplo, Proteina B18R) para la reprogramacion en
los experimentos aqui presentados. En algunos casos, se afiadié acido valproico 2 mM; sin embargo, estos
experimentos no se describiran mas, ya que todas las células tratadas con acido valproico murieron. Las células
fueron transfectadas con mezclas de reprogramacion de ARNm de GAUC sin modificar para 18 transfecciones
diarias, tras lo que las células se cultivaron durante 2 dias mas, se recogieron unas cuantas colonias para la
expansion y el resto se tifid para detectar la actividad de fosfatasa alcalina, que es indicativa de las iPSC, y se
contaron las colonas positivas en fosfatasa alcalina. Se transfectaron células reprogramadas usando mezclas de
reprogramacion de ARNm de GAwC modificado con pseudouridina solo durante 15 transfecciones diarias, y en
algunos casos, se transfectaron 1,0, 1,2 o 1,4 microgramos de cada mezcla de reprogramacion de ARNm de GAyC
modificado con pseudouridina con 4, 4,8 o 5,6 microlitros de reactivo de transfeccion STEMFECT, respectivamente.
Las otras etapas del procedimiento de reprogramacion usando mezclas de reprogramacion de ARNm de GAyC
modificado con pseudouridina fueron como se ha descrito para el ARNm GAUC no modificado.

Resultados del EJEMPLO 27

Comparacion de la induccion de iPSC usando mezclas de reprogramacion de ARNm de KLMOsS, CAP1,
modificado con pseudouridina purificado por HPLC frente a tratado con RNasa lll

Procedimiento de Microgramos de mezcla Observaciones N.° de colonias positivas en
Purificacién o de de reprogramacion de fosfatasa alcalina
tratamiento ARNm transfectados al

dia
Ninguno 1,2 CELULAS 0

MUERTAS

HPLC 1,0 148
HPLC 1,2 DPCE 400+
HPLC 1,4 DPCE 400+
RNasa lll 1,0 149
RNasa llI 1,2 DPCE 400+
RNasa llI 1,4 DPCE 400+

DPCE = Demasiadas colonias para contarlas con exactitud.

Los resultados anteriores muestran que las mezclas de reprogramacion de ARNm que comprenden ARNm
modificados con pseudouridina eran altamente téxicas para las células en las que se transfectaron diariamente
durante 15 dias. Sin embargo, cuando las mismas mezclas de reprogramacion de ARNm se purificaron por HPLC o
se trataron usando los procedimientos de tratamiento con RNasa Il descritos en el presente documento, las células
sobrevivieron y se indujeron células iPSC. El hecho de que los nimeros de colonias positivas en fosfatasa alcalina,
que es indicativo de células iPS, fueran casi idénticos para los pocillos transfectados con los ARNm de
reprogramacion purificados por HPLC y tratados con RNasa Il (por ejemplo, 148 colonias de iPSC positivas en
fosfatasa alcalina inducidas usando 1,0 microgramo por pocillo de mezcla de reprogramacién preparada usando
ARNm purificados por HPLC frente a 149 colonias de iPSC positivas en fosfatasa alcalina inducidas usando 1,0
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microgramo por pocillo de mezcla de reprogramacion preparada usando los mismos lotes de ARNm que se trataron
usando los procedimientos de tratamiento con RNasa lll descritos en el presente documento) indica con fuerza que
el ARN bicatenario es el principal contaminante de ARN que produce la muerte celular y la incapacidad para
reprogramar células somaticas usando mezclas de reprogramacion de ARNm que comprenden ARNm que no han
sido purificados por HPLC ni tratados con RNasa lll. En vista de la eficacia de los procedimientos de tratamiento con
RNasa lll descritos en el presente documento equivalente a la purificacion por HPLC en la eliminaciéon de moléculas
de ARN bicatenarias contaminantes del ARNm, otros beneficios importantes del presente procedimiento de
tratamiento con RNasa Il lo hacen ventajoso con respecto a la purificacion por HPLC.

Reprogramacion de células somaticas a células iPS usando ARNm GAUC no modificados sintetizados in
vitro codificantes de factores de reprogramacion KLMO3S y que comprenden caperuzas tio sintetizadas
durante la transcripcion o caperuzas Cap0 o cap1 sintetizadas enzimaticamente tras la transcripcion

Tipo de Mezclade Sometido al Observaciones N.° de colonias positivas en
caperuza NTP tratamiento con RNasa fosfatasa alcalina
]
Control sin Ninguno NO Sin toxicidad 0
ARN significativa
B-S-ARCA GAUC NO Células muertas 0
D1 B-S-ARCA GAUC NO Células muertas 0
D2
CAPO GAUC Si 4
CAP1 GAUC Si 289

Los resultados anteriores mostraron que las mezclas de reprogramacion de ARNm que comprenden ARNm no
modificados eran altamente téxicas para las células en las que se transfectaron diariamente durante 18 dias. Sin
embargo, cuando las mismas mezclas de reprogramacion de ARNm se trataron usando el tratamiento de RNasa Il
con Mg?* 2 mM, las células sobrevivieron y se indujeron células iPSC. Los resultados demostraron ademas que las
mezclas de reprogramacion de ARNm que comprenden ARNm de GAUC sin modificar que presentan una estructura
CAP1 eran mucho mas eficaces para la reprogramacion de células somaticas a células iPS que los ARNm no
modificados (GAUC) que presentan una estructura CAP1. Por lo tanto, en realizaciones preferidas de los
procedimientos de reprogramacion, las composiciones y los kits de la invencion que comprenden mezclas de
reprogramacion de ARNm que comprenden ARNm no modificados, los ARNm sin modificar presentan una estructura
CAP1.

Ejemplo 28. Efectos del ARN bicatenario modificado con pseudouridina (GAyC) o no modificado (GAUC) en
la reprogramacion de fibroblastos BJ humanos a células iPS usando GAyC tratado con RNasa lll, Cap1, cola
Poli(A) de ARNm GAUC codificantes de factores de reprogramacion KLMO3S

Vision global

Los resultados previos, incluyendo los descritos en el EJEMPLO 27, mostraron la equivalencia de los procedimientos
de tratamiento con RNasa Il (por ejemplo, usando Mg?* aproximadamente 2 mM) con la HPLC para la eliminacion
de contaminantes ARN bicatenario a partir de mezclas de reprogramacion de ARNm (por ejemplo, se indujeron 148
colonias de iPSC positivas en fosfatasa alcalina usando 1,0 microgramos por pocillo de mezcla de reprogramacion
hecha usando ARNm de KLM(1s8a)O3S, CAP1, modificados con pseudouridina y purificados por HPLC, frente a 149
colonias de iPSC positivas en fosfatasa alcalina inducidas usando 1,0 microgramos por pocillo de una mezcla de
reprogramacion hecha usando los mismos lotes de ARNm que se trataron usando los procedimientos de tratamiento
con RNasa Il descritos en el presente documento). Dado que aproximadamente todos los contaminantes de ARN
bicatenario se eliminan usando estos procedimientos, los presentes investigadores vieron esto como una
oportunidad para analizar los niveles de ARN bicatenario contaminante que producirian toxicidad y que reducirian o
inhibirian la reprogramacion, tal como la reprogramacion de células somaticas humanas o de mamifero a células
iPS, Volviendo a afiadir diferentes cantidades conocidas de ARN bicatenario a las mezclas de reprogramacion de
ARNm. Para evitar un efecto biolégico (por ejemplo, un efecto bioldgico debido a la interferencia del ARN), el ARN
bicatenario escogido para su adicion a las mezclas de reprogramacion de ARNm fue un ARN bicatenario fabricado
usando un molde de ADN que no estaba presente en las células en las que se iban a introducir las mezclas de
reprogramacion de ARNm; un gen de luciferasa de luciérnaga de 1,67 kb (luc2), que no parecia estar presente en
las células humanas, se escogié como molde para fabricar el ARN bicatenario con este fin. Tras fabricar el ARN
bicatenario con luc2 mediante IVT, se anadieron diversas cantidades del ARN bicatenario con luc2 de 1,6 kb a
mezclas de reprogramacion de ARNm que comprendian ARNm que se trataron usando el procedimiento de
tratamiento de RNasa Ill con Mg?* 2 mM antes de que se afiadiera el reactivo de transfeccion; en pocillos separados
de placas de 6 pocillos, se afiadidé ARN bicatenario de luc2 modificado con pseudouridina (GAWC) o no modificado
(GAUC) a una mezcla de reprogramacion que comprendia bien ARNm LM(1ssa)O03S, CAP1, modificados con
pseudouridina y tratados con RNasa Il o ARNm KLM(ts84)O3S, CAP1, no modificados (GAUC) tratados con RNasa
Il para tratar de descubrir cualquier diferencia entre la reaccion de las células al ARN bicatenario y la reaccion de las
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células al ARNm modificado con pseudouridina frente al no modificado.
Sumario del protocolo

Excepto por los controles, todos los ARNm de las mezclas de reprogramacion de ARNm se trataron usando el
procedimiento de tratamiento con RNasa Ill con Mg?* 2 mM.

Todos los ARNm se protegieron con caperuza después de la transcripcion usando el sistema enzimatico de
proteccion con caperuza SCRIPTCAP ™ y la ARN 2'-O-metiltransferasa SCRIPTCAP ™ para CAP1.

Todos los ARNm recibieron una cola de poli-A con ~150 A usando polimerasa A-PLUS ™ poli-A.

Dos mezclas de reprogramacion de ARNm diferentes: una que comprende ARNm no modificados (GAUC) y una que
comprende ARNm modificados con pseudouridina (GAWC).

Se usaron mezclas de reprogramacion de ARNm de 5 factores codificantes de KLM(1582)OS en una proporcién molar
de 1:1:1:3:1; K = KLF4; L = LIN28; M(ts8a) = cMYC(T58A); O = OCT4; S = SOX2.

Las células se transfectaron con mezclas de reprogramacion de ARNm diariamente con un total de 1,2 microgramos
de ARNm codificante de los 5 factores proteicos (KLM(1s8a)OS) por pocillo durante 14 dias para ARNm con GAyC o
durante 18 dias para ARNm GAUC. Las cantidades indicadas de ARN bicatenario de luc2 se combinaron con la
mezcla de reprogramacion de ARNm antes de complejarse con el reactivo de transfeccion STEMFECT™, y luego se
afnadi6 el complejo reactivo de ARNmM/ARN bicatenario/transfeccion al medio como se ha descrito.

Materiales y procedimientos para el EJEMPLO 28
Sintesis de ARN bicatenario de luc2

Se produjeron ARN bicatenarios tanto modificados con pseudouridina GAWC como sin modificar GAUC que
comprendian ARN monocatenario codificante y no codificante para una forma disefiada por ingenieria genética del
gen de la luciferasa de la luciérnaga (Photinus pyralis) designado "luc2" ( ~1,67 Kbp) de la siguiente manera: Se
generaron dos moldes de ADN lineales para la transcripcion in vitro separada de ARN monocatenarios codificantes y
no codificantes mediante linealizacién con endonucleasa de restriccion de un plasmido pGL4.19 [luc2-Neo]
(Promega, Madison, WI, EE. UU.) que se modificé mediante PCR para introducir promotores de la ARN polimerasa
T7 y T3, respectivamente. Cada cadena de ARN monocatenario codificante o no codificante se sintetizd por
separado mediante transcripcioén in vitro de un molde de ADN de luc2 lineal usando ARN polimerasa de T7 o ARN
polimerasa de T3, tal como con un kit de transcripcién de ARN con W INCOGNITO™ T7 disponible en el mercado
(CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE.UU.) para fabricar ARN GAyC, o un kit de transcripcion T7-FLASHSCRIBE™
o un kit de IVT de ARN convencional T7-SCRIBF™ para fabricar ARN GAUC (CELLSCRIPT), o kits internos
similares que contenian la ARN polimerasa de T3. EI ARN bicatenario de luc2 de luciérnaga no estaba protegido con
caperuza ni tenia cola. Se volvié a suspender cada ARN monocatenario codificante o no codificante por separado en
T10E1, se combiné en cantidades iguales, se hibridé a 94 °C durante 2 minutos, a 70 °C durante 10 minutos y luego
se enfrid lentamente hasta la temperatura ambiente en un vaso de precipitados con agua. Se prepararon diariamente
diluciones de ARN bicatenario nuevas en agua debido a las cantidades extremadamente bajas de ARN bicatenario
de luc2 afiadidas a las mezclas de reprogramacion de ARNm. La cantidad de ARN bicatenario de luc2 afiadida para
cada tratamiento diario y el ARN bicatenario afiadido como un porcentaje de la cantidad total de ARN transfectada al
dia se enumeran en la siguiente tabla.

Protocolo de reprogramacion

Como en los experimentos previos, se sembraron 10* fibroblastos BJ (pasada 6) en NUFF, y el medio se cambio a
medio PLURITON de Stemgent (con suplemento y pen/estrep) con inhibidor de RNasa afiadido a 0,5 U/ml de medio.
El reactivo de transfeccion STEMFECT se usé como se ha descrito previamente. En resumen, se afiadieron 1,2
microgramos de la mezcla de reprogramacion de ARNm apropiada al tampon STEMFECT con cantidades variadas
de ARN bicatenario modificado con pseudouridina o no modificado El reactivo de transfeccion STEMFECT se diluyd
por separado en tampoén de transfeccion STEMFECT; las dos mezclas se combinaron y se incubaron a TA durante
15 minutos. Entonces, se afadié la mezcla gota a gota a las células que estaban en 2 ml de medio de
reprogramacion PLURITON/pocillo. EI medio se cambié diariamente antes de la transfeccion. Las células
transfectadas con mezclas de reprogramacion de ARNm modificados con pseudouridina se transfectaron
diariamente durante un total de 14 veces. Las células transfectadas con mezclas de reprogramacion de ARNm de
GAUC sin modificar se transfectaron 18 veces. Las observaciones sobre la salud y la morfologia de las células se
realizaron mientras duré el experimento de 20 dias. Se dejo que las células formaran colonias de iPSC durante 1 - 2
dias después de las transfecciones antes de que las células se puntuaran en cuanto a la morfologia de las colonias
adecuada, y se tifieron para la enumeracion de colonias de iPSC positivas en fosfatasa alcalina.
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Descripcion general del experimento y del recuento final de colonias de iPSC positivas en fosfatasa alcalina

N.° de | ARN bicatenario | Tipo de  ARN | Cantidad de ARNm de | Cantidad de | N.° final de
pocillo | como % del | bicatenario de Luc2 | reprogramacion por | ARN colonias positivas

ARN total | FF/ Tipo de ARNm | pocillo (microgramos) bicatenario en fosfatasa

transfectado (%) | de por pocillo | alcalina+

reprogramacion® (nanogramos
)

1 0 Ninguno/Ninguno 0 0 0
6 0 Ninguno/U 1,2 0 234
7/8 2,5 u/J 1,2 31 0
9/10 0,5 u/J 1,2 6 0
1112 | 01 u/J 1,2 1,2 0
13/14 | 0,05 u/J 1,2 0,6 0
15/16 | 0,02 u/u 1,2 0,24 0
17/18 | 0,01 u/J 1,2 0,12 0
19/20 | 0,008 u/J 1,2 0,096 0
21/22 | 0,004 u/J 1,2 0,048 0
23/24 | 0,0008 u/J 1,2 ,0096 1/0
25/26 | 0,00016 u/J 1,2 ,00192 50/38
27 0 Ninguno/¥ 1,2 0 400+
28 2,5 Yy 1,2 30 0
29 0,5 Yy 1,2 6 0
30 0,1 Yy 1,2 1,2 0
31 0,05 Yy 1,2 0,6 0
32 0,02 Yy 1,2 0,24 0
33 0,01 Yy 1,2 0,12 0
34 0,008 Yy 1,2 0,096 2
35 0,004 Yy 1,2 0,048 5
36 0,0008 Yy 1,2 ,0096 400+
37 0,00016 Yy 1,2 ,00192 400+
38 0 Ninguno/¥ 1,2 0 400+
39 2,5 u/v 1,2 30 0
40 0,5 u/v 1,2 6 0
41 0,1 u/v 1,2 1,2 0
42 0,05 u/v 1,2 0,6 0
43 0,02 u/v 1,2 0,24 0
44 0,01 u/v 1,2 0,12 0
45 0,008 u/v 1,2 0,096 0
46 0,004 u/v 1,2 0,048 0
47 0,0008 u/v 1,2 ,0096 15
48 0,00016 u/v 1,2 ,00192 400+
2/3 0,1 U/Ninguno 0 1,2 0
4/5 0,004 W/Ninguno 0 0,048 0
*U = ARN de GAUC sin modificar, ¥ = ARN de GAWC modificado con pseudouridina;
* 400+ = hay mas de 400 colonias, demasiadas para contarlas con exactitud.
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Resultados y observaciones para el EJEMPLO 28
Antecedentes e introduccion.

Los presentes inventores determinaron en los experimentos anteriores (por ejemplo, como los de los otros ejemplos
anteriores) que no se indujeron colonias de iPSC positivas en fosfatasa alcalina cuando mediante fibroblastos BJ o
queratinocitos se transfectaron repetidamente con mezclas de reprogramacion de ARNm que comprendian ARNm
GAYC CAP1 madificado con pseudouridina o ARNm GAUC codificantes de KLM(158a)O3S a menos que los
contaminantes de ARN bicatenario que surgian durante la transcripcion in vitro se eliminen usando un procedimiento
tal como HPLC o el procedimiento de tratamiento con RNasa Il descrito en el presente documento.

Aun mas, demostraron en el EJEMPLO 27 que las mezclas de reprogramacion de ARNm que comprenden ARNm
de CAP1 modificados con pseudouridina que se trataron con el procedimiento de tratamiento con RNasa Ill con Mg?*
2 mM, como se ha descrito anteriormente, dieron lugar a la reprogramacioén de casi el mismo nimero de fibroblastos
BJ a colonias de iPSC positivas en fosfatasa alcalina que la misma cantidad de la misma mezcla de reprogramacion
de ARNm que comprendia los mismos ARNm excepto que se purificaron usando HPLC. Esto demostré que el ARN
bicatenario era el principal contaminante que inhibia la reprogramacioén y que los procedimientos de tratamiento con
RNasa lll descritos en el presente documento eran tan eficaces como la HPLC en la eliminacién de las moléculas de
ARN bicatenario contaminantes. Por lo tanto, todas las mezclas de reprogramacion de ARNm codificantes de
KLM(1584)O3S usadas en este EJEMPLO 28, incluyendo tanto las que comprenden ARNm de GAWC modificado con
pseudouridina de CAP1 como las que comprenden ARNm GAUC sin modificar de CAP1, se trataron mediante
tratamiento con RNasa lll en presencia de Mg?* 2 mM como se ha descrito en el presente documento.

En ausencia de ARN bicatenario anadido, las mezcla de ARNm de reprogramacion GAWC o GAUC tratadas
con RNasa lll reprogramaron eficazmente los fibroblastos BJ a células iPS

Como se muestra en la tabla anterior, todas las mezclas de reprogramacion de ARNm que comprenden ARNm que
se trataron con la RNasa lll indujeron grandes cantidades de colonias de iPSC positivas en fosfatasa alcalina cuando
no se afadi®6 ARN bicatenario a las mezclas de reprogramacion de ARNm. Por lo tanto, los ARNm de
reprogramacion de GAWC indujeron > 400 colonias de iPSC por pocillo (pocillos 27 y 38), que eran "demasiado
numerosa para contarse con exactitud”, y los ARNm de reprogramacion GAUC indujeron 234 colonias de iPSC
(pocillo 6). Como se descubrié en los experimentos previos, el nimero de colonias de iPSC inducidas por los ARNm
de reprogramacion de GAUC sin modificar solo fue aproximadamente la mitad de los nimeros de y tardaron mas en
formar colonias en comparacion con las inducidas por los ARNm de reprogramacion de GAWC modificados. No se
indujeron colonias en los pocillos de control que carecian de ARNm de reprogramacion (pocillos 1-5).

La adicion de ARN bicatenario a mezclas de ARNm de reprogramacion GAWC o GAUC tratados con RNasa lll
aumento la toxicidad celular y redujo la capacidad de reprogramacion de iPSC

Los solicitantes se sorprendieron por los niveles inesperadamente bajos de ARN bicatenario que eran téxicos para
los fibroblastos BJ y las células alimentadoras y por los niveles ain mas bajos de ARN bicatenario que se requerian
para reprogramar con éxito los fibroblastos BJ a células iPS.

