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DESCRIPCIÓN

Fabricación y uso de ARN monocatenario sintetizado in vitro para la introducción en células de mamífero para inducir 
un efecto biológico o bioquímico

Campo de la invención

La invención se expone en las reivindicaciones adjuntas. Las realizaciones de la descripción que no entran dentro 5
del ámbito de las reivindicaciones se proporcionan solo con fines ilustrativos y no forman parte de la presente 
invención.

La presente invención se refiere a composiciones de ARN, sistemas, kits y procedimientos de fabricación y uso de 
composiciones de ARN que comprenden ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro para inducir un efecto 
biológico o bioquímico en células humanas o de otros mamíferos, en los que la composición de ARN se introduce de 10
manera repetida o continua. En determinadas realizaciones, la presente invención se refiere a composiciones de 
ARN y a procedimientos de fabricación y uso de las mismas para inducir efectos biológicos o bioquímicos en células 
que están en cultivo ex vivo o células que están in vivo en un tejido, órgano u organismo, en las que el efecto 
biológico se puede inducir en las células, o en un tejido, órgano u organismo que contenga las células. En 
determinadas realizaciones, las composiciones de ARN están "sustancialmente libres", "casi libres", "esencialmente 15
libres", "prácticamente libres", "extremadamente libres" o "absolutamente libres" de ARN bicatenario. En algunas 
realizaciones, el efecto biológico o bioquímico 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 somáticas humanas a células madre pluripotentes, o inducir células fibroblásticas humanas a células 
neuronales.20

Antecedentes

En 2006, se informó (Takahashi y Yamanaka 2006) que la introducción de genes que codifican cuatro factores 
proteicos (OCT4 (Octámero-4; POU clase 5 caja homeostásica 1), SOX2 (SRY (región determinante del sexo Y)-caja 
2), KLF4 (factor 4 similar a Krueppel) y c-MYC) en células somáticas de ratón diferenciadas indujo a esas células a 
convertirse en células madre pluripotentes, (a las que se hace referencia en el presente documento como "células 25
madre pluripotentes inducidas", "células iPS" o "iPSC"). Tras este informe original, las células madre pluripotentes 
también se indujeron mediante la transformación de células somáticas humanas con genes codificantes de los 
factores proteicos humanos similares (OCT4, SOX2, KLF4 y c-MYC) (Takahashi y col. 2007), o mediante la 
transformación de células somáticas humanas con genes codificantes de los factores humanos OCT4 y SOX2 más 
genes codificantes de otros dos factores humanos, NANOG y LIN28 (homólogo A de Lin-28) (Yu y col., 2007). Todos 30
estos procedimientos usaron retrovirus o lentivirus para integrar los genes codificantes de los factores de 
reprogramación en los genomas de las células transformadas, y las células somáticas se reprogramaron en células 
iPS solo durante un largo período de tiempo (por ejemplo, durante más de una semana).

La generación de las células iPS a partir de células somáticas 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 35
a partir de células somáticas de individuos enfermos puede permitir el desarrollo de terapias específicas del enfermo 
con menor riesgo debido al rechazo inmune. Aún más, la generación de células iPS a partir de células somáticas 
específicas de la enfermedad parece ser prometedora como medio de estudio y desarrollo de fármacos para tratar 
estados patológicos específicos (Ebert y col. 2009, Lee y col. 2009, Maehr y col., 2009).

La administración vírica de genes codificantes de factores de reprogramación proteicos (o factores “iPSC”) 40
proporciona una manera muy eficaz de producir células iPS a partir de células somáticas, pero la integración del 
ADN exógeno en el genoma, tanto aleatoria como no aleatoria, genera resultados impredecibles y pueden, a la 
larga, provocar cáncer (Nakagawa y col. 2008). Nuevos informes muestran que se pueden crear células iPS (con 
menor eficacia) usando otros procedimientos que no requieren la integración en el genoma. Por ejemplo, se 
demostró que transfecciones repetidas de plásmidos de expresión que contienen genes para OCT4, SOX2, KLF4 y 45
c-MYC en fibroblastos embrionarios de ratón generan células iPS (Okita y col. 2008). También se generaron células 
madres pluripotentes inducidas a partir de células somáticas humanas mediante la introducción de un plásmido 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 somáticas con: factores de reprogramación proteicos 
recombinantes (Zhou y col., 2009); adenovirus no integradores (Stadtfeld y col., 2008); o transposones piggyBac 50
(Woltjen y col., 2009) para administrar factores de reprogramación. Actualmente, la generación de células iPS 
usando estas técnicas de administración no vírica para administrar factores de reprogramación es extremadamente 
ineficaz. Los futuros procedimientos de generación de células iPS para posibles aplicaciones clínicas necesitarán 
aumentar la velocidad y la eficacia de la formación de células iPS a la vez que se mantenga la integridad del 
genoma.55