Por ejemplo, con respecto a la toxicidad, se descubrié que la adicion de ARN bicatenario a las mezclas de
reprogramacion de ARNm a un nivel del 0,01 % o mas de la masa total de ARN afiadida era toxica para las células,
ya estuvieran el ARN bicatenario o las mezclas de reprogramaciéon de ARNm, o ambos, Compuestos de ARN
modificado con GAWYC o ARN de GAUC no modificado. Por lo tanto, todas las células estaban muertas el dia 6 de
los tratamientos si se afiadia mas de 1 ng de ARN bicatenario con la mezcla de reprogramacién de 1,2 microgramos
por pocillo al dia de ARNm (es decir, en la que el ARN bicatenario era del 0,1 % o mas del ARN total afadido).
Todas las células estaban muertas el dia 10 cuando se afiadieron mas de 240 pg de ARN bicatenario con 1,2
microgramos por pocillo al dia de mezcla de reprogramacion de ARNm (es decir, en la que el ARN bicatenario era el
0,02 % o mas de la masa total de ARN afadida por pocillo). Aun mas, las células estaban muertas hacia la
decimotercera transfeccion cuando se afiadian mas de 120 pg de ARN bicatenario con la mezcla de reprogramacion
de 1,2 microgramos por pocillo al dia de mezcla de reprogramacion de ARNm (en la que el ARN bicatenario era el
0,01 % o mas de la masa total de ARN afadida por pocillo).

Sorprendente e inesperadamente, era necesario reducir mucho mas el nivel de ARN bicatenario afiadido a la mezcla
de reprogramacion de ARNm para reprogramar con éxito los fibroblastos BJ a células iPS durante el protocolo de
reprogramacion de iPSC de 14 a 18 dias.

Por ejemplo, en algunas realizaciones del procedimiento de reprogramacion de la presente invencion en el que se
introduce una mezcla de reprogramacion de ARNm que comprende ARNm GAWC modificado con pseudouridina
tratado con RNasa Il codificante de uno o mas factores de reprogramacion de forma repetida o continua (por
ejemplo, se transfecta) en una célula que presenta un primer estado de diferenciaciéon (por ejemplo, una célula
somatica, por ejemplo, un fibroblasto o queratinocito) en condiciones en las que la célula presenta un segundo
estado de diferenciacion (por ejemplo, un estado desdiferenciado, un estado transdiferenciado o un estado
diferenciado); por ejemplo, un estado de diferenciaciéon de iPSC), la cantidad de moléculas contaminantes de ARN
bicatenario en la mezcla de reprogramacion de ARNm usada para dicha introduccién en la célula que presenta el
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primer estado de diferenciacion es inferior al aproximadamente 0,01 % (y preferentemente inferior al
aproximadamente 0,001 %) del ARN total usado para dicha introduccion. Por ejemplo, cuando se transfectaron
fibroblastos BJ con ARN bicatenario GAWC modificado con pseudouridina afiadido a una mezcla de reprogramacion
de ARNm que comprendia ARNm GAWC modificados con pseudouridina tratados con RNasa lll, as iPSC no se
indujeron hasta que la cantidad de ARN bicatenario fue del 0,008 % o inferior de la masa total de ARN por pocillo.
Incluso a ese nivel de ARN bicatenario, solo se indujeron dos colonias de iPSC (Pocillo 34) en presencia de 96 pg de
ARN bicatenario con 1,2 microgramos por pocillo al dia de mezcla de reprogramacion de ARNm (es decir, en la que
el ARN bicatenario era el 0,008% o mas de la masa total de ARN afadida por pocillo). Aln mas, solo se indujeron 5
colonias de iPSC (Pocillo 35) en presencia de 48 pg de ARN bicatenario con 1,2 microgramos por pocillo al dia de
mezcla de reprogramacion de ARNm (es decir, en la que el ARN bicatenario era el 0,004% o mas de la masa total
de ARN afiadida por pocillo). Cuando se afiadieron 1,92 pg de ARN bicatenario GAWC con 1,2 microgramos por
pocillo al dia de mezcla de reprogramacion de ARNm (es decir, en la que el ARN bicatenario era el 0,0008% o mas
de la masa total de ARN afadida por pocillo), no se observé inhibicion de la induccién de iPSC para la mezcla de
reprogramacion de ARNm que comprendia ARNm GAWC modificados (pocillo 36).

Solo se indujo 1 colonia de iIPSC en uno de los pocillos (Pocillos 23 y 24) transfectados con 9,6 pg de ARN
bicatenario con 1,2 microgramos por pocillo al dia de mezcla de reprogramacién de ARNm (es decir, en la que el
ARN bicatenario era el 0,0008% o mas de la masa total de ARN afiadida por pocillo). Se indujeron mas colonias de
iPSC (50 y 38 colonias en los pocillos 25 y 26) con solo 1,92 pg de ARN bicatenario con 1,2 microgramos por pocillo
al dia de mezcla de reprogramacion de ARNm (es decir, en la que el ARN bicatenario era el 0,00016% o mas de la
masa total de ARN afadida por pocillo), pero incluso esta pequefia cantidad del ARN bicatenario de ~1,67 Kbp
disminuy6 el nimero de colonias viables de iPSC reprogramadas en aproximadamente un 80 % en comparacion con
el nimero de colonias de iPSC inducidas cuando no se afiadid ARN bicatenario a la mezcla de reprogramacion de
ARNm (234 colonias).

En un conjunto adicional de experimentos, se transfectaron fibroblastos BJ con ARN bicatenario GAUC y una mezcla
de reprogramacion de ARNm que comprendia ARNm GAWC modificados con pseudouridina tratados con RNasa lll;
se reconocera que esta es una situacion artificial que es poco probable que ocurra, ya que las moléculas
contaminantes de ARN bicatenario se generan durante las reacciones de transcripcion in vitro y comprenderan ARN
modificado o no modificado en funciéon de los NTP que se utilicen en la reaccion de IVT. Por lo tanto, el ARN
bicatenario no comprendera ARN no modificado y el ARNm fabricado por ARN modificado con IVT. Sin embargo, en
este conjunto de experimentos, los fibroblastos BJ se transfectaron con ARN bicatenario GAUC no modificado y una
mezcla de reprogramacion de ARNm que comprendia ARNm de GAWC modificados con pseudouridina tratados con
RNasa lll para determinar si el ARN bicatenario que comprende ARN GAWC tenia un efecto diferente sobre la
toxicidad celular y la reprogramacion de células somaticas a células iPS que el ARN bicatenario que comprende
ARN GAUC. Por lo tanto, la dosis mas alta de ARN bicatenario a la que se indujeron colonias de iPSC fue la de 9,6
pg de ARN bicatenario afiadido con 1,2 microgramos por pocillo al dia de mezcla de reprogramacion de ARNm (es
decir, en la que el ARN bicatenario era el 0,0008% o mas de la masa total de ARN afiadida por pocillo); a esta dosis,
se indujeron 15 colonias de iPSC (pocillo 47). Las células toleran esta mezcla de reprogramacion mejor. Las células
estaban mas sanas y se obtuvieron mas colonias con la dosis mas baja de ARN bicatenario. Esta cantidad de ARN
bicatenario de GAUC no modificado fue similar a la dosis mas alta de ARN bicatenario de GAUC no modificado a la
que se indujeron colonias de iPSC cuando se usé una mezcla de reprogramacion de ARNm que comprendia ARNm
GAUC no modificados (pocillos 23 y 24). Sin embargo, en presencia de ARN bicatenario de GAUC no modificado, el
uso de una mezcla de reprogramacion de ARNm que comprendia ARNm de GAWC parecié reducir la toxicidad
celular y aumentar la eficacia de la reprogramacion en comparacion con el uso de una mezcla de reprogramacion de
ARNmM que comprendia ARNm de GAUC (por ejemplo, comparese el pocillo 47 con los pocillos 23 y 24, y el pocillo
48 con los pocillos 25 y 26). Los resultados con ARN bicatenario GAWC con una mezcla de reprogramacion de
ARNmM que comprendia ARNm GAWC (por ejemplo, los pocillos 35, 36 y 37) demuestran ademas los beneficios de la
toxicidad reducida y una mayor eficacia de reprogramacion mediante el uso de ARNm modificado con pseudouridina
en las mezclas de reprogramacion de ARNm.

Ejemplo 29. Efectos de la adicion de ARN bicatenario de Luc2 sin modificar (GAUC), modificado con
pseudouridina (GAWC) y modificado con pseudouridina y 5-metilcitidina (GAym?®C) sobre la reprogramacién
de células C3H/10T1/2 de ratéon a mioblastos usando una mezcla de reprogramacion que comprende ARNm
tratado con RNasa lll, Cap1, con cola poli(A) GAUC, GAyC OR GAym?®C codificante de proteina MYOD

Sintesis de ARN de luciferasa 2 bicatenario (ARN bicatenario de Luc2)

Se usaron moldes lineales de ADN codificantes de una forma genéticamente modificada del gen de luciferasa de
luciérnaga (Photinus pyralis), denominado "luc2", para generar ARN monocatenario codificante y no codificante
como se ha descrito en el EJEMPLO 28, excepto que se usaron mezclas de NTP GAUC o GAyC orGAym®C para la
transcripcion in vitro de los ARN monocatenarios codificantes y no codificantes. Se volvieron a suspender los ARN
monocatenarios codificantes y no codificantes por separado en agua, se combinaron en cantidades iguales y se
hibridaron para generar ARN bicatenarios de luc2 que comprendian nucleétidos GAUC o GAyC o GAym®C usando
el siguiente protocolo: se afiadieron 250 microlitros de cada uno de los ARN monocatenarios de luc2 codificantes y
no codificantes (cada uno a 1 microgramo/ml) que comprendian la misma composicién de nucledtidos y se
calentaron a 95 °C durante 2 minutos, seguido de 70 °C (5 minutos), 60 °C (10 minutos), 50 °C (10 minutos), 40 °C
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(10 minutos), 30 °C (10 minutos) y luego enfriando lentamente hasta la temperatura ambiente durante 30 minutos.
Se confirmé que todos los productos de ARN bicatenario GAUC, GAwC y GApm®C eran bicatenarios.

Sintesis de ARNm codificantes de MYOD

Se preparé un molde de ADN de MYOD de ratén para la preparacion de ARNm de ratén que comprendia o consistia
en ARNm de MYOD de raton sin modificar (GAUC) para su uso en la reprogramacion de células madre
mesenquimales de ratén a mioblastos de la siguiente manera: Se clon6 el ADN codificante de ARNm de MYQOD,
ARNmM que presentaba la secuencia de codificacién o cds dadas como SEQ ID NO: 16, en ADN plasmidico basado
en pUC19 que contenia un casete que presentaba SEQ ID NO: 1, que comprende un promotor de ARN polimerasa
T7 seguido de beta-Globina 5 de Xenopus (UTR), un sitio de clonacion (en el que se introducen las cds de MYOD
directamente corriente abajo del sitio de inicio de la traduccién de Kozak GCCACC), y una UTR 3’ de beta-Globina
de 3’ Xenopus. Se linealizé el plasmido de ADN con Sal | y se purifico como se ha descrito previamente para otros
plasmidos de ADN en el presente documento, y luego se usé como un molde de ADN para la transcripcion in vitro de
ARNm codificante de MYOD (o ARNm de MYOD).

Sintesis de ARNm de MYOD para la reprogramacion

Se sintetizo6 ARNm no modificado (GAUC) de cola de poli (A) (~150 nt) CAP1 codificante de la proteina MYOD,
codificado por el molde de ADN de MYOD descrito anteriormente, mediante la transcripcion in vitro (IVT) de dicho
molde de ADN usando el sistema de produccion de ARNm convencional mScript ™ T7 (CELLSCRIPT, INC.,
Madison, WI, EE.UU.) segun lo descrito por el fabricante. Los ARNm CAP1, de cola poli(A) (~150 nt) modificados
con pseudouridina (GAwC) y los ARNm modificados con pseudouridina y 5-metilcitidina (GAwm®C) se sintetizaron de
manera similar mediante IVT usando un sistema de produccién convencional T7 mScript™, a excepcién del uso de
mezcla de NTP que comprendian los NTP GAwC o los NTP GAym?®C, respectivamente en lugar de UTP o CTP. Se
trataron partes de cada no de estos ARNm no modificados (GAUC) y modificados (GAwC y GAym?®C) usando el
tratamiento con RNasa Il en presencia de acetato de magnesio 2 mM segun lo desvelado en al presente
documento.

Reprogramacion de células madre mesenquimales C3H10T1/2 de raton a mioblastos usando ARNm de
MYOD sin modificar CAP1 y el efecto del ARN bicatenario de Luc2

Se sembraron células C3H10T1/2 de raton a 2 x 10° células por pocillo de una placa de 6 pocillos recubierta con
gelatina y se dejaron crecer durante la noche en DMEM, FBS al 10%, GLUTAMAXy pen/estrep. Al dia siguiente, se
cambiaron las células a un medio de diferenciacion que comprendia DMEM + suero de caballo al 2 %, GLUTAMAX y
pen/estrep. Se transfectaron las células usando reactivo de transfeccion RNAIMAX (Invitrogen, Inc.) con 1,0
microgramos/ml del ARNm no modificado (GAUC) descrito anteriormente o ARNm modificado con GAyC o ARNm
modificado con GAwm®C codificante de la proteina MYOD, solo o sin ARN bicatenario de luc2, o junto con ARN
bicatenario de luc2 que comprendia el mismo tipo de nucledtidos (GAUC, GAWC o GAym®C) como ARNm
codificante de la proteina MYOD, con cada ARN bicatenario de luc2 respectivo a concentraciones variables de entre
0,000001 y 0,1 microgramos/ml. En resumen, se afiadieron cada ARNm de MYOD GAUC, GAwC o GAym®C, vy el
correspondiente ARN bicatenario de luc2 a un primer tubo que contenia un volumen total de 60 microlitros, y una
cantidad de solucion de transfeccion RNAMAX igual a 5 microlitros por microgramo de ARN del primer tubo se
afiadio a un segundo tubo, ajustandose el volumen final a 60 microlitros. Se mezclaron el primer y el segundo tubo,
se incubaron a temperatura ambiente durante 15 minutos y se afiadié la mezcla de ARNm/ARNIMAX a 2 ml de
medio de diferenciacion ya en las células. El medio se cambié por un nuevo medio de diferenciacion 4 horas
después de la transfecciéon. Veinticuatro horas después de la primera transfeccion, se administré otra transfeccion
con el mismo tratamiento El medio se cambié nuevamente 4 horas después de la transfeccion. Cuarenta y ocho
horas después de la primera transfeccion, las células se fijaron y se realizé la inmunofluorescencia para detectar la
expresion de la cadena pesada de miosina (MHC), un marcador de mioblastos o diferenciacion muscular.

RESULTADOS DEL EJEMPLO 29

El porcentaje de ARN bicatenario contaminante debe ser inferior al aproximadamente 0,1 % (y preferentemente
inferior al aproximadamente 0,01 %) de la cantidad total de ARN para reprogramar las células madre mesenquimales
a mioblastos usando ARNm de MYOD no modificado o ARNm de MYOD modificado con GAyC.

Cantidad de ARNm Cantidad de los respectivos ARN bicatenario Presencia de tincién

de MYOD GAUC o ARN bicatenarios de Luc2 como % del ARN inmunofluorescente de
GAuyC tratado con GAUC o GAycC* total transfectado cadena pesada de miosina
RNasa Il (ug/ml) transfectados (ug/ml)

1,0 0 0 Si

1,0 0,1 10 % No

1,0 0,01 1% No

1,0 0,001 0,1% No

1,0 0,0001 0,01 % Si
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(continuacion)

Cantidad de ARNm de Cantidad de los respectivos ARN bicatenario Presencia de tincién
MYOD GAUC o GAyC ARN bicatenarios de Luc2 como % del ARN inmunofluorescente de
tratado con RNasallll GAUC o GAycC* total transfectado cadena pesada de miosina
(ng/ml) transfectados (ug/ml)

1,0 0,00001 0,001 % Si

1,0 0,000001 0,0001 % Si

Sin tratamiento Sin tratamiento N/A No

Transfeccion simulada Transfeccion simulada N/A No

*Se us6 ARN bicatenario de Luc2 GAUC con ARNm de MYOD GAUC y ARN bicatenario de Luc2 GAyC con ARNm
de MYOD GAuycC.
N/A = No aplicable.

El porcentaje de ARN bicatenario contaminante debe ser inferior al 1% (y preferentemente inferior al 0,1 % o inferior)
de la cantidad total de ARN para reprogramar las células madre mesenquimales a mioblastos usando ARNm de
MYOD modificado con GAym?®C.

Cantidad de ARNm de Cantidad de ARN ARN bicatenario Presencia de tincién

MYOD GAym5C tratado  bicatenario de Luc2 como % del ARN inmunofluorescente de cadena

con RNasa Il (ug/ml) GAym5C transfectada total transfectado pesada de miosina
(ng/mil)

1,0 0 0 Sl

1,0 0,1 10 % No

1,0 0,01 1% No

1,0 0,001 0,1 % Si

1,0 0,0001 0,01 % Si

1,0 0,00001 0,001 % Si

1,0 0,000001 0,0001 % Si

Sin tratamiento Sin tratamiento N/A No

Transfeccion simulada Transfeccion simulada N/A No

Ejemplo 30. Reprogramacion directa de fibroblastos humanos a neuronas mediante la introduccion repetida
de ARNm modificados con pseudouridina (GAWC) codificantes de los factores de transcripcion proteicos
ASCL1, MYT1L, NEUROD1 y POU3F2

Introduccién

Recientemente, Pang y col., y otros (Pang, ZP y col., 2011; Ladewig J., y col., 2012) describieron la conversion de
fibroblastos humanos a neuronas mediante la introduccién de vectores lentiviricos inducibles por doxiciclina
codificantes de cuatro factores de transcripcion (ASCL1, MYT1L, NEUROD1 y POU3F2), basandose en el trabajo de
otros investigadores (por ejemplo, Vierbuchen T., y col. 2010. Yang N., y col. 2011). En este ejemplo, se muestra la
reprogramacion directa altamente eficaz (por ejemplo, la transdiferenciacion) de fibroblastos humanos a neuronas
mediante la introduccion repetida en los fibroblastos de una mezcla de reprogramacion que comprende ARNm
modificados con pseudouridina codificantes de factores de transcripcion proteicos (por ejemplo, ASCL1, MYTI1L,
NEUROD1 y POU3F2), en el que los ARNm se trataron usando el procedimiento de tratamiento con RNasa Il con
Mg?* 2 mM, reprogramando de este modo los fibroblastos a células neuronales.

Materiales y procedimientos para la reprogramacion de fibroblastos a neuronas
EJEMPLO 30 Detalles

Se sembraron fibroblastos de pulmén humano MR9O0 fetales (pasada P15) en placas recubiertas con gelatina a 1,5 x
105 células por pocillo de una placa de 6 pocillos en medio EMEM (ATCC n.° de cat. 30-2003) suplementado con
suero bovino fetal al10 % y penicilina-estreptomicina x1. Las células en cada pocillo se transfectaron diariamente
(por ejemplo, en este ejemplo, durante 6 dias) con una mezcla de reprogramacion que comprendia un total de 0,6
microgramos de ARNm recombinantes tratados con RNasa Ill (con Mg? 2 mM), modificados con pseudouridina
(GAWC) (codificantes de cada uno de los factores de transcripcion proteicos ASCL1 (A), MYT1L (M), NEUROD1 (N )
y POU3F2 (P) a una proporcion molar de 1:1:1:1 de AMNP) formados con el reactivo de transfeccion STEMFECT™
(4 microlitros por microgramo de ARNm). Los ARNm recombinantes se prepararon mediante transcripcion in vitro de
moldes de ADN derivados de pUC19 linealizados que contenian un casete (SEC ID NO: 1) que comprendia: un
promotor T7, una UTR 5 de B-globina de Xenopus laevis, y una UTR 3’ de 3-globina de Xenopus; en el que una
secuencia de ADN codificante de ARNm, cuyo ARNm presenta una secuencia codificante como se da en la siguiente
SEC ID NO: ASCL1 (SEQ ID NO: 11), MYT1L (SEQ ID NO: 12), NEUROD1 (SEQ ID NO: 13) o POU3F2 (SEQ ID
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NO: 14 o SEQ ID NO: 15) proteina se inserta. Los ARNm de CAP1 recombinantes (con una cola de poliA de ~ 150
nt) codificantes de ASCL1, NEUROD1 y POU3F2 se prepararon como se ha descrito en la literatura proporcionada
con el sistema de produccion de ARNm convencional T7 mSCRIPT™ (CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE.UU.),
excepto que la uridina-5'-trifosfato (UTP) se sustituyé por pseudouridina-5'-trifosfato (WTP) para la IVT, y antes de la
proteccion con caperuza o de la poliadenilacién, los ARN transcritos in vitro se trataron usando el tratamiento con
RNasa Ill como se describe en el presente documento con una concentracion de 2 mM de acetato de magnesio. El
ARNmM de MYT1L recombinante codificante de MYT1L (con una cola de poliA de ~ 150 nt) se prepardé como se ha
descrito en la literatura provista con el Kit de Transcripcion MessageMAX™ T7 ARCA-Capped Message
(CELLSCRIPT), excepto con yTP en lugar de UTP durante la IVT y, antes de la poliadenilacion con Poli(A)
polimerasa A-PLUS™ (CELLSCRIPT), el ARN transcrito in vitro se traté usando el tratamiento con RNasa Ill, como
se ha descrito anteriormente, con acetato de magnesio 2 mM; este ARNm no fue tratado con fosfatasa. Las células
se mantuvieron en medio EMEM durante los 2 primeros dias de transfecciones y luego se cambiaron a medio N3
durante el resto del experimento. El medio N3 (Wernig M., y col., 2002) es un medio DMEM/F12 (Life Technologies)
suplementado con 25 microgramos por mililitro de insulina, 50 microgramos por mililitro de transferrina, 30
nanomolar de selenito de sodio, progesterona 20 nanomolar, putrescina 100 nanomolar (todo de SIGMA) y
complementado con FGFb fresco diariamente a 10 nanogramos por mililitro (R & D Systems) y penicilina-
estreptomicina x1. El medio se cambié diariamente antes de la transfeccion y se complementé con 0,5 U/ml de
inhibidor de RNasa SCRIPT-GUARD™ (CELLSCRIPT). La mezcla de ARNm de AMNP: el complejo de reactivo de
transfeccion STEMFECT™ se prepar6 segun el protocolo del fabricante (STEMGENT, Cambridge, MA, EE.UU.), se
incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente y se afiadié a las células. Se tomaron imagenes de contraste de
fase de las células el dia 6, y las células se fijaron el dia 7 y se tifieron por inmunofluorescencia para la presencia del
marcador neuronal proteina-2 asociada a microtubulos (MAP2). Esta es una proteina de ensamblaje de microtubulos
que se cree que desempeiia un papel esencial en la neurogénesis.

Resultados de la reprogramacion de fibroblastos a neuronas

Mediante la sexta transfeccion, la morfologia de la mayoria de las células de los pocillos transfectados con AMNP
(ASCL1, MYT1L, NEUROD1 y POU3F2) habia cambiado drasticamente a una morfologia (FIG. 50 y FIG.51) y la
tincion inmunofluorescente de las células fue positiva para MAP2, lo que demostraba que los fibroblastos habian
sido reprogramados (transdiferenciados directamente a neuronas. Este proceso de reprogramacion fue rapido y
altamente eficaz.

Estudios sobre los efectos de la adicion ARN bicatenario de Luc2 en la reprogramacion de los fibroblastos a
neuronas

Materiales y procedimientos

En otro experimento, se afiadieron diversas cantidades bien de ARN bicatenario de luc2 GAUC sin modificar o ARN
bicatenario de luc2 modificado con GAWC a mezclas de reprogramacion que comprendian ARNm GAyC tratados
con RNasa lll codificantes de ASCL1, MYT1L, NEUROD1 y POU3F2 (AMNP) para determinar y cuantificar los
efectos del ARN bicatenario modificado con g y sin modificar sobre la reprogramacion (transdiferenciacion) de los
fibroblastos a las neuronas. Como en experimentos similares en todos los EJEMPLOS anteriores, se us6 el ARN
bicatenario de luc2, porque, como no esta presente de forma natural en las células humanas, se creia que no
causaria una efecto bioquimico (por ejemplo, debido a la interferencia del ARN) como podria ocurrir si se usara un
ARN bicatenario que presentara una secuencia codificada por un gen que estuviera presente en las células.

Como se ha descrito anteriormente para los Detalles del EJEMPLO 30, se sembraron fibroblastos de pulmon fetal
IMR90 (P16) sobre placas recubiertas de gelatina a 1,5 x 10 células por pocillo de una placa de 6 pocillos en medio
EMEM. Las células de cada pocillo se transfectaron diariamente con una mezcla de reprogramacion de ARNm que
comprendia un total de 600 nanogramos de ARNm modificados con pseudouridina tratados con RNasa llI
codificantes de ASCL1, MYT1L, NEUROD1 y POU3F2 mas o menos diversas cantidades de ARN bicatenario de
luc2 GAUC sin modificar o modificado con pseudouridina (GAyC),, todo complejado con el reactivo de transfeccion
STEMFECT (4 microlitros/microgramo de ARNm), durante 4 dias. Los ARN bicatenarios de luc2 se afadieron a
mezclas de reprogramacion de ARNm como en los experimentos previos para determinar y cuantificar los efectos
del ARN bicatenario sobre la reprogramacion de los fibroblastos a iPSC (por ejemplo, ver el EJEMPLO 28). Todos
los ARNm fueron modificados con pseudouridina y tratados con RNasa Ill. Todos tenian caperuzas CAP1 afnadidas
enzimaticamente a excepcion de MYT1L, que se protegié con caperuza ARCA durante la transcripcion, y todos
fueron poliadenilados enzimaticamente para generar una cola de poli (A) de ~ 150 restos de A. Las células se
mantuvieron en medio EMEM para la primera transfeccion, luego se cambiaron a medio N3 para el resto del
experimento. El medio se cambi6 diariamente antes de la transfeccion y se complementé con 0,5 U/ml de inhibidor
de RNasa SCRIPTGUARD.

Resultados de los estudios sobre los efectos de la adicion ARN bicatenario de Luc2 en la reprogramacion de
los fibroblastos a neuronas

Tras la cuarta transfeccion, algunas células de pocillos transfectados con ARNm codificantes de AMNP habian
cambiado la morfologia. Se tomaron imagenes de las células el dia 5. Se detuvieron las transfecciones y las células
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se cultivaron durante 5 dias mas para permitir que las neuronas madurasen. Después, las células se inmunotifieron
para detectar la expresion de marcadores neuronales, incluyendo MAP2 y NeuN, y se contaron los nimeros de
neuronas de cada pocillo en funciéon de la morfologia y la inmunosupresion. Las neuronas se indujeron en ausencia
de ARN bicatenario de Luc2 afiadido y en presencia de ciertos niveles de ARN bicatenario de Luc2 afiadido. Cuando
se afiadié ARN bicatenario de Luc2 GAUC sin modificar diariamente con los ARNm de GAyC codificantes de los
factores de reprogramacion ASCL1, MYT1L, NEUROD1 y POU3F2 (AMNP), las neuronas solo se indujeron cuando
la cantidad de ARN bicatenario de Luc2 no modificado GAUC fue inferior al aproximadamente 0,01 % de la masa
total de ARN usada para la reprogramacion, y se generaron numeros significativos de neuronas solo si la cantidad
de ARN bicatenario de Luc2 no modificado GAUC afiadida fue inferior al aproximadamente 0,001% de la masa total
de ARN usada para la reprogramacion. Cuando se afiadié ARN bicatenario de GAyC Luc2 modificado diariamente
con los ARNm de GAyC codificantes de los factores de reprogramacion de AMNP, las neuronas se indujeron solo si
la el ARN bicatenario de GAyC Luc2 modificado con pseudouridina fue inferior al aproximadamente 0,02 % de la
masa total de ARN usada para la reprogramacion, y se generaron nimeros significativos de neuronas solo si la
cantidad de ARN bicatenario de GAUC Luc2 no modificado anadida fue inferior al aproximadamente 0,004 % de la
masa total de ARN usada para la reprogramacion.
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agttecgecag
cgctegtegt
tgatcccceca
agtaagttgg
gtcatgccat
gaatagtgta
ccacatagca
tcaaggatct
tcttcagcecat
gccgcaaaaa
caatattatt

atttagaaaa

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900



ES 2676 600 T3

ataaacaaat aggggttccg cgcacatttc cccgaaaagt gccacctgac gtctaagaaa

ccattattat catgacatta acctataaaa ataggcgtat cacgaggccc tttcgtce

<210>3
<211> 3888
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 3

tcgegegttt
cagcttgtcet
ttggcgggtyg
accatatgcg
attcgccatt
tacgccagcet
tttcececagte
gtaatacaag
atctcggtceg
caaacttcgg
aacagcccgg
cggcgcaaga
ggcgccgagt
cggctgegag
accaagacgc
ggcaatagca
cgcatggaca
gaccagctgg
cccatgcacce
tacatgaacg
gctcttgget
acctcttect
atgtatctcc

cagcactacc

cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggctgg
gtgtgaaata
caggctgcge
ggcgaaaggg
acgacgttgt
cttgcttgtt
ccaccatgta
ggggcggcgg
accgcgtcaa
tggcccagga
ggaaactttt
cgctgcacat
tcatgaagaa
tggcgagegg
gttacgcgca
gctacccgceca
gctacgacgt
gctcgeccac
ccatgggttc
cccactccag
ccggegecga

agagcggccce

ggtgaaaacc
gccgggagea
cttaactatg
ccgcacagat
aactgttggg
ggatgtgctg
aaaacgacgg
ctttttgcag
caacatgatg
cggcaactcc
gcggceccatg
gaaccccaag
gtcggagacg
gaaggagcac
ggataagtac
ggtcggggtyg
catgaacggc
gcacccgggce
gagcgccctg
ctacagcatg
ggtggtcaag
ggcgccecctge
ggtgccggaa

ggtgcececgge

tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
gcgtaaggag
aagggcgatc
caaggcgatt
ccagtgaatt
aagctcagaa
gagacggagc
accgcggcegg
aatgccttca
atgcacaact
gagaagcggce
ccggattata
acgctgecceg
ggcgecggec
tggagcaacg
ctcaatgcgce
cagtacaact
tcctactege
tccgaggceca
caggccgggg
cccgeegecce

acggccatta

136

gcagctcceg
tcagggcgeg
gcagattgta
aaaataccgc
ggtgcgggee
aagttgggta
ctaatacgac
taaacgctca
tgaagccgece
cggccggcgg
tggtgtggtc
cggagatcag
cgttcatcga
aataccggcecce
gcgggetget
tgggcgeggg
gcagctacag
acggcgcagce
ccatgaccag
agcagggcac
gctccagcece
acctccggga
ccagcagact

acggcacact

gagacggtca
tcagcgggtg
ctgagagtgc
atcaggcgcce
tcttegetat
acgccagggt
tcactatagg
actttggcag
gggcccgcag
caaccagaaa
ccgcgggcag
caagcgcctg
cgaggctaag
ccggcggaaa
ggccccegge
cgtgaaccag
catgatgcag
gcagatgcag
ctcgcagacce
ccectggecatg
ccetgtggtt
catgatcagc
tcacatgtcc

gcccctcteca

3960

4017

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



cacatgtgag
aacacccgaa
ccccaaaatg
atcctctaga
ctgtgtgaaa
gtaaagcctg
ccgcttteca
ggagaggcgg
cggtegtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttececce
acctgtccge
atctcagttce
agcccgaccg
acttatcgcee
gtgctacaga
gtatctgege
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
acgaaaactc
tcecttttaaa
ctgacagtta
catccatagt
ctggeccecag
caataaacca
ccatccagte
tgcgcaacgt
cttcattcag
aaaaagcggt

tatcactcat

atatcactag
tggagtctct
tagccattcg
gtcgacctge
ttgttatccg
gggtgcctaa
gtcgggaaac
tttgegtatt
gctgcggcga
ggataacgca
ggccgegttg
acgctcaagt
tggaagctcc
ctttcteect
ggtgtaggtc
ctgcgectta
actggcagca
gttcttgaag
tctgectgaag
caccgcetggt
atctcaagaa
acgttaaggg
ttaaaaatga
ccaatgcectta
tgcctgactce
tgctgcaatg
gccagccgga
tattaattgt
tgttgccatt
ctceggttece
tagctcctte

ggttatggca

ES 2676 600 T3

tgactgacta
aagctacata
tatctgctce
aggcatgcaa
ctcacaattc
tgagtgagct
ctgtegtgece
gggcgcectcett
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggegtttt
cagaggtggc
ctcgtgeget
tcgggaageg
gttegetcca
tcecggtaact
gccactggta
tggtggccta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga
attttggtca
agttttaaat
atcagtgagg
ccegtegtgt
ataccgcecgag
agggccgage
tgccgggaag
gctacaggca
caacgatcaa
ggtcctcecga

gcactgcata

ggatctggtt
ataccaactt
taataaaaag
gcttggegta
cacacaacat
aactcacatt
agctgcatta
ccgettecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggcet
gaaacccgac
ctcectgttcee
tggcgettte
agctgggectg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tcttttctac
tgagattatc
caatctaaag
cacctatctc
agataactac
acccacgcetce
gcagaagtgg
ctagagtaag
tegtggtgte
ggcgagttac
tcgttgtcag

attctcttac

137

accactaaac
acactttaca
aaagtttctt
atcatggtca
acgagccgga
aattgegttg
atgaatcggce
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgccecccect
aggactataa
gaccctgeceg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaacccg
cagagcgagg
cactagaaga
agttggtagc
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatc
tatatatgag
agcgatctgt
gatacgggag
accggctcca
tcctgecaact
tagttcgcca
acgctegtceg
atgatcccce
aagtaagttg

tgtcatgcca

cagcctcaag
aaatgttgtce
cacattctgg
tagctgttte
agcataaagt
cgctcactge
caacgcgcgg
tcgetgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
cccceegtte
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg
tcttgatcecg
attacgcgca
gctcagtgga
ttcacctaga
taaacttggt
ctatttegtt
ggcttaccat
gatttatcag
ttatcegect
gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgca
gccgecagtgt

tcecgtaagat

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360



gcttttetgt
cgagttgctc
aagtgctcat
tgagatccag
tcaccagcgt
gggcgacacg
atcagggtta
taggggttcce

tcatgacatt

<210> 4
<211> 4369
<212> ADN

gactggtgag
ttgceeggeg
cattggaaaa
ttcgatgtaa
ttctgggtga
gaaatgttga
ttgtctcatg
gcgcacattt

aacctataaa

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 4

tcgegegttt
cagcttgtct
ttggcgggtyg
accatatgcg
attcgccatt
tacgccagcet
tttcececagte
gtaatacaag
atctgccacc
cccatcttte
aggtgcccceg
gctteceecgge
cggagccggt
ggagttcaac
ggagtcagtg
gagcagcggce

gaacgaccceg

cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggctgg
gtgtgaaata
caggctgcge
ggcgaaaggg
acgacgttgt
cttgcttgtt
atgaggcagc
tccacgttceg
aataaccgct
cgcceccectatg
gcggettgeg
gatctcctgg
gccgecacceg
cctgcecageg

ggcgtggege

ES 2676 600 T3

tactcaacca
tcaatacggg
cgttcttegg
cccactegtg
gcaaaaacag
atactcatac
agcggataca
ccccgaaaag

aataggcgta

ggtgaaaacc
gccgggagea
cttaactatg
ccgcacagat
aactgttggg
ggatgtgctg
aaaacgacgg
ctttttgcag
cacctggcga
cgtectggece
ggcgggagga
acctggecggce
gcggtagcaa
acctggactt
tgtcctegte
cgeccectecac

cgggcggcac

agtcattctg
ataataccgc
ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tcttcctttt
tatttgaatg
tgccacctga

tcacgaggcce

tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
gcgtaaggag
aagggcgatc
caaggcgatt
ccagtgaatt
aagctcagaa
gtctgacatg
ggcgggaagg
gctctecccac
ggcgaccgtg
cctggegece
tattctctce
agcgtcagcece
ctgcagcettce

gggcggagge

138

agaatagtgt
gccacatage
ctcaaggatc
atcttcagca
tgccgcaaaa
tcaatattat
tatttagaaa
cgtctaagaa

ctttecgte

gcagctcccg
tcagggcgeg
gcagattgta
aaaataccgc
ggtgcgggee
aagttgggta
ctaatacgac
taaacgctca
gctgtcageg
gagaagacac
atgaagcgac
gccacagacce
ctacctcgga
aattcgctga
tcectettegt
acctatccga

ctcectcectatg

atgcggcgac
agaactttaa
ttaccgetgt
tcttttactt
aagggaataa
tgaagcattt
aataaacaaa

accattatta

gagacggtca
tcagcgggtg
ctgagagtgc
atcaggcgcce
tcttegetat
acgccagggt
tcactatagg
actttggcag
acgcgctgcet
tgcgtcaage
ttccececagt
tggagagcgg
gagagaccga
cccatcctee
cgtcgecgte
tccgggecgg

gcagggagtc

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3888

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



cgcteceect
cggcttegtg
gccgcagecg
ccctggeage
cagccacccg
caagcaggag
ccaccggecg
gaccctgggt
tceeggette
gccgcaagte
ggagcccaag
ttgtgattac
gcgaacccac
cgcccgceteca
gtgccaaaaa
gcatttttaa
gaacacccga
cccccaaaat
gatcctctag
cctgtgtgaa
tgtaaagcct
ccegetttee
gggagaggcg
tcggtegtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gcgtttcecee
tacctgtcecceg
tatctcagtt
cagcccgace

gacttatcgc

ccgacggcete
gccgagcetcece
ccaggtggeg
gagtacggca
gtggtggtgg
gcggtetett
gctgcacacg
cttgaggaag
catcececcacce
ccgecgetcee
ccaaagaggg
gcgggctgeg
acaggtgaga
gatgaactga
tgcgaccgag
gatatcacta
atggagtctc
gtagccattc
agtcgacctg
attgttatcc
ggggtgccta
agtcgggaaa
gtttgecgtat
ggctgcggeg
gggataacgc
aggccgegtt
gacgctcaag
ctggaagctc
cctttectece
cggtgtaggt
gctgegectt

cactggcagce

ES 2676 600 T3

ccttcaacct
tgcggccaga
ggctgatggg
gcecegteggt
cgccectacaa
cgtgcaccca
acttcccect
tgctgagcag
cggggcccaa
attaccaaga
gaagacgatc
gcaaaaccta
aaccttacca
ccaggcacta
cattttccag
gtgactgact
taagctacat
gtatctgcecte
caggcatgca
gctcacaatt
atgagtgagc
cctgtegtge
tgggecgcetcet
agcggtatca
aggaaagaac
gctggegttt
tcagaggtgg
cctcgtgege
ttecgggaagce
cgttecgetee
atccggtaac

agccactggt

ggcggacatc
attggacccg
caagttcgtg
catcagcegtce
cggcgggeceg
cttgggeget
ggggcggcag
cagggactgt
ttacccatcce
gctcatgcca
gtggcccegg
cacaaagagt
ctgtgactgg
ccgtaaacac
gtcggaccac
aggatctggt
aataccaact
ctaataaaaa
agcttggegt
ccacacaaca
taactcacat
cagctgcatt
tcegettect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttccatagge
cgaaacccga
tctectgtte
gtggcgcettt
aagctgggct
tatcgtcttg

aacaggatta

139

aacgacgtga
gtgtacattc
ctgaaggcgt
agcaaaggca
ccgegeacgt
ggacccccte
ctccccagea
caccctgcececce
ttcetgececeg
cceggttect
aaaaggaccg
tcccatctea
gacggctgtg
acggggcacc
ctcgecttac
taccactaaa
tacactttac
gaaagtttct
aatcatggtc
tacgagccgg
taattgcegtt
aatgaatcgg
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagca
tcecgeecccce
caggactata
cgaccctgec
ctcatagctc
gtgtgcacga
agtccaaccc

gcagagcgag

gccecteggg
cgccgcagca
cgctgagcegce
gcecctgacgg
gccccaagat
tcagcaatgg
ggactacccc
tgccgettece
atcagatgca
gcatgccaga
ccacccacac
aggcacacct
gatggaaatt
gcccgttecca
acatgaagag
ccagcctcaa
aaaatgttgt
tcacattctg
atagctgttt
aagcataaag
gcgctecactg
ccaacgcgcg
ctecgetgege
acggttatcc
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga
acgctgtagg
accccecegtt
ggtaagacac

gtatgtaggc

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

2940



ggtgctacag
ggtatctgecg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
atccttttaa
tctgacagtt
tcatccatag
tctggeccceca
gcaataaacc
tccatccagt
ttgcgcaacg
gcttcattca
aaaaaagcgg
ttatcactca
tgcttttctg
ccgagttgcet
aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccageg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggttc

atcatgacat

<210>5
<211> 3559
<212> ADN

agttcttgaa
ctctgcectgaa
ccaccgcetgg
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgctt
ttgcctgact
gtgctgcaat
agccagccgg
ctattaattg
ttgttgccat
gctceggtte
ttagctecctt
tggttatggce
tgactggtga
cttgceegge
tcattggaaa
gttcgatgta
tttctgggtg
ggaaatgttg
attgtctcat
cgcgcacatt

taacctataa

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 5

ES 2676 600 T3

gtggtggect
gccagttacce
tagcggtggt
agatcctttg
gattttggtc
aagttttaaa
aatcagtgag
ccecegtegtg
gataccgcga
aagggccgag
ttgcecgggaa
tgctacagge
ccaacgatca
cggtccteeg
agcactgcat
gtactcaacc
gtcaatacgg
acgttcttceg
acccactcgt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tccececgaaaa

aaataggcgt

aactacggct
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct
tagataacta
gacccacgct
cgcagaagtg
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtca
aattctctta
aagtcattct
gataataccg
gggcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctctteecttt
atatttgaat
gtgccacctg

atcacgaggc

acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg
cgatacggga
caccggctcce
gtcctgcaac
gtagttcgece
cacgctcegte
catgatcccce
gaagtaagtt
ctgtcatgcecce
gagaatagtg
cgccacatag
tctcaaggat
gatcttcagce
atgccgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga

cctttegte

aacagtattt
ctcttgatcce
gattacgcgce
cgctcagtgg
cttcacctag
gtaaacttgg
tctatttegt
gggcttacca
agatttatca
tttatccgee
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtgce
ggccgcagtg
atccgtaaga
tatgcggecga
cagaacttta
cttaccgcetg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa

aaccattatt

tcgegegttt cggtgatgac ggtgaaaacc tctgacacat gcagctccecg gagacggtca

cagcttgtct gtaagcggat gccgggagca gacaagcccg tcagggcgceg tcagegggtg

140

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4369

60

120



ttggcgggtg
accatatgcecg
attcgcecatt
tacgccaget
tttcececagte
gtaatacaag
atctgccacc
agaagaggcg
gctgcacggt
catgaccgecce
taagctgcac
taagaagtca
tattgggagt
caggtgctac
gcccaagaag
ggcccagcag
aatccacagce
aggatctggt
aataccaact
ctaataaaaa
agcttggcegt
ccacacaaca
taactcacat
cagctgcatt
tcecgettect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttccatagge
cgaaacccga
tctectgtte
gtggecgettt

aagctgggcet

tcggggctgg
gtgtgaaata
caggctgcge
ggcgaaaggg
acgacgttgt
cttgecttgtt
atgggctccg
cccgaggagg
gcgggcatcet
cgcgecgggg
atggaagggt
gccaagggtce
gagaggcggce
aactgtggag
tgccacttcet
ggccctagtg
cctacccetge
taccactaaa
tacactttac
gaaagtttct
aatcatggtc
tacgagccgg
taattgcgtt
aatgaatcgg
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagca
tcecgeccecece
caggactata
cgaccctgee
ctcatagctc

gtgtgcacga

ES 2676 600 T3

cttaactatg
ccgcacagat
aactgttggg
ggatgtgctg
aaaacgacgg
ctttttgcag
tgtccaacca
cgccggagga
gtaagtggtt
tcgegetcega
tccggagett
tggaatccat
caaaaggaaa
gtctagatca
gccagagcat
cacagggaaa
tceceggagge
ccagcctcaa
aaaatgttgt
tcacattctg
atagctgttt
aagcataaag
gcgctcactg
ccaacgcgcg
ctecgetgege
acggttatcc
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga
acgctgtagg

accccecgtt

cggcatcaga
gcgtaaggag
aagggcgatc
caaggcgatt
ccagtgaatt
aagctcagaa
gcagtttgca
cgcggeeegg
caacgtgcege
ccccccagtg
gaaggagggt
ccgtgtecacce
gagcatgcag
tcatgccaag
cagccatatg
gccaacctac
acagaattga
gaacacccga
cccccaaaat
gatcctctag
cctgtgtgaa
tgtaaagcct
ccecgcetttece
gggagaggcg
tcggtegtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gcgtttcecece
tacctgtcecceg
tatctcagtt

cagcccgace

141

gcagattgta
aaaataccgce
ggtgcgggec
aagttgggta
ctaatacgac
taaacgctca
ggtggctgeg
gcggcggacg
atggggttcg
gatgtctttg
gaggcagtgg
ggacctggtg
aagcgcagat
gaatgcaagc
gtagcctcat
tttcgagagg
gatatcacta
atggagtctc
gtagccattce
agtcgacctg
attgttatcce
ggggtgccta
agtcgggaaa
gtttgcgtat
ggctgcggeg
gggataacgc
aggccgcegtt
gacgctcaag
ctggaagctce
cctttctece
cggtgtaggt

gctgegecett

ctgagagtgce
atcaggcgcecce
tcttegetat
acgccagggt
tcactatagg
actttggcag
ccaaggcggc
agcctcaget
gcttecetgte
tgcaccagag
agttcacctt
gagtattctg
caaaaggaga
tgccacccca
gtcecgetgaa
aagaagaaga
gtgactgact
taagctacat
gtatctgctce
caggcatgca
gctcacaatt
atgagtgagc
cctgtegtge
tgggcgctcet
agcggtatca
aggaaagaac
gctggegttt
tcagaggtgg
cctegtgege
ttecgggaage
cgttegetcee

atccggtaac

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



tatcgtcttg
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct
tagataacta
gacccacgct
cgcagaagtg
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtca
aattctctta
aagtcattct
gataataccg
gggcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctctteecttt
atatttgaat
gtgccacctg

atcacgaggc

<210> 6
<211> 3847
<212> ADN

agtccaaccc
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg
cgatacggga
caccggctcce
gtcctgcaac
gtagttcgece
cacgctcegte
catgatcccce
gaagtaagtt
ctgtcatgcecce
gagaatagtg
cgccacatag
tctcaaggat
gatcttcagce
atgccgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga

cctttegte

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 6

ES 2676 600 T3

ggtaagacac
gtatgtaggc
aacagtattt
ctcttgatcce
gattacgcge
cgctcagtgg
cttcacctag
gtaaacttgg
tctatttegt
gggcttacca
agatttatca
tttatccgee
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtgce
ggccgcagtg
atccgtaaga
tatgcggecga
cagaacttta
cttaccgcetg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa

aaccattatt

gacttatcge
ggtgctacag
ggtatctgecg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
atccttttaa
tctgacagtt
tcatccatag
tctggeccceca
gcaataaacc
tccatccagt
ttgcgcaacg
gcttcattca
aaaaaagcgg
ttatcactca
tgcttttctg
ccgagttgcet
aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccageg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggttc

atcatgacat

142

cactggcagc
agttcttgaa
ctctgcectgaa
ccaccgcetgg
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgctt
ttgcctgact
gtgctgcaat
agccagccgg
ctattaattg
ttgttgccat
gctceggtte
ttagctecctt
tggttatggce
tgactggtga
cttgceegge
tcattggaaa
gttcgatgta
tttctgggtg
ggaaatgttg
attgtctcat
cgcgcacatt

taacctataa

agccactggt
gtggtggect
gccagttacce
tagcggtggt
agatcctttg
gattttggtc
aagttttaaa
aatcagtgag
ccecegtegtg
gataccgcga
aagggccgag
ttgcecgggaa
tgctacagge
ccaacgatca
cggtccteeg
agcactgcat
gtactcaacc
gtcaatacgg
acgttcttceg
acccactcgt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tccececgaaaa

aaataggcgt

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3559



tcgegegttt
cagcttgtcet
ttggcgggtyg
accatatgeg
attcgcecatt
tacgccagcet
tttececcagte
gtaatacaag
atctgccacc
cgactgtaaa
cttgcaaatg
catggatctg
cacttctgca
gaccagaact
gaaatacctc
acaggtgaag
ctggcecgaag
ctactcttce
caaccagacc
caaccactcc
cagtcccttce
ttctectgee
acagcagacc
catgaacatg
ccactaaacc
cactttacaa
aagtttcttc
tcatggtcat
cgagccggaa
attgecgttge
tgaatcggce

ctcactgact

cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggcetgg
gtgtgaaata
caggctgcge
ggcgaaaggyg
acgacgttgt
cttgecttgtt
atgagtgtgg
gaatcttcac
tctteotgetg
cttattcagg
gagaatagtg
gtgttctett
agcctccage
acctggttcc
aatagcaatg
taccaccagg
tggaacaatt
tggaacactc
tataactgtg
agtgacttgg
actaggtatt
caacctgaag
agcctcaaga
aatgttgtcce
acattctgga
agctgtttce
gcataaagtg
gctcactgcece
aacgcgcggg

cgctgegete

ES 2676 600 T3

ggtgaaaacc
gccgggagea
cttaactatg
ccgcacagat
aactgttggg
ggatgtgctg
aaaacgacgg
ctttttgcag
atccagcettg
ctatgecctgt
agatgcctca
acagccctga
tcgcaaaaaa
ccacccagcect
agatgcaaga
agaaccagag
gtgtgacgca
gatgcctggt
caacctggag
agacctggtg
gagaggaatc
aggctgeccectt
ttagtactce
acgtgtgaga
acacccgaat
cccaaaatgt
tecctcectagag
tgtgtgaaat
taaagcctgg
cgctttececag
gagaggcggt

ggtcgttcgg

tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
gcgtaaggag
aagggcgatc
caaggcgatt
ccagtgaatt
aagctcagaa
tcececcaaage
gatttgtggg
cacagagact
ttcttccacce
ggaagacaag
gtgtgtactce
actctccaac
aatgaaatct
gaaggcctca
gaacccgact
caaccagacc
cacccaatcc
tctgecagtcee
ggaagctgct
acaaaccatg
tatcactagt
ggagtctcta
agccattcgt
tcgacctgea
tgttatccge
ggtgcctaat
tcgggaaacc
ttgcgtattg

ctgcggcgag

143

gcagctcceccg
tcagggcgeg
gcagattgta
aaaataccgce
ggtgcgggec
aagttgggta
ctaatacgac
taaacgctca
ttgececttget
cctgaagaaa
gtctctccte
agtcccaaag
gtcceggtea
aatgatagat
atcctgaacc
aagaggtggc
gcacctacct
gggaaccttc
cagaacatcc
tggaacaatc
tgcatgcact
ggggaaggcc
gatttattcc
gactgactag
agctacataa
atctgcetcecet
ggcatgcaag
tcacaattcc
gagtgagcta
tgtcgtgceca
ggcgctcectte

cggtatcagce

gagacggtca
tcagcgggtg
ctgagagtgc
atcaggcgcece
tcttegetat
acgccagggt
tcactatagg
actttggcag
ttgaagcatc
actatccatc
ttcecttecte
gcaaacaacc
agaaacagaa
ttcagagaca
tcagctacaa
agaaaaacaa
accccagcect
caatgtggag
agtcctggag
aggcctggaa
tccagccaaa
ttaatgtaat
taaactactc
gatctggtta
taccaactta
aataaaaaga
cttggcgtaa
acacaacata
actcacatta
gctgcattaa
cgcttecteg

tcactcaaag

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



gcggtaatac
ggccagcaaa
cgceccecectg
ggactataaa
accctgeege
catagctcac
gtgcacgaac
tccaaccegg
agagcgaggt
actagaagaa
gttggtagcect
aagcagcaga
gggtctgacg
aaaaggatct
atatatgagt
gcgatctgtc
atacgggagg
ccggctcecag
cctgcaactt
agttcgccag
cgctegtegt
tgatccccca
agtaagttgg
gtcatgccat
gaatagtgta
ccacatagca
tcaaggatct
tcttcagecat
gccgcaaaaa
caatattatt

atttagaaaa

ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggc
ttaccggata
gctgtaggta
ccececegttea
taagacacga
atgtaggcgg
cagtatttgg
cttgatcecgg
ttacgcgcag
ctcagtggaa
tcacctagat
aaacttggtc
tatttcegtte
gcttaccatc
atttatcagce
tatccgecte
ttaatagttt
ttggtatggce
tgttgtgcaa
ccgcagtgtt
ccgtaagatg
tgcggcgacce
gaactttaaa
taccgetgtt
cttttacttt
agggaataag
gaagcattta

ataaacaaat

ES 2676 600 T3

agaatcaggg
ccgtaaaaag
caaaaatcga
gtttcccect
cctgtecgece
tctcagtteg
gcccgaccgce
cttatcgcecca
tgctacagag
tatctgeget
caaacaaacc
aaaaaaagga
cgaaaactca
ccttttaaat
tgacagttac
atccatagtt
tggccccagt
aataaaccag
catccagtct
gcgcaacgtt
ttcattcagce
aaaagcggtt
atcactcatg
cttttetgtg
gagttgctct
agtgctcatc
gagatccagt
caccagcgtt
ggcgacacgg
tcagggttat

aggggttccg

gataacgcag
gccgegttge
cgctcaagtce
ggaagctccc
tttctccecett
gtgtaggtcg
tgcgecettat
ctggcagcag
ttcttgaagt
ctgctgaagce
accgctggta
tctcaagaag
cgttaaggga
taaaaatgaa
caatgcttaa
gcctgactce
gctgcaatga
ccagccggaa
attaattgtt
gttgccattg
tcecggttcecece
agctcctteg
gttatggcag
actggtgagt
tgceeggegt
attggaaaac
tcgatgtaac
tctgggtgag
aaatgttgaa
tgtctcatga

cgcacatttc

144

gaaagaacat
tggcgttttt
agaggtggcg
tcgtgegete
cgggaagcgt
ttcgetccaa
ccggtaacta
ccactggtaa
ggtggcctaa
cagttacctt
gcggtggttt
atcctttgat
ttttggtcat
gttttaaatc
tcagtgaggc
ccgtegtgta
taccgcgaga
gggccgagceg
gccgggaagce
ctacaggcat
aacgatcaag
gtcctecgat
cactgcataa
actcaaccaa
caatacggga
gttctteggg
ccactegtge
caaaaacagg
tactcatact
gcggatacat

cccgaaaagt

gtgagcaaaa
ccataggctc
aaacccgaca
tcctgtteeg
ggcgctttcet
gctgggetgt
tcgtcettgag
caggattagc
ctacggctac
cggaaaaaga
ttttgtttge
cttttctacg
gagattatca
aatctaaagt
acctatctca
gataactacg
cccacgctca
cagaagtggt
tagagtaagt
cgtggtgtca
gcgagttaca
cgttgtcaga
ttctettact
gtcattctga
taataccgeg
gcgaaaactc
acccaactga
aaggcaaaat
cttcecttttt
atttgaatgt

gccacctgac

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780



gtctaagaaa ccattattat catgacatta acctataaaa ataggecgtat cacgaggceccce

tttegte

<210>7
<211> 4304
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 7

tcgegegttt
cagcttgtct
ttggcgggtyg
accatatgcg
attcgccatt
tacgccagcet
tttcececagte
gtaatacaag
atctgataat
acgatgcccce
cagccgtatt
ctgcagcccece
ccecetgtece
ttctcecectte
gagatggtga
gacgacgaga
gccgccgeca
ggcagcccga
gatctgagcg
aacgacagca
tcggattcte
ctccatgagg
gaagaaatcg
ggatcacctt

tgccacgtct

cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggetgyg
gtgtgaaata
caggctgege
ggcgaaaggg
acgacgttgt
cttgcttgtt
tcgccaccat
tcaacgttag
tctactgecga
cggcgcccag
ctagcecgeceg
ggggagacaa
ccgagcetgcet
ccttcatcaa
agctcgtcte
accccgeccg
ccgecgecte
gctcgecccaa
tgctctecte
agacaccgcc
atgttgtttc
ctgctggagg

ccacacatca

ES 2676 600 T3

ggtgaaaacc
gccgggagea
cttaactatg
ccgcacagat
aactgttggg
ggatgtgctg
aaaacgacgg
ctttttgcag
ggattttttt
cttcaccaac
cgaggaggag
cgaggatatc
ctecegggetce
cgacggcggt
gggaggagac
aaacatcatc
agagaagctg
cggccacagc
agagtgcatc
gtcctgegee
gacggagtcc
caccaccagc
tgtggaaaag
ccacagcaaa

gcacaactac

tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
gcgtaaggag
aagggcgatc
caaggcgatt
ccagtgaatt
aagctcagaa
cgggtagtgg
aggaactatg
aacttctacc
tggaagaaat
tgctecgecct
ggcgggaget
atggtgaacc
atccaggact
gcctectace
gtctgectcca
gacccctegg
tcgcaagact
tccecegecagg
agcgactctg
aggcaggctc
cctectcaca

gcagcgcecte

145

gcagctcccg
tcagggcgeg
gcagattgta
aaaataccgc
ggtgcgggee
aagttgggta
ctaatacgac
taaacgctca
aaaaccagca
acctcgacta
agcagcagca
tcgagetgcet
cctacgttgce
tctccacgge
agagtttcat
gtatgtggag
aggctgegeg
cctccagett
tggtcttcce
ccagcgccectt
gcagccccga
aggaggaaca
ctggcaaaag
gcccactggt

cctccacteg

gagacggtca
tcagcgggtg
ctgagagtge
atcaggcgcce
tcttegetat
acgccagggt
tcactatagg
actttggcag
gccteceegeg
cgactcggtg
gcagagcgag
gcccaccccg
ggtcacaccc
cgaccagctg
ctgcgacccg
cggcttcteg
caaagacagc
gtacctgcag
ctaccctctce
ctctecegtee
gccccectggtg
agaagatgag
gtcagagtct
cctcaagagg

gaaggactat

3840

3847

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



cctgetgeca
cgaaaatgca
aacgtcttgg
cagatcccgg
acagcataca
ttgcggaaac
taaggatcat
cccgaatgga
aaaatgtagc
tctagagtcg
gtgaaattgt
agcctggggt
tttccagteg
aggcggtttg
cgttecggetg
atcaggggat
taaaaaggcc
aaatcgacgce
tccecectgga
gtcecgecettt
cagttcggtg
cgaccgcetge
atcgccactg
tacagagttc
ctgcgetcetg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa

catagttgce

agagggtcaa
ccagccccag
agcgccagag
agttggaaaa
tcctgteegt
gacgagaaca
cactagtgac
gtctctaage
cattcgtatc
acctgcaggce
tatccgetca
gcctaatgag
ggaaacctgt
cgtattgggce
cggcgagcegg
aacgcaggaa
gcgttgetgg
tcaagtcaga
agctccecteg
ctceettegg
taggtcgttc
gccttatceg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtageg
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca

tgactcceeg

ES 2676 600 T3

gttggacagt
gtccteggac
gaggaacgag
caatgaaaag
ccaagcagag
gttgaaacac
tgactaggat
tacataatac
tgctcctaat
atgcaagctt
caattccaca
tgagctaact
cgtgccagcet
gctectteege
tatcagctca
agaacatgtg
cgtttttcca
ggtggcgaaa
tgcgetctcece
gaagcgtgge
gctccaagcet
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttegg
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacc

tcgtgtagat

gtcagagtcc
accgaggaga
ctaaaacgga
gcccccaagg
gagcaaaagc
aaacttgaac
ctggttacca
caacttacac
aaaaagaaag
ggcgtaatca
caacatacga
cacattaatt
gcattaatga
ttcetegete
ctcaaaggcg
agcaaaaggc
taggctccge
cccgacagga
tgttccgacce
gctttcectecat
gggctgtgtg
tcttgagtce
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcagcg

aactacgata

146

tgagacagat
atgtcaagag
gcttttttge
tagttatcct
tcatttctga
agctacggaa
ctaaaccagc
tttacaaaat
tttcttcaca
tggtcatagce
gccggaagca
gcgttgeget
atcggccaac
actgactcge
gtaatacggt
cagcaaaagg
ccccectgacg
ctataaagat
ctgcecgetta
agctcacgcet
cacgaacccc
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaagaacag
ggtagctctt
cagcagatta
tctgacgcectce
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtctat

cgggagggct

cagcaacaac
gcgaacacac
cctgegtgac
taaaaaagcc
agaggacttg
ctcttgtgeg
ctcaagaaca
gttgtccccece
ttectggatce
tgtttcectgt
taaagtgtaa
cactgceccecge
gcgcggggag
tgcgectceggt
tatccacaga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgttecagece
gacacgactt
taggcggtgce
tatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatcct
cttggtctga
ttegttcatce

taccatctgg

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360



cceccagtget
aaaccagcca
ccagtctatt
caacgttgtt
attcagctcc
agcggttage
actcatggtt
ttctgtgact
ttgctettge
gctcatcatt
atccagttcg
cagcgtttct
gacacggaaa
gggttattgt
ggttcecgege
gacattaacc