Robertson y col., 2009 desvelan ARN que contiene muestras tratadas con RNAsa III para digerir contaminantes de 
ARN bicatenario mediante la incubación en MgCl2 10 mM. La presente invención como se define en las 
reivindicaciones aplica una concentración de cationes de magnesio de aproximadamente 1-4 mM y una sal que 
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proporciona una fuerza iónica equivalente a al menos aproximadamente 50-300 mM de acetato de potasio o 
glutamato de potasio que proporciona una digestión más completa de ARN bicatenario, a la vez que mantiene mejor 
la integridad del ARN monocatenario.

Sumario de la invención

La presente invención se refiere a composiciones de ARN, sistemas, kits y procedimientos de fabricación y uso de 5
composiciones de ARN que comprenden ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro para inducir un efecto 
biológico o bioquímico en células humanas o de otros mamíferos, en los que la composición de ARN se introduce de 
manera repetida o continua. En determinadas realizaciones, la presente invención se refiere a composiciones de 
ARN y a procedimientos de fabricación y uso de las mismas para inducir efectos biológicos o bioquímicos en células 
que están en cultivo ex vivo o células que están in vivo en un tejido, órgano u organismo, en las que el efecto 10
biológico se puede inducir en las células, o en un tejido, órgano u organismo que contenga las células.

En 2006, se informó (Takahashi y Yamanaka 2006) que la introducción de genes que codifican cuatro factores 
proteicos (OCT4 (Octámero-4; POU clase 5 caja homeostásica 1), SOX2 (SRY (región determinante del sexo Y)-caja 
2), KLF4 (factor 4 similar a Krueppel) y c-MYC) en células somáticas de ratón diferenciadas indujo a esas células a 
convertirse en células madre pluripotentes, (a las que se hace referencia en el presente documento como "células 15
madre pluripotentes inducidas", "células iPS" o "iPSC"). Tras este informe original, las células madre pluripotentes 
también se indujeron mediante la transformación de células somáticas humanas con genes codificantes de los 
factores proteicos humanos similares (OCT4, SOX2, KLF4 y c-MYC) (Takahashi y col. 2007), o mediante la 
transformación de células somáticas humanas con genes codificantes de los factores humanos OCT4 y SOX2 más 
genes codificantes de otros dos factores humanos, NANOG y LIN28 (homólogo A de Lin-28) (Yu y col., 2007). Todos 20
estos procedimientos usaron retrovirus o lentivirus para integrar los genes codificantes de los factores de 
reprogramación en los genomas de las células transformadas, y las células somáticas se reprogramaron en células 
iPS solo durante un largo período de tiempo (por ejemplo, durante más de una semana).

La generación de las células iPS a partir de células somáticas 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 25
a partir de células somáticas de individuos enfermos puede permitir el desarrollo de terapias específicas del enfermo 
con menor riesgo debido al rechazo inmune. Aún más, la generación de células iPS a partir de células somáticas 
específicas de la enfermedad parece ser prometedora como medio de estudio y desarrollo de fármacos para tratar 
estados patológicos específicos (Ebert y col. 2009, Lee y col. 2009, Maehr y col., 2009).

La administración vírica de genes codificantes de factores de reprogramación proteicos (o factores “iPSC”) 30
proporciona una manera muy eficaz de producir células iPS a partir de células somáticas, pero la integración del 
ADN exógeno en el genoma, tanto aleatoria como no aleatoria, genera resultados impredecibles y pueden, a la 
larga, provocar cáncer (Nakagawa y col. 2008). Nuevos informes muestran que se pueden crear células iPS (con 
menor eficacia) usando otros procedimientos que no requieren la integración en el genoma. Por ejemplo, se 
demostró que transfecciones repetidas de plásmidos de expresión que contienen genes para OCT4, SOX2, KLF4 y 35
c-MYC en fibroblastos embrionarios de ratón generan células iPS (Okita y col. 2008). También se generaron células 
madres pluripotentes inducidas a partir de células somáticas humanas mediante la introducción de un plásmido 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 somáticas con: factores de reprogramación proteicos 
recombinantes (Zhou y col., 2009); adenovirus no integradores (Stadtfeld y col., 2008); o transposones piggyBac 40
(Woltjen y col., 2009) para administrar factores de reprogramación. Actualmente, la generación de células iPS 
usando estas técnicas de administración no vírica para administrar factores de reprogramación es extremadamente 
ineficaz. Los futuros procedimientos de generación de células iPS para posibles aplicaciones clínicas necesitarán 
aumentar la velocidad y la eficacia de la formación de células iPS a la vez que se mantenga la integridad del 
genoma.45

Inmediatamente después de las divulgaciones de los laboratorios de K. Yamanaka (Takahashi K y col., 2007) y J. A. 
Thomson (Yu J y col. 2007), informando de la inducción de las células iPS a partir de células somáticas humanas 
mediante vectores víricos o plasmídicos que expresaban genes codificantes de ciertos factores de inducción de 
iPSC, uno de los solicitantes concibió que podría ser posible inducir células iPSC transfectando repetidamente 
células somáticas humanas o animales con ARNm sintetizados in vitro codificantes de dichos factores de inducción 50
de iPSC.

La introducción de ARNm sintetizado in vitro en células y organismos eucariotas por medios tales como 
microinyección, electroporación y transfección mediada por lípidos se ha usado para expresar proteínas codificadas 
desde la introducción de los sistemas de transcripción in vitro de SP6, T7 y T3 aproximadamente hace 30 años (por 
ejemplo, Krieg, PA y Melton, DA, 1984). Dicho trabajo, que, en general, incluye introducciones únicas en células 55
eucariotas de un ARNm codificante de una proteína de interés codificada por un determinado gen, seguidas de 
ensayos y/o análisis de las proteínas expresadas, han proporcionado información importante sobre el procesamiento 
del ARNm, la expresión y las actividades de genes, y la traducción in vitro e in vivo de las proteínas codificadas. Sin 
embargo, también se percibió que el ARNm tiene ciertas desventajas. Por ejemplo, los científicos perciben que el 
ARN es más lábil que el ADN, y creen que se ha de tener mucho cuidado en evitar la degradación del ARN por una 60
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amplia variedad de ribonucleasas ubicuas, según lo ilustrado por RNasas en la piel humana (Probst J y col., 2006).

Aún más, muchos científicos han descubierto que la transfección repetida de las células con ARNm sintetizado in 
vitro fue citotóxica 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 transfección de células fibroblásticas humanas 
con ARNm codificantes de las proteínas KLF4, c-MYC, OCT4 y SOX2, y LT, no pudieron generar estirpes de iPSC 5
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 pequeñas tales como ácido valproico tras la transfección del 
ARNm, observaron un aumento de la activación de los genes de pluripotencia en comparación con la transfección de 
ARNm solo, pero afirmaron que "durante nuestro intento de múltiples series de transfección por microporación, dicho 10
tratamiento causó 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 análisis de diferenciación, por lo que es difícil 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 15
celular durante los intentos de reprogramar células somáticas a iPSC con ARNm. Tras electroporar células 
somáticas con ARNm transcritos in vitro protegidos con ARCA codificantes de los cuatro factores de transcripción 
OCT4, SOX2, KLF4 y cMYC diariamente durante varios días, se observó que los ARNm se tradujeron y que se 
indujeron algunos marcadores para las iPSC. Sin embargo, señalaron que "la electroporación repetitiva se asocia 
con una pérdida de viabilidad celular que se hizo evidente solo después de la segunda electroporación. La viabilidad 20
disminuyó aún más con cada electroporación siguiente". Intentaron "rescatar" las células que estaban siendo 
electroporadas mediante la adición continua de más células del mismo tipo a medida que realizaba la 
electroporación, pero no establecieron cómo podían 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 características de las iPSC, porque 25
concluyeron su descripción del experimento al afirmar que "la excrecencia de las colonias pluripotentes de estas 
células todavía está en investigación".