<210> 8
<211> 4251
<212> ADN

gcaatgatac
gccggaaggg
aattgttgce
gccattgeta
ggttcccaac
tcetteggte
atggcagcac
ggtgagtact
ccggcgtcaa
ggaaaacgtt
atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
ctcatgagcg
acatttcccc

tataaaaata

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 8

tcgegegttt
cagcttgtct
ttggcgggtyg
accatatgcg
attcgccatt
tacgccagcet
tttcececagte
gtaatacaag
atctgccacc
ctecggtgcag

gagcgagctg

cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggctgg
gtgtgaaata
caggctgcge
ggcgaaaggg
acgacgttgt
cttgcttgtt
atgcccctca
ccgtatttcet

cagccceegg

ES 2676 600 T3

cgcgagaccc
ccgagcgcag
gggaagctag
caggcatcgt
gatcaaggcg
ctccgategt
tgcataattc
caaccaagtc
tacgggataa
cttecggggeg
ctecgtgecacce
aaacaggaag
tcatactctt
gatacatatt
gaaaagtgcc

ggcgtatcac

ggtgaaaacc
gccgggagea
cttaactatg
ccgcacagat
aactgttggg
ggatgtgctg
aaaacgacgg
ctttttgcag
acgttagctt
actgcgacga

cgcccagega

acgctcaccg
aagtggtcct
agtaagtagt
ggtgtcacge
agttacatga
tgtcagaagt
tcttactgte
attctgagaa
taccgecgceca
aaaactctca
caactgatct
gcaaaatgcc
cctttttcaa
tgaatgtatt
acctgacgtc

gaggcccttt

tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
gcgtaaggag
aagggcgatc
caaggcgatt
ccagtgaatt
aagctcagaa
caccaacagg
ggaggagaac

ggatatctgg

147

gctccagatt
gcaactttat
tcgccagtta
tcgtegtttg
tccecececatgt
aagttggccg
atgccatccg
tagtgtatgce
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatctt
gcaaaaaagg
tattattgaa
tagaaaaata
taagaaacca

cgte

gcagctcccg
tcagggcgeg
gcagattgta
aaaataccgc
ggtgcgggee
aagttgggta
ctaatacgac
taaacgctca
aactatgacc
ttctaccage

aagaaattcg

tatcagcaat
ccgcectcecat
atagtttgecg
gtatggcttc
tgtgcaaaaa
cagtgttatc
taagatgctt
ggcgaccgag
ctttaaaagt
cgctgttgag
ttactttcac
gaataagggc
gcatttatca
aacaaatagg

ttattatcat

gagacggtca
tcagcgggtg
ctgagagtgc
atcaggcgcce
tcttegetat
acgccagggt
tcactatagg
actttggcag
tcgactacga
agcagcagca

agctgectgece

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4304

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



cgcgecgecce
cacaccctte
ccagctggag
cgacccggac
cttecteggece
agacagcggc
cctgcaggat
ccctctcaac
tcegtecteg
cctggtgete
agatgaggaa
agagtctgga
caagaggtgc
ggactatcct
caacaaccga
aacacacaac
gcgtgaccag
aaaagccaca
ggacttgttg
ttgtgcgtaa
aagaacaccc
gtccecccaaa
tggatcctcet
ttcctgtgtg
agtgtaaagc
tgccegettt
cggggagagg
gctcggtegt
ccacagaatc
ggaaccgtaa

atcacaaaaa

ctgtcccecta
tcecetteggg
atggtgaccg
gacgagacct
gccgccaagce
agcccgaacc
ctgagcgecg
gacagcagct
gattctctge
catgaggaga
gaaatcgatg
tcaccttcetg
cacgtctcca
gctgccaaga
aaatgcacca
gtcttggagce
atcccggagt
gcatacatcc
cggaaacgac
ggatcatcac
gaatggagtc
atgtagccat
agagtcgacc
aaattgttat
ctggggtgce
ccagtcggga
cggtttgegt
tcggetgegg
aggggataac
aaaggccgcg

tcgacgctca

ES 2676 600 T3

gcegecgete
gagacaacga
agctgetggg
tcatcaaaaa
tecgtctcaga
ccgcccgegg
ccgcctcaga
cgcccaagte
tcteectegac
caccgcccac
ttgtttectgt
ctggaggcca
cacatcagca
gggtcaagtt
gcceccaggte
gccagaggag
tggaaaacaa
tgtccgteca
gagaacagtt
tagtgactga
tctaagctac
tecgtatctge
tgcaggcatg
ccgctcacaa
taatgagtga
aacctgtegt
attgggcgcet
cgagcggtat
gcaggaaaga
ttgctggegt

agtcagaggt

cgggctctge
cggcggtgge
aggagacatg
catcatcatc
gaagctggcce
ccacagcgtce
gtgcatcgac
ctgcgectceg
ggagtcctce
caccagcagc
ggaaaagagg
cagcaaacct
caactacgca
ggacagtgtc
ctcggacacc
gaacgagcta
tgaaaaggcc
agcagaggag
gaaacacaaa
ctaggatctg
ataataccaa
tcctaataaa
caagcttggce
ttccacacaa
gctaactcac
gccagcectgca
cttcegette
cagctcactc
acatgtgagc
ttttccatag

ggcgaaacce

148

tcgecectect
gggagcttct
gtgaaccaga
caggactgta
tcctaccagg
tgctccacct
cceteggtgg
caagactcca
ccgcagggca
gactctgagg
caggctccetg
cctcacagcee
gcgcecctceect
agagtcctga
gaggagaatg
aaacggagct
cccaaggtag
caaaagctca
cttgaacagc
gttaccacta
cttacacttt
aagaaagttt
gtaatcatgg
catacgagcc
attaattgcg
ttaatgaatc
ctcgetcact
aaaggcggta
aaaaggccag
gctcegecce

gacaggacta

acgttgcggt
ccacggccga
gtttcatctg
tgtggagcgg
ctgcgegeaa
ccagcttgta
tcttccecta
gcgecttcete
gccccgagcec
aggaacaaga
gcaaaaggtc
cactggtcct
ccactcggaa
gacagatcag
tcaagaggcg
tttttgccct
ttatccttaa
tttctgaaga
tacggaactc
aaccagcctce
acaaaatgtt
cttcacattc
tcatagctgt
ggaagcataa
ttgcgetcac
ggccaacgcg
gactcgcectge
atacggttat
caaaaggcca
cctgacgage

taaagatacc

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

2220

2280

2340

2400

2460

2520



aggcgtttce
gatacctgtc
ggtatctcag
ttcagccecga
acgacttatc
gcggtgctac
ttggtatctg
ccggcaaaca
gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
agatcctttt
ggtctgacag
gttcatccat
catctggcce
cagcaataaa
cctccatcca
gtttgcgcaa
tggcttcatt
gcaaaaaagc
tgttatcact
gatgcttttce
gaccgagttg
taaaagtgct
tgttgagatc
ctttcaccag
taagggcgac
tttatcaggg
aaataggggt

ttatcatgac

<210>9
<211> 4251
<212> ADN

ccctggaage
cgecetttete
ttcggtgtag
ccgetgegece
gccactggca
agagttcttg
cgctctgetg
aaccaccgct
aggatctcaa
ctcacgttaa
aaattaaaaa
ttaccaatgce
agttgecctga
cagtgctgca
ccagccagcc
gtctattaat
cgttgttgee
cagctcecggt
ggttagctcc
catggttatg
tgtgactggt
ctecttgeceg
catcattgga
cagttcgatg
cgtttectggg
acggaaatgt
ttattgtctce
tcecgegecaca

attaacctat

<213> Secuencia artificial

ES 2676 600 T3

tcectegtge
ccttcgggaa
gtcgtteget
ttatccggta
gcagccactg
aagtggtgge
aagccagtta
ggtagcggtg
gaagatcctt
gggattttgg
tgaagtttta
ttaatcagtg
ctceceegteg
atgataccgc
ggaagggccg
tgttgccggg
attgctacag
tcccaacgat
ttcggtecte
gcagcactgce
gagtactcaa
gcgtcaatac
aaacgttcectt
taacccactc
tgagcaaaaa
tgaatactca
atgagcggat
tttececeecgaa

aaaaataggc

gctctecctgt
gcgtggegcet
ccaagctggg
actatcgtct
gtaacaggat
ctaactacgg
ccttcggaaa
gtttttttgt
tgatctttte
tcatgagatt
aatcaatcta
aggcacctat
tgtagataac
gagacccacg
agcgcagaag
aagctagagt
gcatcgtggt
caaggcgagt
cgatcgttgt
ataattctct
ccaagtcatt
gggataatac
cggggcgaaa
gtgcacccaa
caggaaggca
tactcttcct
acatatttga
aagtgccacc

gtatcacgag

149

tccgaccectg
ttctcatage
ctgtgtgcac
tgagtccaac
tagcagagcg
ctacactaga
aagagttggt
ttgcaagcag
tacggggtct
atcaaaaagg
aagtatatat
ctcagcgatc
tacgatacgg
ctcaccggcet
tggtcectgea
aagtagttcg
gtcacgctceg
tacatgatcc
cagaagtaag
tactgtcatg
ctgagaatag
cgcgccacat
actctcaagg
ctgatcttca
aaatgccgceca
ttttcaatat
atgtatttag
tgacgtctaa

gcecetttegt

ccgcettacceg
tcacgctgta
gaaccccccg
ccggtaagac
aggtatgtag
agaacagtat
agctcttgat
cagattacgc
gacgctcagt
atcttcacct
gagtaaactt
tgtctatttce
gagggcttac
ccagatttat
actttatccg
ccagttaata
tcgtttggta
cccatgttgt
ttggccgecag
ccatccgtaa
tgtatgecgge
agcagaactt
atcttaccge
gcatctttta
aaaaagggaa
tattgaagca
aaaaataaac
gaaaccatta

(]

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4251



<220>
<223> Sintética

<400> 9

tcgegegttt
cagcttgtcet
ttggcgggtyg
accatatgcg
attcgccatt
tacgccagcet
tttcececagte
gtaatacaag
atctgccacc
ctecggtgcag
gagcgagctg
caccccgecce
cacaccctte
ccagctggag
cgacccggac
cttecteggece
agacagcggc
cctgcaggat
ccctetcaac
tcegtecteg
cctggtgcectce
agatgaggaa
agagtctgga
caagaggtgc
ggactatcct
caacaaccga
aacacacaac
gcgtgaccag

aaaagccaca

cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggctgg
gtgtgaaata
caggctgcge
ggcgaaaggg
acgacgttgt
cttgcttgtt
atgcccctca
ccgtatttcet
cagcccccgg
ctgtccececta
tcectteggg
atggtgaccg
gacgagacct
gccgccaage
agcccgaacce
ctgagecgecg
gacagcagct
gattctctge
catgaggaga
gaaatcgatg
tcaccttcetg
cacgtctcca
gctgccaaga
aaatgcacca
gtcttggage
atcccggagt

gcatacatcc

ES 2676 600 T3

ggtgaaaacc
gccgggagea
cttaactatg
ccgcacagat
aactgttggg
ggatgtgctg
aaaacgacgg
ctttttgcag
acgttagctt
actgcgacga
cgcccagcega
gccgecgcete
gagacaacga
agctgetggg
tcatcaaaaa
tcgtctcaga
ccgecegegg
ccgcectcaga
cgcccaagte
tctcectcegac
caccgcccac
ttgtttctgt
ctggaggcca
cacatcagca
gggtcaagtt
gccccaggte
gccagaggag
tggaaaacaa

tgtcecgtceca

tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
gcgtaaggag
aagggcgatc
caaggcgatt
ccagtgaatt
aagctcagaa
caccaacagg
ggaggagaac
ggatatctgg
cgggctetge
cggeggtgge
aggagacatg
catcatcatc
gaagctggcce
ccacagcgtce
gtgcatcgac
ctgecgececteg
ggagtcctce
caccagcagc
ggaaaagagg
cagcaaacct
caactacgca
ggacagtgtc
ctcggacacce
gaacgagcta
tgaaaaggcc

agcagaggag

150

gcagctcccg
tcagggcgeg
gcagattgta
aaaataccgc
ggtgcgggee
aagttgggta
ctaatacgac
taaacgctca
aactatgacc
ttctaccage
aagaaattcg
tcgecectcect
gggagcttct
gtgaaccaga
caggactgta
tcctaccagg
tgctccacct
ccecteggtgg
caagactcca
ccgcagggcea
gactctgagg
caggctcctg
cctcacagcece
gcgectecect
agagtcctga
gaggagaatg
aaacggagct
cccaaggtag

caaaagctca

gagacggtca
tcagcgggtg
ctgagagtgc
atcaggcgcce
tcttegetat
acgccagggt
tcactatagg
actttggcag
tcgactacga
agcagcagca
agctgectgece
acgttgcggt
ccacggccga
gtttcatctg
tgtggagcegg
ctgcgecgecaa
ccagcttgta
tcttccecta
gcgcecttete
gccccgagec
aggaacaaga
gcaaaaggtc
cactggtcct
ccactcggaa
gacagatcag
tcaagaggcg
tttttgececet
ttatccttaa

tttctgaaga

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



ggacttgttg
ttgtgcgtaa
aagaacaccc
gtccecccaaa
tggatcctcet
ttcectgtgtg
agtgtaaagc
tgccegettt
cggggagagg
gctecggtegt
ccacagaatc
ggaaccgtaa
atcacaaaaa
aggcgtttecce
gatacctgtc
ggtatctcag
ttcagceccga
acgacttatc
gcggtgctac
ttggtatctg
ccggcaaaca
gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
agatcctttt
ggtctgacag
gttcatccat
catctggccce
cagcaataaa
cctccatcca
gtttgcgcaa
tggcttecatt

gcaaaaaagc

cggaaacgac
ggatcatcac
gaatggagtc
atgtagccat
agagtcgacc
aaattgttat
ctggggtgece
ccagtcggga
cggtttgegt
tcggctgegg
aggggataac
aaaggccgceg
tcgacgcetca
ccctggaage
cgcctttete
ttcggtgtag
ccgetgegee
gccactggca
agagttcttg
cgctctgetg
aaccaccgct
aggatctcaa
ctcacgttaa
aaattaaaaa
ttaccaatgce
agttgcctga
cagtgctgca
ccagccagcec
gtctattaat
cgttgttgcee
cagctceggt

ggttagctce

ES 2676 600 T3

gagaacagtt
tagtgactga
tctaagctac
tcgtatcetge
tgcaggcatg
ccgctcacaa
taatgagtga
aacctgtcgt
attgggecget
cgagcggtat
gcaggaaaga
ttgctggegt
agtcagaggt
tcecectegtge
ccttecgggaa
gtcgttcget
ttatceggta
gcagccactg
aagtggtggc
aagccagtta
ggtagcggtg
gaagatcctt
gggattttgg
tgaagtttta
ttaatcagtg
cteceeegteg
atgataccgce
ggaagggccg
tgttgccggg
attgctacag
tcccaacgat

ttcggtecte

gaaacacaaa
ctaggatctg
ataataccaa
tcctaataaa
caagcttggce
ttccacacaa
gctaactcac
gccagctgeca
cttcegette
cagctcactc
acatgtgagc
ttttccatag
ggcgaaaccc
gctectectgt
gcgtggeget
ccaagctggg
actatcgtct
gtaacaggat
ctaactacgg
cctteggaaa
gtttttttgt
tgatcttttce
tcatgagatt
aatcaatcta
aggcacctat
tgtagataac
gagacccacg
agcgcagaag
aagctagagt
gcatcgtggt
caaggcgagt

cgategttgt

151

cttgaacagce
gttaccacta
cttacacttt
aagaaagttt
gtaatcatgg
catacgagcecce
attaattgcg
ttaatgaatc
ctcgctecact
aaaggcggta
aaaaggccag
gcteegeccee
gacaggacta
tccgacectg
ttctcatage
ctgtgtgcac
tgagtccaac
tagcagagcg
ctacactaga
aagagttggt
ttgcaagcag
tacggggtct
atcaaaaagg
aagtatatat
ctcagecgatce
tacgatacgg
ctcaccggcet
tggtcctgcea
aagtagttcg
gtcacgetcg
tacatgatcc

cagaagtaag

tacggaactc
aaccagcctce
acaaaatgtt
cttcacattc
tcatagctgt
ggaagcataa
ttgecgcetcac
ggccaacgcg
gactecgcetge
atacggttat
caaaaggcca
cctgacgage
taaagatacc
ccgcettacceg
tcacgctgta
gaaccccccg
ccggtaagac
aggtatgtag
agaacagtat
agctcttgat
cagattacgce
gacgctcagt
atcttcacct
gagtaaactt
tgtctattte
gagggcttac
ccagatttat
actttatccg
ccagttaata
tcgtttggta
cccatgttgt

ttggcecgeag

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660



tgttatcact
gatgcttttce
gaccgagttg
taaaagtgct
tgttgagatc
ctttcaccag
taagggcgac
tttatcaggg
aaataggggt
ttatcatgac
<210> 10

<211> 4018
<212> ADN

catggttatg
tgtgactggt
ctecttgeceg
catcattgga
cagttcgatg
cgtttectggg
acggaaatgt
ttattgtctce
tcecgegecaca

attaacctat

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 10

tcgegegttt
cagcttgtct
ttggcgggtyg
accatatgcg
attcgccatt
tacgccagcet
tttcececagte
gtaatacaag
atctgccacc
ggatttctac
atcgcceccecce
gattggtccce
ccactcgaaa
cggctteteg

gccecggggyg

cggcaaccceg

cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggctgg
gtgtgaaata
caggctgcge
ggcgaaaggg
acgacgttgt
cttgcttgtt
atggactacg
cgctccacgg
acgtcgeccge
ccggagcecgt
ggctggggca
gcccgggaac
aacccgccca

gcgcecgecg

ES 2676 600 T3

gcagcactgce
gagtactcaa
gcgtcaatac
aaacgttctt
taacccactc
tgagcaaaaa
tgaatactca
atgagcggat
tttceceecgaa

aaaaataggc

ggtgaaaacc
gccgggagea
cttaactatg
ccgcacagat
aactgttggg
ggatgtgctg
aaaacgacgg
ctttttgcag
actcgtacca
cgcccagcga
cctggggett
ggcccggagg
ggaactacgc
ggctggagag
aggcgtccge

ccecectgtee

ataattctct
ccaagtcatt
gggataatac
cggggcgaaa
gtgcacccaa
caggaaggca
tactcttcct
acatatttga
aagtgccacc

gtatcacgag

tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
gcgtaaggag
aagggcgatc
caaggcgatt
ccagtgaatt
aagctcagaa
gcactatttce
ggacatctgg
gggtccegge
gtgcaccgga
ctccatcata
agctgtgagce
cgccccggac

gctgggcgaa

152

tactgtcatg
ctgagaatag
cgcgccacat
actctcaagg
ctgatcttca
aaatgccgca
ttttcaatat
atgtatttag
tgacgtctaa

gcectttegt

gcagctcccg
tcagggcgeg
gcagattgta
aaaataccgc
ggtgcgggee
aagttgggta
ctaatacgac
taaacgctca
tacgactatg
aagaaattcg
gcaggggacc
gacgaagcgg
cgcecgtgact
gaccggctcg
tgcactccca

cCcaagaccc

ccatccgtaa
tgtatgcgge
agcagaactt
atcttaccge
gcatctttta
aaaaagggaa
tattgaagca
aaaaataaac
gaaaccatta