De forma similar, en un artículo reciente sobre la administración repetida de ARNm codificantes de los factores de 
reprogramación 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 30
demuestran los ensayos de citotoxicidad de MTT. Los datos del transcriptoma derivados de micromatrices revelaron 
que la baja supervivencia celular se debió principalmente a la respuesta inmune innata desencadenada por los 
ARNm exógenos. Los presentes inventores validaron la influencia de la transfección de ARNm en los niveles clave 
de transcripción 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 35
previamente para mediar la reprogramación en células somáticas".

Dicha citotoxicidad y muerte celular producidas como consecuencia de introducciones repetidas o continuas de 
ARNm sintetizado in vitro en células puede deberse a la inducción de sensores de ARN y mecanismos de respuesta 
inmune innata. Las células humanas y animales poseen una amplia selección de sensores de ARN y mecanismos 
de respuesta inmune innata que reconocen y responden a las moléculas de ARN exógenas que pueden entrar en las 40
células, Tal como durante una infección vírica o bacteriana. Estos sensores de ARN celulares y los mecanismos de 
respuesta inmune innata, si se activan, pueden producir la inhibición de la síntesis de proteínas, citotoxicidad y 
muerte celular programada a través de la señalización apoptótica.

En apoyo de esta idea, Angel y Yanik (2010) mostraron que la transfección de células con ARNm sintetizado in vitro
activó la inmunidad innata que causó una muerte celular significativa, y que la inhibición de genes de respuesta 45
inmune innata usando ARNip contra IFN-beta, STAT2 y EIFAK2 (PKR) permitió la transfección frecuente de 
fibroblastos humanos con ARNm codificante de proteínas 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 nucleósidos canónicos por ciertos nucleósidos 
modificados (por ejemplo, pseudouridina = ψ y, por ejemplo, nucleósidos de 5-metilcitidina = m5C), eran mucho 50
menos inmunogénicos, y se expresaron en proteínas a niveles superiores en comparación con los correspondientes 
ARNm no modificados sintetizados in vitro. Este trabajo también respalda la idea de que la respuesta inmune innata 
debe reducirse para expresar proteínas codificadas por ARNm transfectado repetidamente.

L. Warren y col. (Warren y col., 2010) informaron de la reprogramación de células somáticas humanas a colonias de 
iPSC que pudieron cultivarse de manera continua en cultivo y diferenciarse en células que comprendían las 3 capas 55
germinales. Hicieron esta reprogramación mediante la transfección repetida de células somáticas con ARNm 
modificados con (ψ y m5C) tratados con fosfatasa con protección terminal con ARCA codificantes de los factores de 
transcripción KMOS o KMOSL, en los que K = KLF4), M = MYC, O = OCT4, S = SOX2, L = LIN28, en medio que 
contiene la proteína B18R como un inhibidor del interferón. Por lo tanto, Warren y col. usaron múltiples 
procedimientos para tratar de evadir o contrarrestar los sensores de ARN celular y los mecanismos de respuesta 60
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inmune innata, incluyendo la fabricación del ARNm con dos nucleótidos 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 reacción de transcripción in 
vitro, y también proteína B18R añadida como inhibidor de la respuesta inmne innata. ARNm sintetizados in vitro y 
procedimientos similares, con algunas mejoras, se usaron en una publicación posterior (Warren y col., 2012).5

Kariko y col. (Kariko y col., 2011A) desvelaron la expresión de factores de transcripción KMOSLN (N = NANOG) y la 
reprogramación de células somáticas humanas (por ejemplo, fibroblastos o queratinocitos) a células iPSC usando 
mezclas de ARNm modificados con ψ sintetizados in vitro purificados o tratados (o ARNm que comprendían otros 
nucleósidos modificados) codificantes de algunos de estos factores de transcripción, sin el uso de inhibidor de 
respuesta inmune innata añadido. El uso de pseudouridina en lugar de uridina redujo la respuesta inmune innata, 10
aumentó la expresión de las proteínas de factores de transcripción codificadas por el ARNm e, incluso entonces, la 
purificación o el tratamiento del ARNm fue necesario para la reprogramación satisfactoria. Esta obra indicaba 
además 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 reprogramación de las iPSC mediante la introducción repetida 
de ARNm codificantes de proteínas en las células somáticas. Los solicitantes creen que es fundamental para una 15
reprogramación satisfactoria o la inducción de otros efectos biológicos o bioquímicos 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 inducción y activación de los numerosos sensores de ARN y mecanismos de respuesta inmune innata que los 
protegen contra patógenos que comprenden ARN.

Sin embargo, en un artículo reciente, Lee y col. (Lee J., 2012), revisado por L. A. J O'Neill (2012), argumenta todo lo 20
contrario: se requiere la activación de la inmunidad innata mediante el ARNm modificado codificante de las proteínas 
KMOS para la reprogramación eficaz de las células somáticas a células iPSC. Estos autores creen que sus datos 
muestran que la activación de las vías mediadas por el receptor de tipo Toll 3 (TLR3) (por ejemplo, la inducción de 
IFN de tipo I) es necesaria para la inducción eficaz de genes de pluripotencia y la inducción de iPSC humanas.

La resolución de este problema es importante. A pesar de una intensa investigación, aún no se conoce por completo 25
en la técnica cómo o por qué las células reconocen y toleran las moléculas de ARNm endógenas, pero no toleran la 
introducción celular repetida de moléculas de ARNm sintetizadas mediante transcripción in vitro, protección terminal 
y poliadenilación. 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 conversión fenotípica de célula a célula, quedaron 
perplejos sobre la razón por la que los científicos que trabajaban en reprogramación usando ARNm tenían 30
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 características químicas y estructurales específicas del ARNm sintetizado in vitro son 
reconocidas por los sensores de ARN celular humanos o de mamífero para evitar dichas introducciones celulares 
repetidas. La identificación de estas características y la búsqueda de maneras de poder introducir de manera 35
repetida o continua dichos ARNm sintetizados in vitro en células humanas y de animales permitiría el uso del ARNm 
para inducir efectos biológicos o bioquímicos en las células, no solo para la reprogramación, sino también para una 
amplia variedad de otras aplicaciones importantes (por ejemplo, para investigación clínica o para medicina 
regenerativa o inmunoterapia) en biología celular, agricultura y medicina.

La reprogramación de células somáticas humanas o animales a células iPSC mediante la transfección repetida o 40
continua de ARNm sintetizados in vitro codificantes de factores iPSC proporciona un excelente sistema modelo para 
identificar qué características 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 reprogramación es un excelente 
modelo, porque requiere transfecciones diarias de múltiples ARNm en un período de aproximadamente 8 a 
aproximadamente 18 días. El conocimiento obtenido de los experimentos de reprogramación dará lugar a una 45
reprogramación celular más fácil, más rápida, más eficiente y más eficaz, y también conducirá a mejores 
procedimientos para inducir muchos otros efectos biológicos o bioquímicos ex vivo en células en cultivo o in vivo en 
células de tejidos, órganos u organismos que los contienen mediante la introducción repetida o continua de ARNm 
sintetizado in vitro codificante de una o más proteínas.

Por lo tanto, los solicitantes creen que los procedimientos y las composiciones desarrollados para este sistema 50
modelo de reprogramación pueden conducir a: procedimientos de fabricación de composiciones de ARN que 
comprenden ARN monocatenario para la introducción en células de mamífero para inducir un efecto biológico o 
bioquímico; nuevas composiciones de ARN que son más eficaces para inducir un efecto biológico o bioquímico tras
su introducción en células de mamífero; nuevos procedimientos de reprogramación de células de un primer estado 
de diferenciación o fenotipo a un segundo estado de diferenciación o fenotipo (que incluye desdiferenciación, 55
transdiferenciación y diferenciación o rediferenciación); y nuevos procedimientos de inducción de otros efectos 
biológicos o bioquímicos en células humanas o animales ex vivo en cultivo o in vivo en células de tejidos, órganos u 
organismos mediante la introducción repetida o continua de ARNm sintetizados in vitro codificantes de una o más 
proteínas de interés en las células.