Cc

gagacggtca
tcagcgggtg
ctgagagtgc
atcaggcgcce
tcttegetat
acgccagggt
tcactatagg
actttggcag
actgcgggga
agctggtgcce
cggccceegyg
aatcccgggg
gcatgtggag
ctcctggege
gcctcgaage

aggcctgcete

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4251

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



cgggtccgag
gaggcagtct
tccetgeatg
ttttccteca
tctggagaga
cccacctgta
tgaggatgtg
gcgttegega
ccccaaagta
gaagaggatg
aattgcatac
cagcctcaag
aaatgttgtc
cacattctgg
tagctgttte
agcataaagt
cgctcactge
caacgcgcgg
tcgectgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
cceceecegtte
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg
tcttgatcceg
attacgcgceca

gctcagtgga

agcccaagceg
ctgggtattc
aagcatttcc
gaaagctgct
gatgctgcag
gaaagtgagg
accaagagga
ttettggege
gtgatcctaa
gctacagaga
ctcactggct
aacacccgaa
ccccaaaatg
atcctctaga
ctgtgtgaaa
gtaaagcctg
ccgettteca
ggagaggcgyg
cggtegtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttecccecce
acctgtccge
atctcagttce
agcccgaccg
acttatcgce
gtgctacaga
gtatctgecge
gcaaacaaac
gaaaaaaagg

acgaaaactc

ES 2676 600 T3

actcggagaa
ggaagccggt
acatctccat
cccaagaaga
gggaaaagga
ctgcccagtce
agaatcacaa
tgagggacca
gcaaggcctt
aaagacagct
actaaactag
tggagtctct
tagccattceg
gtcgacctge
ttgttatcceg
gggtgcctaa
gtcgggaaac
tttgcgtatt
gctgeggega
ggataacgca
ggccgegttg
acgctcaagt
tggaagctcce
ctttcteect
ggtgtaggtce
ctgcgectta
actggcagca
gttcttgaag
tctgcectgaag
caccgctggt
atctcaagaa

acgttaaggg

tgaagaaatt
caccatcacg
ccatcagcaa
ggcttcagag
agatgaggag
ctgccacccee
cttcctggag
ggtgcccacce
ggaatacttg
ccgatgecegg
tgactgacta
aagctacata
tatctgctcce
aggcatgcaa
ctcacaattc
tgagtgagct
ctgtegtgee
gggecgcetcett
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggegtttt
cagaggtggc
ctcgtgeget
tcgggaageg
gttegetcceca
tcecggtaact
gccactggta
tggtggccta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga

attttggtca

153

gatgttgtga
gtgcgagcag
cagcacaact
aggggtcccce
gatgaagaga
aaacctgtca
cgcaagaggc
ctggccagcet
caagccctgg
cagcagcagt
ggatctggtt
ataccaactt
taataaaaag
gcttggegta
cacacaacat
aactcacatt
agctgcatta
ccgecttecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggcet
gaaacccgac
ctcctgttece
tggcgetttce
agctgggcetg
atcgtcettga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tcttttctac

tgagattatc

cagtagagaa
accccctgga
atgctgcceg
aagaagaggt
ttgtgagtcc
gttctgatac
ggaatgacct
gctccaagge
tgggggctga
tgcagaaaag
accactaaac
acactttaca
aaagtttctt
atcatggtca
acgagccgga
aattgcgttg
atgaatcggce
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgecececct
aggactataa
gaccctgeceg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaacccg
cagagcgagg
cactagaaga
agttggtage
caagcagcag
ggggtctgac

aaaaaggatc

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880



<210> 11
<211> 738

ttcacctaga
taaacttggt
ctatttecgtt
ggcttaccat
gatttatcag
ttatcegect
gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgca
gccgecagtgt
tccgtaagat
atgcggcgac
agaactttaa
ttaccgetgt
tcttttactt
aagggaataa
tgaagcattt
aataaacaaa

accattatta

<212> ARN
<213>Homo sapiens

<400> 11

tcecttttaaa
ctgacagtta
catccatagt
ctggccccag
caataaacca
ccatccagte
tgcgcaacgt
cttcattcag
aaaaagcggt
tatcactcat
gcttttetgt
cgagttgctce
aagtgctcat
tgagatccag
tcaccagcgt
gggcgacacg
atcagggtta
taggggttcc

tcatgacatt

auggaaagcu

cagcagcccu

gcagccgeceg

cagcagcagc

cacaagucag

ugcaaacgcce

gccguggege

gccacccuuc

acacugcgcu

gcggugageg

aacgacuuga

uacgacccge

gauaucacua

<210> 12

cugccaagau

uccugccgee

cagcggcage

aggcgccgea

cgcccaagca

ggcucaacuu

gccgcaacga

gggagcacgu

cggcggucga

ccgccuucca

acuccauggc

ucagccccga

gugacuga

ES 2676 600 T3

ttaaaaatga
ccaatgctta
tgcctgactce
tgctgcaatg
gccagccgga
tattaattgt
tgttgccatt
ctceggttec
tagctcecette
ggttatggca
gactggtgag
ttgcccggeg
cattggaaaa
ttcgatgtaa
ttctgggtga
gaaatgttga
ttgtctcatg
gcgcacattt

aacctataaa

ggagagcggce
cgcagccugu
gcagagcgeg
gcugagaccg
agucaagcga
cagcggcuuu
gcgcgagege
ccccaacggce

guacauccgce

ggcaggcguc
cggcucgccg

ggagcaggag

agttttaaat
atcagtgagg
ccegtegtgt
ataccgcgag
agggccgage
tgccgggaag
gctacaggca
caacgatcaa
ggtcctecga
gcactgcata
tactcaacca
tcaatacggg
cgttecttegg
cccactegtg
gcaaaaacag
atactcatac
agcggataca
ccccgaaaag

aataggcgta

ggcgccggece
uucuuugcca
cagcagcagc
gcggecgacy
cagcgcucgu
ggcuacagcce
aaccgcguca
gcggccaaca

gcgcugcage

cugucgccca
gucucauccu

cuucucgacu

154

caatctaaag
cacctatctc
agataactac
acccacgctc
gcagaagtgg
ctagagtaag
tegtggtgtce
ggcgagttac
tegttgtcag
attctcttac
agtcattctg
ataataccge
ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tctteetttt
tatttgaatg
tgccacctga

tcacgaggcce

agcagcccca
cggccgcagce
agcagcagca
gccagcccuc
cuucgcccga
ugccgcagcea
aguuggucaa
agaagaugag

agcugcugga

ccaucucccce
acucgucgga

ucaccaacug

tatatatgag
agcgatctgt
gatacgggag
accggctcca
tcctgcaact
tagttecgeca
acgctcgteg
atgatcccce
aagtaagttg
tgtcatgcca
agaatagtgt
gccacatagce
ctcaaggatc
atcttcageca
tgccgcaaaa
tcaatattat
tatttagaaa
cgtctaagaa

ctttegte

gccgcagece
cgcggeggec
gcagcagcag
agggggcggu
acugaugcgc
gcagccggcec
ccugggcuuu
uaagguggag

cgagcaugac

caacuacucc

cgagggcucu

guucagaucu

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960

4018

60
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738



<211> 3576
<212> ARN

<213>Homo sapiens

<400> 12

auggaggugg

guggaaccag

caugucagug

agaaaaacac

aaagcagaca

gagaaggagg

gacgaggagg

gacgaugacg

gaggaggaag

augcaagaca

guggccaagu

acugagucag

gaaaaccugg

acaguggacu

aaugacagaa

auguugggga

gagguguguc

cucagugaga

guccggcecag

aaccucaugc

aaggaggaug

gaagaggugu

gaaacggaaa

aauaugaggu

acaccgagga

ccauacaaga

gcaaauaugc

aagauaaaca

gcuccucagu

aggaugaggg

acgaggaggg

aggauggaga

aggaagaaga

cagaaaagga

cauuguuaaa

aaaugaacag

gucggaaaag

cCCuuaaacu

auuaugcaga

agcccaugaa

ugagcagucu

ccaacccgca

aagaggacuu

ggcuggagga

ggugucauga

ucgacaugac

gagcaaaggc

cauaugagga
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gaagcggcau

gcuguucagce

aagacacaga

gccccaggaa

ggaugagugu

ggaggaguac

ggaccgggag

agauguggag

aaacgaagac

ugauaacaau

ccucggcaaa

caauaccucc

ugaguugagu

auuagcccaa

cagcaugucg

caauggacuc

ggaguguuug

ggagaggaau

cccaggaagg

gcaguugagc

gcgggacgac

caaggggaac

caugagggag

ccagucuccg

cgcacgcggu

ugucccaccc

aguguauaug

ccugcuccua

gacgacagug

uccgaggaca

gaggaggagg

gaugaagaag

caucaaauga

aaugacgaau

aucgcugagg

aauagucugg

uuagacuuag

ggacacggug

cagcaagaca

auggaaaaga

aggaaucagu

ccgcagcaga

acgccggaca

ccccggucga

gauaccaccu

cugacccugce

aagauggcca

agacaacuuc

155

ccaaaggggu

cuggcuguga

guugucccuu

aacgaaagcc

augggacuga

augacgagcc

agaucgagga

aggaagagga

auugucacaa

augacaauua

augcagccua

aagacgauag

acagugaugu

uugugcucuc

guagaaauau

ugguggagga

gcuucgaccu

acaugaacau

gaaacuacuc

gaguguuugc

cugugaacuc

uggagaaagc

uggaagcugg

ccggggagga

ucgaguuccce

cggcaguggu

ggcgaaaaaa

auuugccgug

ggacauggau

aggggaugag

ggaggaugag

ggaggaggag

uacucgaaua

cgaugaacug

ccgggccagg

ugacaaaaac

uguuagagaa

agaaaacaug

gaauuacguc

gagcgaugag

ggccaggaag

ccgucagcau

ggacaugcug

cagcugugcg

ggacaggucu

caucgcuuug

gaggagggac

cagaaagccu

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



aaauccagug

gagagcaagu

caucaccgca

augcaugaaa

agcaacagga

gccaaggceac

cgcgugcuca

aacaaugucc

aagaccucgu

cccaaggugce

aaggacccca

cugagcugcg

acgcacgaca

ugccgcegaga

ccugacaugg

cgggacagcu

gugaugaaca

uacaccaaaa

gacuuggacc

cCcaaguccca

ucuggcugcc

cucaagugcc

caucggagcce

aaagaagaua

ggccacauca

aagaggcaga

gaaggcaugu

cucacacacc

cuuucuggag

gaagaaauca

gaagccgaua

acagccaugu

guccaacccc

gccuguccgg

guguccucaa

acucccaccg

aggaaaagca

ggccaaugug

ccacaacuac

uugaauacaa

aaaccaggga

gccccagcag

gcgggggcag

uggaggcggc

ugccgcagaa

agguggauga

gcugccccau

accgguguuu

ugaaaccccg

cauuccagga

aacccaagua

cccuggegga

ccacgccugg

uuucagguug

aagaagauca

cugggaagua

aagacgggua

ccugccccac

gcagcuuguc

agcagaugcu

aacaguuaga

ugauuaaacu
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caaaaagcca

cgggugugau

augcccgcac

gugccccacu

aagccucucc

ccagagcugce

cuuugugaag

gccgeguuce

caguuacgac

uauauccccce

cagcagcacc

cagcgccage

ccacauggcg

ccugagcacce

gaacgggacc

ccugaccccu

ccagcugggce

gaggauagac

ggcucuagaa

cccucagugce

Caaaagcauu

cugugauggu

cccaagagca

agaacccauc

cgcgucccau

ccugaauggc

gccaggaugc

aggaugcccg

gaccaucaaa

ugaagaaauc

cagaacucag

uacuaugauc

ggaaccggcece

aaagauaggg

ccgggcugea

ggaugcccga

gacgugucca

cagcuggaga

aaccuggcca

aaccauacuu

aaaggauaug

agcagcuacg

agcacgugca

gccaccgceca

aagccgcagg

cuggaccuca

cuggagccca

gagggcgacu

gaggacgagu

gaaagacggu

aaggagagca

cgaaguaugc

ucuggacaua

aagaaaagug

agguguccgg

cgcagcgcecu

ucccaguucu

gacggcucag

agagccacgu

cagcgggcca

aaggagcuaa

auuaccacga

156

ccucaagaac

acguaacugg

ucccuccaga

cggggcgcgg

ucgcugcage

aguccagcca

uuccucagua

aggagcucga

auggcaagcg

augaugcgaa

cgcccageag

gcaagagcag

uccucaaccu

accugugcgce

gcaugaacaa

ugucccccca

gcugggacuu

CcCaaagacau

aucccgggga

aaaaggacuu

uggccaccag

ucaccggcaa

guaucaggau

uccccgggug

ccgggugecce

ccuggaaguc

gccacgucag

cagcgaugaa

gcaacgguau

augaauccaa

uggagagcaa

agaaaagaaa

gcuguaccca

aauccuugcc

gcaugucaac

agagaaacug

ggccucggac

uggcuacaga

gaaauauucc

agccauagcu

gcgguacugce

cagcagcaac

cuucgacuac

guccacgcgce

cacgcggaac

gcagaggccg

gcagcaggca

gcccguagac

uacuccagaa

ggugaccauc

aauaacucug

cucccaagaa

uuaugcuucu

agcacagagc

cgacggccag

cuuggcggece

ggucaagacg

cggcagcuuc

gaaggcaaag

agaaaaugau

uucccagaug

ccugaagacce

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300



aucgaagagg

aaccugagcc

aucaaugaac

gaucguuauc

ggaauucagg

<210> 13
<211> 1281
<212> ARN

agaacaaagu

agucucugau

aaaauuuuga

agaguccaga

ucagaucuga

<213>Homo sapiens

<400> 13

augggcgagc

gacgaggagc

gacucacuga

gaagaggaag

augacuaagg

cggaaccgca

uauucuaaga

ugggcucugu

acgcuuugca

aauccucgga

agcgcuuccu

uacgguacca

gcagcgcugg

ggaccccuca

gccgaguuug

gcccaaagec

gacaauauua

aaugccauau

ugugcuuaca

gugcaaauac

aaacagggga

aaaaauaaaa

<210> 14
<211> 1311

cucagcccca

acgaggcaga

ggaacggggg

aggaggauga

cucgccugga

ugcacggacu

cgcagaagcu

cggagauccu

agggcuuauc

cuuuucugcc

ucccuguaca

uggacagcuc

agcccuucuu

gccecgecgau

agaaaaauua

acggaucaau

uguccuucga

uucaugauua

gugacugucg

uccaagcuuc

ucaaaguucc

aaauacagua
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gauugagcag

ccacagccug

ugcuuacgug

aaauaaagcc

uaucacuagu

agguccucca

caagaaggag

agaggaggag

cgaucaaaag

gcguuuuaaa

gaacgcggceg

guccaaaauc

gcgcucaggce

ccaacccacc

ugagcagaac

ccccuacucc

ccaugucuuc

ugaaagcccu

cagcaucaau

ugccuuuace

cuucucaggc

uagccauuca

gaggcacgcce

uguuuacaaa

aagugauaua

uguucaccuu

a

cagaacgagu

gCuaacaucc

acuacuuuga

cuacuggaaa

gacuga

agcuggacag

gacgaccucg

gacgaagaug

cccaagagac

uugagacgca

cuagacaacc

gagacucugc

aaaagcccag

accaaccugg

caggacaugc

uaccagucgc

cacguuaagc

cugacugauu

ggcaacuucu

augcacuauc

accgcugccce

caucaugagc

aguuucacca

aggcagcccu

uguauuuauu

auguauuauu
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cucuccucca

agcugccgca

cggaaaugua

auauaaagca

acgagugucu

aagccaugaa

aggaccugga

gcggcecccaa

ugaaggcuaa

ugcgcaaggu

gcuuggccaa

accuggucuc

uugcgggcug

ccccececcacecu

cugggcugcce

cuccgccgea

gcaccagccce

cuuucaaaca

cugcagcgac

cucgcugcga

gagucaugag

uuuccgggaa

uuggguacua

gucauuacug

uucuauagcu

cgagcuggcg

cauggaucca

uacaaaucaa

ggcugugaga

caguucucag

cgcagaggag

agaggaggaa

aaagaagaag

cgcccgggag

ggugccuugc

gaacuacauc

cuucguucag

ccugcaacuc

gccgacggcec

caguccgccu

cgccuacagce

uuccuuugau

cgaaccgucce

acuggcaggg

gauccccaua

ugcccagcuc

acgaacccac

cugcugcaaa

ccuuuggaag

cuucuauuua

3360

3420

3480

3540

3576

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1281



10

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 14

auggcgaccg

gccgagecgce

gugcagggcg

uggaucacag

accagccccc

ggagacgagc

cagcagcagc

gugcaccacg

gcgcaccucce

uucacgguga

cugcgggacg

ccacaccagc

caccacgacc

aagcaguuca

cugggcaccce

cagcugagcu

gcggacucgu

cggaaaaagc

aaaugcccca

aaggaggugg

cccggaggga

caccacgggyg

<210> 15
<211> 1332
<212> ARN

cagcgucuaa

ccggeggeau

acuacggcgce

cgcuguccca

ugggccagcce

ugcacgggcc

aacagcagca

ccgcCuaacca

cacccuccau

acggcaugcu

cgcacgacga

agccgecgec

cgcacucgga

agcagcggceg

uguauggcaa

ucaagaacau

ccucgggcag

ggaccuccau

agcccucggce

ugagaguuug

cucugccggyg

ugcagacgcc

<213>Homo sapiens

<400> 15
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ccacuacagc

gcagcagggc

ucugcagagc

cggcggegge

ggacaucaag

aggcgcccug

acagcagcag

ccacccggga

gggagcgucc

gggcgeegge

gccacaccau

ccegecgece

cgaggacacg

gaucaaacug

cguguucucyg

gugcaagcug

ccccacgagce

cgaggugagc

ccaggagauc

guuuuguaac

cgccgaggau

cguccagaga

cugcucaccu

gcggggggcu

aacggacacc

gggggcggcg

cccucggugyg

cagcagcagc

cagcagcagc

cccggggcau

aacggcggcu

gggcagucgg

gccgaccace

ccgcaggguc

ccgaccucgg

ggauuuacac

cagaccacca

aagccuuugu

auagacaaga

gucaaggggg

accucccucg

aggagacaga

guguacgggg

ucaucacuag
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ccagcgccuc

accgcgaagce

cgcucagcca

gcgacggcuc

uggugcagca

aucagcagca

aacagcggcece

ggcggagcege

ugcucuacuc

ccgggcugcea

acccgcaccecc

cgccuggeca

acgaccugga

aagcggacgu

ucugcagguu

ugaacaagug

ucgcagcgca

cucuggagag

cggacagcuu

aagagaaaag

ggaguaggga

ugacugacua

caucgugcac

gcagagccug

cgcucaccag

cccguggucce

gggcggceege

gcaacagcaa

gccgcaucug

ggcggcugea

gcagcccage

ccaccacggce

gcacucgcac

cccaggegeg

gcaguucgcc

ggggcuggcu

ugaggcccug

guuggaggag

agggcgcaag

ccauuuccuc

acagcuggag

gaugaccccu

cacuccacca

g
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auggcgaccg

gccgagecgce

gugcagggcg

uggaucaccg

gggggcggcg

ccggacauca

ccaggcgecce

caacagcagce

caccacccgg

augggagcgu

cugggcgceeg

gagccacacce

ccececgecge

gacgaggaca

cggaucaaac

aacguguucu

augugcaagc

agccccacga

aucgagguga

gcccaggaga

ugguuuugua

ggcgccgagg

cccguccagu

<210> 16
<211>1215
<212> ARN

cagcgucuaa

ccggeggeau

acuacggcgce

cgcuguccca

gcgggggcygyg

agcccucggu

ugcagcagca

agcagcagca

gacccggggce

ccaacggcgg

gcgggcagcec

augccgacca

cccecgcaggyg

cgccgaccuc

ugggauuuac

cgcagaccac

ugaagccuuu

gcauagacaa

gcgucaaggg

ucaccucccu

acaggagaca

auguguacgg

ga

<213>Homo sapiens

<400> 16
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ccacuacagc

gcagcagggc

ucugcagagc

cggcggegge

cggcgacggc

gguggugcag

gcaucagcag

gcaacagcgg

auggcggagce

cuugcucuac

ggccggucug

ccacccgcac

uccgcecugge

ggacgaccug

ccaagcggac

caucugcagg

guugaacaag

gaucgcagcg

ggcucuggag

cgcggacage

gaaagagaaa

ggggaguagg

cugcucaccu

gcggggggcu

aacggacacc

ggcgggggcyg

uccccguggu

cagggcggec

cagcaacagc

ccgecgcauc

gcggcggcug

ucgcagccca

caccaccacg

ccgcacucgce

cacccaggceg

gagcaguucg

guggggcugg

uuugaggccc

ugguuggagg

caagggcgca

agccauuucc

uuacagcugg

aggaugaccc

gacacuccac
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ccagcgccuc

accgcgaagce

cgcucagcca

guggcggcgg

ccaccagccc

gcggagacga

aacagcagca

uggugcacca

cagcgcaccu

gcuucacggu

gccugcggga

acccacacca

cgcaccacga

ccaagcaguu

cucugggcac

ugcagcugag

aggcggacuc

agcggaaaaa

ucaaaugccc

agaaggaggu

cucccggagyg

cacaccacgg

caucgugcac

gcagagccug

cgcucaccag

€ggggggggc

ccugggcecag

gcugcacggg

gcaacagcag

cgccgcuaac

cccacccuce

gaacggcaug

cgcgcacgac

gcagccgecg

cccgcacucg

caagcagcgg

ccuguauggce

cuucaagaac

guccucgggc

gcggaccucce

caagcccucg

ggugagaguu

gacucugccg

ggugcagacg

60
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ggguaauaca

agaucugcca

gacggcucuc

uccccggace

cugaaacccg

gaggacgagc

gccugcaagg

cgcgagegge

ucgagcaauc

aucgagggcce

gccuucuaug

uccgacgcgu

ccgagcggeg

gaacccaggc

gagcgcaucu

gagucgccuc

cccacccagu

uaccaggugc

aacacccgaa

CcCcCCaaaaug

auccucuaga

agcuugcuug

ccauggagcu

ucugcuccuu

ugcgcuucuu

aagagcacuc

augugcgecgce

cgugcaagcg

gccgecugag

caaaccagcg

ugcaggcucu

cgececgggece

ccagcccgeg

cccggeggeg

ccgggaagag

ccaccgagag

cgcgcaggea

caccggacgce

ucugaacuag

uggagucucu

uagccauucg

gucga
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uucuuuuugc

acugucgcca

ugccacaacg

cgaagaccug

gcacuucccc

gcccagcggg

caagaccacc

caaaguaaau

guugcccaag

gcugcgcgac

gcugccceceg

cuccaacugc

gaacugcuac

ugcggcggug

cccugcggeyg

agaggcugcc

cgccccgeag

ugacugacua

aagcuacaua

uaucugcucc

agaagcucag

ccgcuccgeg

gacgacuucu

gacccgcgec

gcggcgguge

caccaccagg

aacgccgacce

gaggccuuug

guggagaucc

caggacgccg

ggccgceggeg

uccgacggca

gaaggcgccu

ucgagccuag

cccgecoccucce

gcccccageg

ugcccugegyg

ggaucugguu

auaccaacuu

uaauaaaaag

160

aauaaacgcu

acguagaccu

augacgaccc

ugaugcacgu

acccggecece

cgggccgcug

gccgcaaggce

agacacucaa

ugcgcaacgce

cgcccccugg

gcgagcacua

ugauggacua

acuacaacga

acugccuguc

ugcuggcgga

agggagagag

gugcgaaccce

accacuaaac

acacuuuaca

aaaguuucuu

caacuuuggc

gacggcccce

guguuucgac

gggcgcgcuc

gggcgcacgu

ccuacugugg

cgccaccaug

gcgcugcacg

cauccgcuau

cgccgeagec

cagcggcgac

cagcggcccce

ggcgcccage

cagcaucgug

cgugccuucu

cagcggcgac

caacccgaua

cagccucaag

aaauguuguc

cacauucugg

60

120

180

240

300

360
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1200

1215
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento ex vivo o in vitro para obtener la expresion de al menos una proteina de interés en una célula
que comprende:

poner en contacto una célula con una composiciéon de ARN que comprende ARN sintetizado in vitro que codifica
al menos una proteina de interés,

en el que dicha composicion de ARN se ha tratado con RNasa Ill en una soluciéon acuosa tamponada que
comprende cationes de magnesio a una concentracion de aproximadamente 1-4 mM y una sal que proporciona
una fuerza ionica equivalente a al menos aproximadamente 50-300 mM de acetato de potasio o glutamato de
potasio, en el que menos del 0,01 % de la masa del ARN de dicha composicion de ARN tratado es ARN
bicatenario de un tamafo superior a aproximadamente 40 pares de bases de longitud,

de modo que dicha al menos una proteina de interés se expresa en dicha célula.

2. Un procedimiento ex vivo o in vitro para obtener la traducciéon de al menos una proteina de interés en una célula
humana o animal que comprende:

introducir de manera repetida o continua en la célula una composiciéon de ARN que comprende ARNm que
codifica la al menos una proteina de interés, en el que dicha composicion de ARN se ha tratado con RNasa lll en
una solucion acuosa tamponada que comprende cationes de magnesio a una concentracion de
aproximadamente 1-4 mM y una sal que proporciona una fuerza idénica equivalente a al menos aproximadamente
50-300 mM de acetato de potasio o glutamato de potasio, en el que menos del 0,01 % de la masa de ARN de
dicha composicién de ARN tratado es ARN bicatenario de un tamafio superior a aproximadamente 40 pares de
bases de longitud; y cultivar la célula en condiciones en las que la célula sobrevive y en las que se traduce el
ARNm.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que dicha puesta en contacto o introduccion:

a) se realiza durante una pluralidad de dias o
b) se realiza una pluralidad de veces durante al menos 24 horas; y
c) no induce una respuesta inmune innata que:

i) destruya dicha célula;
ii) sea suficiente para inhibir la sintesis de proteinas el doble o mas; y/o
iii) induzca o active proteinas implicadas en una via de apoptosis.

4. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que menos del 0,001 % de la masa de ARN de
dicha composicion de ARN tratado es ARN bicatenario de un tamafo superior a aproximadamente 40 pares de
bases de longitud.

5. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que dicha composicion de ARN se caracteriza
por al menos uno de los siguientes:

i) codifica un factor de transcripcion;

i) codifica una proteina CD, que significa una proteina identificada en el agrupamiento del sistema de
diferenciacion;

iii) codifica una enzima;

iv) codifica una proteina de la superfamilia de las inmunoglobulinas;

v) codifica una citocina o quimiocina;

vi) codifica una proteina receptora de la superficie celular;

vii) codifica una proteina de una via de sefalizacion celular;

viii) codifica un anticuerpo;

ix) codifica un receptor de linfocitos T;

x) codifica una proteina indicadora;

xi) presenta una estructura de caperuza;

xii) presenta una estructura Cap 1 en la que el penultimo nucleétido 5’ comprende un grupo 2'-O-metil-ribosilo;
xiii) presenta una cola de poli A;

xiv) esta libre de ribonucledsidos modificados distintos de aquellos ribonucledsidos que comprenden la estructura
de caperuza 5', si esta presente una caperuza 5', incluyendo el penultimo nucledsido 5 cuando el ARN
monocatenario sintetizado in vitro presenta una estructura de cap1;

xv) presenta al menos una secuencia heteréloga seleccionada entre: una secuencia de UTR 5’, secuencia de
Kozak, una secuencia IRES y secuencia UTR 3';

xvi) no codifica una proteina o un polipéptido, sino que comprende al menos un ARN largo no codificante
(ARNnNC);

xvii) codifica una proteina;

xiii) codifica una proteina funcional;

xix) codifica una proteina que esta presente sobre o en una membrana celular;

xx) codifica una proteina efectora inmune de respuesta inmune innata o adaptativa;
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xxi) codifica una proteina de sistema de complemento de un sistema inmune de vertebrado;

xxii) codifica una proteina que comprende un receptor para una via de sefializacion;

xxiii) codifica una proteina que comprende un antigeno principal de histocompatibilidad de clase | o clase lI;

xxiv) codifica un inhibidor de una molécula de sefializacién celular;

xxv) codifica un transportador de una molécula de sefializacion celular;

xxvi) codifica un ligando para un receptor de superficie celular;

xxvii) codifica una molécula de adhesion celular;

xxiii) dicho ARN sintetizado in vifro contiene uno o mas ribonucledsidos modificados, seleccionados del grupo
que consiste en pseudouridina, 1-metilpseudouridina, 5-metiluridina, 2’-O-metiluridina, 2-tiouridina y 5-
metilcitidina en lugar de al menos una parte del correspondiente ribonucledsido canénico sin modificar. y/o

xxix) dicho ARN sintetizado in vitro no contiene ningun ribonucleésido modificado distinto de aquellos
ribonucledsidos que comprenden la estructura de nucledtidos de caperuza 5', incluyendo el penultimo nucledsido
5’ cuando el ARN sintetizado in vitro presenta una estructura de caperuza de cap1, si la presenta.

6. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que dicha composicion de ARN o ARN
monocatenario o ARNm codifica al menos una proteina seleccionada del grupo que consiste en: una proteina que
reduce o suprime una respuesta inmune innata que comprende produccion o respuesta de interferon (IFN), tal como
ARNm codificante de la proteina B18R, o la proteina E3L o K3L del virus vaccinia; eritropoyetina (EPO); una enzima
detectable seleccionada de luciferasa de luciérnaga, luciferasa de Renilla, Beta-galactosidasa bacteriana (lacZ) y
proteina verde fluorescente (GFP); un factor de crecimiento o citocina seleccionado del grupo que consiste en factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de
crecimiento transformante betal (TGF-beta1), factor de crecimiento de tipo insulinico (IGF) y hormona estimulante de
alfa-melanocitos (alfa-MSH); factor de crecimiento de tipo insulinico | (IGF-1); IL-4; IL-13; IL-10; 6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS); una proteina de choque térmico; regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis
quistica (CFTR); una enzima con actividad antioxidante seleccionada del grupo que consiste en catalasa, fosfolipido
hidroperéxido glutation peroxidasa, superoxido dismutasa-1 y superdxido dismutasa-2; tirosina quinasa de Bruton;
adenosina desaminasa; y ecto-nucledsido trifosfato difosfidrolasa, o un fragmento funcional o variante de cualquiera
de las anteriores.

7. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que dicha composicién de ARN, ARN
monocatenario o ARNm codifica al menos una proteina seleccionada del grupo que consiste en: MYOD; ASCLA1;
MYT1L; NEUROD1; POU3F2; ETS2; MESP1; GATA4; HAND2; TBX5; MEF2C; EN1; FOXA2; LMX1A; NURR1;
PITX3; HNF1a; HNF4a; FOXA1; FOXA2; FOXAS; y GATA4, o un fragmento funcional o una variante de cualquiera
de las anteriores.

8. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que dicha composicion de ARN o ARN
monocatenario o ARNm codifica al menos una proteina seleccionada del grupo que consiste en: SOX2; KLF4;
LIN28; NANOG; MYC; c-MYC; c-MYC(T58A); L-MYC; y un factor de transcripcion seleccionado del grupo que
consiste en SRY y MCOP, o un fragmento funcional o variante de cualquiera de las anteriores.

9. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que dicha composicion de ARN o ARN
monocatenario o ARNm codifica al menos una proteina seleccionada del grupo que consiste en: CD1a; CD1b; CD1c;
CD1d; CD1e; CD2; CD3d; CD3e; CD3g; CD4; CD5; CD6; CD7; CD8a; CD8b; CD9; CD10; CD11a; CD11b; CD11c;
CD11d; CDw12; CD14; CD16a; CD16b; CD18; CD19; CD20; CD21; CD22; CD23; CD24; CD25; CD26; CD27; CD28;
CD29; CD30; CD31; CD32; CD33; CD34; CD35; CD36; CD37; CD38; CD39; CD40; CD41; CD42a; CD42b; CD42c;
CD42d; CD44; CD45; CD46; CD47; CD48; CD49a; CD49b; CD49c; CD49d; CD49e; CD49f; CD50; CD51; CD52;
CD53; CD54; CD55; CD56; CD57; CD58; CD59; CD61; CD62E; CD62L; CD62P; CD63; CD64; CD66a; CD66b;
CD66c¢c; CD66d; CD66e; CD66f; CD68; CD69; CD70; CD71; CD72; CD74; CD79a; CD79b; CD80; CD81; CD82;
CD83; CD84; CD85a; CD85c; CD85d; CD85e; CD85f; CD85g; CD85h; CD85i; CD85j; CD85k; CD86; CD87; CD88;
CD89; CD90; CD91; CD92; CD93; CD94; CD95; CD96; CD97; CD98; CD99; CD100; CD101; CD102; CD103;
CD104; CD105; CD106; CD107a; CD107b; CD108; CD109; CD110; CD111; CD112; CD113; CD114; CD115;
CD116; CD117; CD118; CD119; CD120a; CD120b; CD121a; CD121b; CD122; CD123; CD124; CD125; CD126;
CD127; CD129; CD130; CD131; CD132; CD133; CD134; CD135; CD136; CD137; CD138; CD139; CD140a;
CD140b; CD141; CD142; CD143; CD144; CD146; CD147; CD148; CD150; CD151; CD152; CD153; CD154; CD155;
CD156a; CD156b; CD157; CD158a; CD158b1; CD158b2; CD158c; CD158d; CD158¢e; CD158f1; CD158g; CD158h;
CD158i; CD158j; CD158k; CD158z; CD159a; CD159c; CD160; CD161; CD162; CD163; CD163b; CD164; CD165;
CD166; CD167a; CD167b; CD168; CD169; CD170; CD171; CD172a; CD172b; CD172g; CD173; CD177; CD178;
CD179a; CD179b; CD180; CD181; CD182; CD183; CD184; CD185; CD186; CD191; CD192; CD193; CD194;
CD195; CD196; CD197; CDw198; CDw199; CD200; CD201; CD202b; CD203a; CD203c; CD204; CD205; CD206;
CD207; CD208; CD209; CD210; CDw210b; CD212; CD213a1; CD213a2; CD214; CD215; CD217; CD218a;
CD218b; CD220; CD221; CD222; CD223; CD224; CD225; CD227; CD228; CD229; CD230; CD231; CD232; CD233;
CD234; CD235a; CD235b; CD236; CD238; CD239; CD240CE; CD240D; CD241; CD242; CD243; CD244; CD245;
CD246; CD247; CD248; CD249; CD252; CD253; CD254; CD256; CD257; CD258; CD261; CD262; CD263; CD264;
CD265; CD266; CD267; CD268; CD269; CD270; CD271; CD272; CD273; CD274; CD275; CD276; CD277; CD278;
CD279; CD280; CD281; CD282; CD283; CD284; CD286; CD288; CD289; CD290; CD292; CDw293; CD294; CD295;
CD296; CD297; CD298; CD299; CD300a; CD300b; CD300c; CD300d; CD300e; CD300f, CD300g; CD301; CD302;
CD303; CD304; CD305; CD306; CD307a; CD307b; CD307c; CD307d; CD307e; CD309; CD312; CD314; CD315;
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CD316; CD317; CD318; CD319; CD320; CD321; CD322; CD324; CD325; CD326; CD327; CD328; CD329; CD331;
CD332; CD333; CD334; CD335; CD336; CD337; CD338; CD339; CD340; CD344; CD349; CD350; CD351; CD352;
CD353; CD354; CD355; CD357; CD358; CD360; CD361; CD362; y CD363, o un fragmento funcional o una variante
de cualquiera de las anteriores.

10. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que dicha composicion de ARN o ARN
monocatenario o ARNm codifica al menos una proteina seleccionada del grupo que consiste en: eritropoyetina
(EPO); una enzima detectable seleccionada de luciferasa de luciérnaga, luciferasa de Renilla, beta-galactosidasa
bacteriana (lacZ) y proteina verde fluorescente (GFP); un factor de transcripcion seleccionado de MYC y SRY o
MCOP; un factor de crecimiento o citocina seleccionado del grupo que consiste en factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento transformante-beta 1
(TGF-beta1), factor de crecimiento de tipo insulinico (IGF), hormona estimulante de alfa-melanocitos (alfa-MSH);
factor de crecimiento de tipo insulinico | (IGF-l); IL-4; IL-13; e IL-10; déxido nitrico sintasa inducible (iNOS); una
proteina de choque térmico; regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR); una enzima
con actividad antioxidante seleccionada de entre catalasa, fosfolipido hidroperéxido glutation peroxidasa, superdxido
dismutasa-1 y superoxido dismutasa-2; tirosina quinasa de Bruton; adenosina desaminasa; ecto-nucledsido trifosfato
difosfidrolasa; ABCA4; ABCD3; ACADM; AGL; AGT; ALDH4A1; ALPL; AMPD1; APOA2; AVSD1; BRCD2; C1QA;
C1QB; C1QG; C8A; C8B; CACNA1S; CCV; CD3Z; CDC2L1; CHML; CHS1; CIAS1; CLCNKB; CMD1A; CMH2; CMM;
COL11A1; COL8A2; COL9A2; CPT2; CRB1; CSE; CSF3R; CTPA; CTSK; DBT; DIO1; DISC1; DPYD; EKV; ENO1;
ENO1P; EPB41; EPHX1; F13B; F5; FCGR2A; FCGR2B; FCGR3A; FCHL; FH; FMO3; FMO4; FUCA1; FY; GALE;
GBA; GFND; GJA8; GJB3; GLC3B; HF1; HMGCL; HPC1; HRD; HRPT2; HSD3B2; HSPG2; KCNQ4; KCS; KIF1B;
LAMB3; LAMC2; LGMD1B; LMNA; LOR; MCKD1; MCL1; MPZ; MTHFR; MTR; MUTYH; MYOC; NB; NCF2; NEM1;
NPHS2; NPPA; NRAS; NTRK1; OPTA2; PBX1; PCHC; PGD; PHA2A; PHGDH; PKLR; PKP1; PLA2G2A; PLOD;
PPOX; PPTO; PRCC; PRG4; PSEN2; PTOS1; REN; RFX5; RHD; RMD1; RPE65; SCCD; SERPINC1; SJS1;
SLC19A2; SLC2A1; SPG23; SPTA1; TAL1; TNFSF6; TNNT2; TPM3; TSHB; UMPK; UOX; UROD; USH2A;
VMGLOM; VWS; WS2B; ABCB11; ABCG5; ABCGS8; ACADL; ACP1; AGXT; AHHR; ALMS1; ALPP; ALS2; APOB;
BDE; BDMR; BJS; BMPR2; CHRNA1; CMCWTD; CNGAS3; COL3A1; COLAA3; COL4A4; COL6A3; CPS1; CRYGA;
CRYGEP1; CYP1B1; CYP27A1; DBI; DES; DYSF; EDAR; EFEMP1; EIF2AK3; ERCC3; FSHR; GINGF; GLC1B;
GPD2; GYPC; HADHA; HADHB; HOXD13; HPE2; IGKC; IHH; IRS1; ITGAG; KHK; KYNU; LCT; LHCGR; LSFC;
MSH2; MSH6; NEB; NMTC; NPHP1; PAFAH1P1; PAX3; PAX8; PMS1; PNKD; PPH1; PROC; REG1A; SAG; SFTPB;
SLC11A1; SLC3A1; SOS1; SPG4; SRD5A2; TCL4; TGFA; TMD; TPO; UGT1A@); UV24; WSS; XDH; ZAP70;
ZFHX1B; ACAA1; AGS1; AGTR1; AHSG; AMT; ARMET; BBS3; BCHE; BCPM; BTD; CASR; CCR2; CCR5; CDL1;
CMT2B; COL7A1; CP; CPO; CRV; CTNNB1; DEM; ETM1; FANCD2; FIH; FOXL2; GBE1; GLB1; GLCLC; GNAIZ2;
GNAT1; GP9; GPX1; HGD; HRG; ITIH1; KNG; LPP; LRS1; MCCC1; MDS1; MHS4; MITF; MLH1; MYL3; MYMY;
OPA1; P2RY12; PBXP1; PCCB; POU1F1; PPARG; PROS1; PTHR1; RCA1; RHO; SCA7; SCLC1; SCNb5A; SI;
SLC25A20; SLC2A2; TF; TGFBR2; THPO; THRB; TKT; TM4SF1; TRH; UMPS; UQCRC1; USH3A; VHL; WS2A;
XPC; ZNF35; ADH1B; ADH1C; AFP; AGA; AIH2; ALB; ASMD; BFHD; CNGA1; CRBM; DCK; DSPP; DTDPZ2;
ELONG; ENAM; ETFDH; EVC; F11; FABP2; FGA; FGB; FGFR3; FGG; FSHMD1A; GC; GNPTA; GNRHR; GYPA;
HCA; HCL2; HD; HTN3; HVBS6; IDUA; IF; JPD; KIT; KLKB1; LQT4; MANBA; MLLT2; MSX1; MTP; NR3C2; PBT;
PDE6B; PEE1; PITX2; PKD2; QDPR; SGCB; SLC25A4; SNCA; SOD3; STATH; TAPVR1; TYS; WBS2; WFS1;
WHCR; ADAMTS2; ADRB2; AMCN; AP3B1; APC; ARSB; B4GALT7; BHR1; C6; C7; CCAL2; CKN1; CMDJ; CRHBP;
CSF1R; DHFR; DIAPH1; DTR; EOS; EPD; ERVR; F12; FBN2; GDNF; GHR; GLRA1; GM2A; HEXB; HSD17B4;
ITGA2; KFS; LGMDLA; LOX; LTC4S; MAN2A1; MCC; MCCC2; MSH3; MSX2; NR3C1; PCSK1; PDEG6A; PFBI;
RASA1; SCZD1; SDHA; SGCD; SLC22A5; SLC26A2; SLC6A3; SM1; SMA@; SMN1; SMN2; SPINK5; TCOF1;
TELAB1; TGFBI; ALDH5A1; ARG1; AS; ASSP2; BCKDHB; BF; C2; C4A; CDKN1A; COL10A1; COL11A2; CYP21A2;
DYX2; EJM1; ELOVL4; EPM2A; ESR1; EYA4; F13A1; FANCE; GCLC; GJA1; GLYS1; GMPR; GSE; HCR; HFE;
HLA-A; HLA-DPB1; HLA-DRA; HPFH; ICS1; IDDM1; IFNGR1; IGAD1; IGF2R; ISCW; LAMA2; LAP; LCA5; LPA;
MCDR1; MOCS1; MUT; MYB; NEU1; NKS1; NYS2; OA3; ODDD; OFCO; PARK2; PBCA; PBCRA1; PDB1; PEXS;
PEX6; PEX7; PKHD1; PLA2G7; PLG; POLH; PPAC; PSORS1; PUJO; RCD1; RDS; RHAG; RP14; RUNX2; RWS;
SCA1; SCzZD3; SIASD; SOD2; ST8; TAP1; TAP2; TFAP2B; TNDM; TNF; TPBG; TPMT; TULP1; WISP3; AASS;
ABCB1; ABCB4; ACHE; AQP1; ASL; ASNS; AUTS1; BPGM; BRAF; C7orf2; CACNA2D1; CCM1; CD36; CFTR;
CHORDOMA; CLCN1; CMH6; CMT2D; COL1A2; CRS; CYMD; DFNA5; DLD; DYT11; EEC1; ELN; ETV1; FKBPS6;
GCK; GHRHR; GHS; GLI3; GPDS1; GUSB; HLXB9; HOXA13; HPFH2; HRX; IAB; IMMP2L; KCNH2; LAMBI; LEP;
MET; NCF1; NM; OGDH; OPN1SW; PEX1; PGAM2; PMS2; PON1; PPP1R3A; PRSS1; PTC; PTPN12; RP10; RP9;
SERPINE1; SGCE; SHFM1; SHH; SLC26A3; SLC26A4; SLOS; SMAD1; TBXAS1; TWIST; ZWS1; ACHM3; ADRB3;
ANK1; CA1; CA2; CCAL1; CLN8; CMT4A; CNGB3; COH1; CPP;CRH; CYP11B1; CYP11B2; DECR1; DPYS;
DURS1; EBS1; ECA1; EGI; EXT1; EYA1; FGFR1; GNRH1; GSR; GULOP; HR; KCNQ3; KFM; KWE; LGCR; LPL;
MCPH1; MOS; MYC; NAT1; NAT2; NBS1; PLAT; PLEC1; PRKDC; PXMP3; RP1; SCZD6; SFTPC; SGM1; SPG5A;
STAR; TG; TRPS1; TTPA; VMD1; WRN; ABCA1; ABL1; ABO; ADAMTS13; AK1; ALAD; ALDH1A1; ALDOB; AMBP;
AMCD1; ASS; BDMF; BSCL; C5; CDKN2A; CHAC; CLA1; CMD1B; COL5A1; CRAT; DBH; DNAI1; DYS; DYT1;
ENG; FANCC; FBP1; FCMD; FRDA; GALT; GLDC; GNE; GSM1; GSN; HSD17B3; HSN1; IBM2; INVS; JBTS1;
LALL; LCCS1; LCCS; LGMD2H; LMX1B; MLLT3; MROS; MSSE; NOTCH1; ORM1; PAPPA; PIP5K1B; PTCH;
PTGS1; RLN1; RLN2; RMRP; ROR2; RPD1; SARDH; SPTLC1; STOM; TDFA; TEK; TMC1; TRIM32; TSC1; TYRP1;
XPA; CACNB2; COL17A1; CUBN; CXCL12; CYP17; CYP2C19; CYP2C9; EGR2; EMX2; ERCC6; FGFR2; HK1;
HPS1; IL2RA; LGI1; LIPA; MAT1A; MBL2; MKI67; MXI1; NODAL; OAT; OATL3; PAX2; PCBD; PEO1; PHYH; PNLIP;
PSAP; PTEN; RBP4; RDPA; RET; SFTPA1; SFTPD; SHFMS3; SIAL; THC2; TLX1; TNFRSF6; UFS; UROCS; AA;
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ABCCS8; ACAT1; ALX4; AMPD3; ANC; APOAL; APOA4; APOC3; ATM; BSCL2; BWS; CALCA; CAT; CCND1; CD3E;
CD3G; CD59; CDKNLC; CLN2; CNTF; CPT1A; CTSC; DDB1; DDB2; DHCR7; DLAT; DRD4; ECB2; ED4; EVRH1;
EXT2; F2; FSHB; FTH1; G6PT1; G6PT2; GIF; HBB; HBBP1; HBD; HBE1; HBG1; HBG2; HMBS; HND; HOMG2;
HRAS; HVBS1; IDDM2; IGER; INS; JBS; KCNJ11; KCNJ1; KCNQ1; LDHA; LRP5; MEN1; MLL; MYBPC3; MYOT7A,;
NNO1; OPPG; OPTB1; PAX6; PC; PDX1; PGL2; PGR; PORC; PTH; PTS; PVRL1; PYGM; RAG1; RAG2; ROM1;
RRAS2; SAA1; SCA5; SCzD2; SDHD; SERPING1; SMPD1; TCIRG1; TCL2; TECTA; TH; TREH; TSG101; TYR;
USH1C; VMD2; VRNI; WT1; WT2; ZNF145; A2M; AAAS; ACADS; ACLS; ACVRL1; ALDH2; AMHRZ2; AOM; AQP2;
ATD; ATP2A2; BDC; CIR; CD4; CDK4; CNA1; COL2A1; CYP27B1; DRPLA; ENUR2; FEOM1; FGF23; FPF; GNB3;
GNS; HAL; HBP1; HMGA2; HMN2; HPD; IGF1; KCNA1; KERA; KRAS2; KRT1; KRT2A; KRT3; KRT4; KRTS5;
KRT6A; KRT6B; KRTHB6; LDHB; LYZ; MGCT; MPE; MVK; MYL2; OAP; PAH; PPKB; PRB3; PTPN11; PXR1; RLS;
RSN; SAS; SAX1; SCA2; SCNN1A; SMAL; SPPM; SPSMA; TBX3; TBX5; TCF1; TPI1; TSC3; ULR; VDR; VWF;
ATP7B; BRCA2; BRCD1; CLN5; CPB2; ED2; EDNRB; ENUR1; ERCC5; F10; F7; GJB2; GJB6; IPF1; MBS1; MCOR,;
NYS4; PCCA; RB1; RHOK; SCzZD7; SGCG; SLC10A2; SLC25A15; STARP1; ZNF198; ACHM1; ARVD1; BCH,;
CTAA1; DAD1; DFNB5; EML1; GALC; GCH1; IBGC1; IGH@; grupo IGHC; IGHG1; IGHM; IGHR; IV; LTBP2; MJD;
MNG1; MPD1; MPS3C; MYH6; MYH7; NP; NPC2; PABPN1; PSEN1; PYGL; RPGRIP1; SERPINA1; SERPINAS;
SERPINAG; SLC7A7; SPG3A; SPTB; TCL1A; TGM1; TITF1; TMIP; TRA@; TSHR; USHLA; VP; ACCPN; AHO2;
ANCR; B2M; BBS4; BLM; CAPN3; CDAN1; CDAN3; CLN6; CMH3; CYP19; CYP1A1; CYP1A2; DYX1; EPB42;
ETFA; EYCL3; FAH; FBN1; FES; HCVS; HEXA; IVD; LCS1; LIPC; MYO5A; OCA2; OTSC1; PWCR; RLBP1;
SLC12A1; SPG6; TPM1; UBE3A; WMS; ABCC6; ALDOA; APRT; ATP2A1; BBS2; CARD15; CATM; CDH1; CETP;
CHST6; CLN3; CREBBP; CTH; CTM; CYBA; CYLD; DHS; DNASE1; DPEP1; ERCC4; FANCA; GALNS; GAN;
HAGH; HBA1; HBA2; HBHR; HBQ1; HBZ; HBZP; HP; HSD11B2; IL4R; LIPB; MC1R; MEFV; MHC2TA; MLYCD;
MMVP1; PHKB; PHKG2; PKD1; PKDTS; PMM2; PXE; SALL1; SCA4; SCNN1B; SCNN1G; SLC12A3; TAT; TSC2;
VDI; WT3; ABR; ACACA; ACADVL; ACE; ALDH3A2; APOH; ASPA; AXIN2; BCL5; BHD; BLMH; BRCA1; CACD;
CCA1; CCZS; CHRNB1; CHRNE; CMT1A; COL1A1; CORD5; CTNS; EPX; ERBB2; G6PC; GAA; GALK1; GCGR;
GFAP; GH1; GH2; GP1BA; GPSC; GUCY2D; ITGA2B; ITGBS3; ITGB4; KRT10; KRT12; KRT13; KRT14; KRT14LA1;
KRT14L2; KRT14L3; KRT16; KRT16L1; KRT16L2; KRT17; KRT9; MAPT; MDB; MDCR; MGI; MHS2; MKS1; MPO;
MYO15A; NAGLU; NAPB; NF1; NME1; P4HB; PAFAH1B1; PECAM1; PEX12; PHB; PMP22; PRKAR1A; PRKCA,;
PRKWNK4; PRP8; PRPF8; PTLAH; RARA; RCV1; RMSA1; RP17; RSS; SCN4A; SERPINF2; SGCA; SGSH; SHBG;
SLC2A4; SLC4A1; SLC6A4; SMCR; SOST; SOX9; SSTR2; SYM1; SYNS1; TCF2; THRA; TIMP2; TOC; TOP2A;
TP53; TRIM37; VBCH; ATP8B1; BCL2; CNSN; CORD1; CYB5; DCC; F5F8D; FECH; FEO; LAMA3; LCFS2; MADH4;
MAFD1; MC2R; MCL; MYP2; NPC1; SPPK; TGFBRE; TGIF; TTR; AD2; AMH; APOC2; APOE; ATHS; BAX;
BCKDHA; BCL3; BFIC; C3; CACNA1A; CCO; CEACAM5; COMP; CRX; DBA; DDU; DFNA4; DLL3; DM1; DMWD;
E11S; ELA2; EPOR; ERCC2; ETFB; EXT3; EYCL1; FTL; FUT1; FUT2; FUT6; GAMT; GCDH; GPI; GUSM; HB1;
HCL1; HHC2; HHC3; ICAM3; INSR; JAK3; KLK3; LDLR; LHB; LIG1; LOH19CR1; LYL1; MAN2B1; MCOLN1; MDRYV;
MLLT1; NOTCH3; NPHS1; OFC3; OPA3; PEPD; PRPF31; PRTN3; PRX; PSG1; PVR; RYR1; SLC5A5; SLC7A9;
STK11; TBXA2R; TGFB1; TNNI3; TYROBP; ADA; AHCY; AVP; CDAN2; CDPD1; CHED1; CHEDZ2; CHRNA4; CST3;
EDN3; EEGV1; FTLL1; GDF5; GNAS; GSS; HNF4A; JAG1; KCNQ2; MKKS; NBIA1; PCK1; PI3; PPCD; PPGB;
PRNP; THBD; TOP1; AIRE; APP; CBS; COL6A1; COL6A2; CSTB; DCR; DSCR1; FPDMM; HLCS; HPE1; ITGB2;
KCNE1; KNO; PRSS7; RUNX1; SOD1; TAM; ADSL; ARSA; BCR; CECR; CHEK2; COMT; CRYBB2; CSF2RB;
CTHM; CYP2D6; CYP2D7P1; DGCR; DIA1; EWSR1; GGT1; MGCR; MN1; NAGA; NE2; OGS2; PDGFB; PPARA;
PRODH; SCO2; SCZD4; SERPIND1; SLC5A1; SOX10; TCN2; TIMP3; TST; VCF; ABCD1; ACTL1; ADFN; AGMX2;
AHDS; AIC; AIED; AIH3; ALAS2; AMCD; AMELX; ANOP1; AR; ARAF1; ARSC2; ARSE; ARTS; ARX; ASAT; ASSP5;
ATP7A; ATRX; AVPR2; BFLS; BGN; BTK; BZX; C1HR; CACNA1F; CALB3; CBBM; CCT; CDR1; CFNS; CGF1;
CHM; CHR39c; CIDX; CLA2; CLCN5; CLS; CMTX2; CMTX3; CND; COD1; COD2; COL4A5; COL4A6; CPX; CVD1;
CYBB; DCX; DFN2; DFN4; DFN6; DHOF; DIAPH2; DKC1; DMD; DSS; DYT3; EBM; EBP; ED1; ELK1; EMD; EVR2;
F8; F9; FCP1; FDPSL5; FGD1; FGS1; FMR1; FMR2; G6PD; GABRA3; GATA1; GDI1; GDXY; GJB1; GK; GLA;
GPC3; GRPR; GTD; GUST; HMS1; HPRT1; HPT; HTC2; HTR2c; HYR; IDS; IHG1; IL2RG; INDX; IP1; IP2; JMS;
KAL1; KFSD; L1CAM; LAMP2; MAA; MAFD2; MAOA; MAOB; MCF2; MCS; MEAX; MECP2; MF4; MGC1; MICS5;
MID1; MLLT7; MLS; MRSD; MRX14; MRX1; MRX20; MRX2; MRX3; MRX40; MRXA; MSD; MTM1; MYCL2; MYP1;
NDP; NHS; NPHL1; NROB1; NSX; NYS1; NYX; OA1; OASD; OCRL; ODT1; OFD1; OPA2; OPD1; OPEM; OPN1LW;
OPN1MW; OTC; P3; PDHA1; PDR; PFC; PFKFB1; PGK1; PGK1P1; PGS; PHEX; PHKA1; PHKA2; PHP; PIGA;
PLP1; POF1; POLA; POU3F4; PPMX; PRD; PRPS1; PRPS2; PRS; RCCP2; RENBP; RENS1; RP2; RP6; RPGR,;
RPS4X; RPS6KA3; RS1; S11; SDYS; SEDL; SERPINA7; SH2D1A; SHFM2; SLC25A5; SMAX2; SRPX; SRS; STS;
SYN1; SYP; TAF1; TAZ; TBX22; TDD; TFE3; THAS; THC; TIMM8A; TIM1; TKCR; TNFSF5; UBE1; UBE2A; WAS;
WSN; WTS; WWS; XIC; XIST; XK; XM; XS; ZFX; ZIC3; ZNF261; ZNF41; ZNF6; AMELY; ASSP6; AZF1; AZF2; DAZ;
GCY; RPS4Y; SMCY; ZFY; ABAT; AEZ; AFA; AFD1; ASAH1; ASD1; ASMT; CCAT; CECR9; CEPA; CLAS3; CLN4;
CSF2RA; CTS1; DF; DIH1; DWS; DYT2; DYT4; EBR3; ECT; EEF1A1L14; EYCL2; FANCB; GCSH; GCSL; GIP;
GTS; HHG; HMI; HOAC; HOKPP2; HRPT1; HSD3B3; HTC1; HV1S; ICHQ; ICR1; ICRS5; IL3RA; KAL2; KMS; KRT18;
KSS; LCAT; LHON; LIMM; MANBB; MCPH2; MEB; MELAS; MIC2; MPFD; MS; MSS; MTATP6; MTCO1; MTCO03;
MTCYB; MTND1; MTND2; MTND4; MTND5; MTND6; MTRNR1; MTRNR2; MTTE; MTTG; MTTI; MTTK; MTTL1;
MTTL2; MTTN; MTTP; MTTS1; NAMSD; OCD1; OPD2; PCK2; PCLD; PCOS1; PFKM; PKD3; PRCA1; PRO1;
PROP1; RBS; RFXAP; RP; SHOX; SLC25A6; SPG5B; STO; SUOX; THM; y TTD, o un fragmento funcional o una
variante de cualquiera de las anteriores.

11. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que dicha al menos una proteina de interés es
un factor de transcripcion, y en el que dicha pluralidad de dias es un ndmero suficiente de dias para reprogramar
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dicha célula, en el que: el procedimiento se realiza sin el uso de ninguna proteina exdégena, ARNip o agente de
molécula pequefia que inhiba o reduzca la activacion, la induccion o la expresion de una o mas proteinas en una via
de respuesta inmune innata.

12. Una composicién de ARN tratado producida usando el procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-11,
para su uso en el tratamiento de medicina regenerativa, reprogramacion celular, terapias basadas en células,
terapias de reemplazo enzimatico, célula, trasplante o reparacion de tejidos y 6rganos, ingenieria de tejidos u
6rganos y/o inmunoterapias.

13. Una dosis eficaz de una composicion de ARN tratado o célula producida usando el procedimiento de cualquiera
de las reivindicaciones 1-11, para su uso en la reduccién o eliminacién de un sintoma o de una enfermedad en un
sujeto humano o animal.

14. Uso de una composicion de ARN tratado en la preparacién de un medicamento para inducir una célula de
mamifero a producir una proteina recombinante en inmunoterapia;

en el que, menos del 0,01% de la masa de ARN de dicha composiciéon de ARN tratado es ARN bicatenario de un
tamafio superior a aproximadamente 40 pares de bases de longitud, preferentemente, menos del 0,001 % de la
masa de ARN de dicha composicién de ARN tratado es ARN bicatenario de un tamafo superior a aproximadamente
40 pares de bases de longitud y en el que la composicién de ARN tratado comprende:

a) ARN monocatenario (ARNss) o ARNm codificante de un marco de lectura abierto para dicha proteina
recombinante, en el que el ARN monocatenario o ARNm es un producto de la transcripcion in vitro de un molde
de ADN por una ARN polimerasa;

b) una proteina endorribonucleasa lll especifica del ARN bicatenario; y

c) cationes de magnesio presentes a una concentracion de aproximadamente 1-4 mM.

15. El uso de la reivindicacién 14, en el que el ARN monocatenario o ARNm comprende uno o mas ribonucleésidos
modificados seleccionados del grupo que consiste en pseudouridina, 1-metilpseudouridina, 5-metiluridina, 2’-O-
metiluridina, 2-tiouridina y 5-metilcitidina en lugar de al menos una parte del correspondiente ribonucledsido candnico
sin modificar.

16. El uso de la reivindicacion 14, en el que, a excepcién de los nucleétidos que comprenden la caperuza, el ARN
monocatenario o ARNm solo comprende los ribonucledsidos canénicos G, A, Cy U.
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FIG. 2
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FIG. 5
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FIG. 6
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FIG. 7
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FIG. 8
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FIG.9
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FIG. 11
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FIG. 14
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FIG. 15
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FIG. 17A

Contraste de fase Inmunofluorescencia Superposicién
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FI1G. 17B
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FIG. 17C
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FIG. 20
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FIG. 21A
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FIG. 21B
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FIG. 24

199



ES 2676 600 T3

FIG. 25
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FIG. 26A
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FIG. 26B
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FIG. 28
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FIG. 29A
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FIG. 29B
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FIG. 30
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FIG. 31
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FIG. 32A
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FI1G. 32B
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FIG. 33A
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FIG. 33B
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FIG. 34
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FIG. 35
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FIG. 36

CT medio para NANOG
CT medio para NANOG

304 +-0,08
229 +/-0,03

UFR

Amplificacién

Bl:”:ll:l T " LA

rj1 11 [ SO

4000 £ J
3000 £
0 11 I AU S

1000 +-

B
u

T
o
R o - :
t * t #

Ciclos

224




ES 2676 600 T3

FIG. 37
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FIG. 38

4 aumentos
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FIG. 39
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FIG. 40

Colonias de KLMO3S con RIll, Pseudouridina , 5 factores

Colonias de K3LMO3S con RIll, Pseudouridina , 5 factores
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FIG. 44
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F1G. 45A
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FIG. 46A

TUJ1 (Ectodermo)

Fase x20 TUN
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FIG. 46B

x4 Cadena ligera de neurcfilamento (NFL) — (Ectodermo)

Fase X10 Actina de misculo liso a SMA — (Mesodermo)
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FIG. 46C
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FIG. 46D
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FIG. 47A
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FIG. 47B
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FIG. 48A
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FIG. 48B
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FIG. 48C
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FIG. 50
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FIG. 51
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