Lo que se necesita en la técnica es una mejor comprensión de qué características químicas y estructurales 60
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específicas 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 
mamífero) ex vivo en cultivo o en células humanas o animales (por ejemplo, de mamífero) in vivo en tejidos, órganos 5
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 inhibición del efecto bioquímico o biológico 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 fabricación de dichas composiciones de ARN que comprenden ARN 
monocatenario o ARNm sintetizado in vitro codificante de una o más proteínas, procedimientos de uso de dichas 10
composiciones de ARN para transfectar de manera repetida o continua células humanas o animales (por ejemplo, de 
mamífero) para causar un efecto biológico o bioquímico (por ejemplo, para reprogramar una célula que presente un 
primer estado de diferenciación que comprenda una célula somática a una célula que presente un segundo estado 
de diferenciación que comprenda una célula iPS) con mayor eficacia y sin inducir citotoxicidad significativa o muerte 
celular.15

Poco o nada se sabe acerca de los resultados que se podrían 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 introducción repetida o continua en células ex vivo en cultivo o in vivo en sujetos humanos o animales (por 
ejemplo, para investigación biológica y clínica, agricultura o aplicaciones clínicas).20

La introducción repetida o continua de ARNm en células para inducir un efecto biológico o bioquímico (por ejemplo, 
para la reprogramación) puede proporcionar beneficios frente a la introducción de moléculas de ADN o de proteínas. 
Por ejemplo, la introducción de ARNm en una célula tiene menor probabilidad que el ADN de producir inserciones 
genómicas o modificaciones genéticas, con efectos permanentes relacionados para las células. Además, puede ser 
más fácil introducir ARNm en una célula, en la que se modifica adecuadamente después de la traducción para la 25
expresión óptima, que producir y administrar proteínas con una determinada glucosilación u otra modificación 
posterior a la traducción 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 biológicos o bioquímicos (por ejemplo, en los campos de uso biológico, agrícola y clínico, por 
ejemplo, para su uso en medicina regenerativa, reprogramación celular, terapias basadas en células, terapias de 30
reemplazo enzimático, trasplante o reparación de células, tejidos y órganos, ingeniería de tejidos u órganos e 
inmunoterapias).

En determinadas realizaciones, la presente invención se refiere a realizaciones de composiciones, mezclas de 
reacción, kits y procedimientos que comprenden o usan uno o más ARN monocatenarios sintetizados in vitro (ARN 
monocatenarios) o ARN mensajeros (ARNm) (a veces también denominados ARNmc o moléculas de ARNm). Con 35
respecto a la presente invención, 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 transcripción in vitro de uno o más moldes de ADN por una ARN polimerasa. Aún más, a menos que 
se establezca específicamente lo contrario, los términos "ARN monocatenario" o "ARNm", cuando se usan en el 
presente documento con referencia a una realización de la presente invención, significarán un "ARN monocatenario 40
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 proteína o un 
polipéptido. En algunas realizaciones preferidas, el ARN monocatenario o ARNm codifica al menos una proteína que 
es capaz de producir un efecto biológico o bioquímico cuando se introduce de manera repetida o continua en una 
célula humana o animal (por ejemplo, una célula de mamífero). En algunas realizaciones preferidas, la invención 45
comprende una composición que comprende ARN monocatenario o ARNm y, a menos que se establezca 
específicamente lo contrario, la expresión "composición de ARN" significará una composición de ARN que 
comprende o consiste en ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro. En algunas realizaciones preferidas, la 
invención comprende una composición de ARN que comprende o consiste en ARN monocatenario o ARNm 
sintetizado in vitro que codifica una proteína o un polipéptido. En algunas realizaciones preferidas, la invención 50
comprende una composición de ARN que comprende o que consiste en una mezcla de múltiples ARN 
monocatenarios o ARNm sintetizados in vitro, cada uno de los cuales codifica una proteína diferente. Otras 
realizaciones de la invención comprenden una composición de ARN que comprende o consiste en ARN 
monocatenario sintetizado in vitro que no codifica una proteína o un polipéptido, sino que muestra la secuencia de al 
menos un ARN largo no codificante (ARNnc). Otras realizaciones más comprenden diversas mezclas de reacción, 55
kits y procedimientos que comprenden o usan una composición de ARN.

Una realización de la presente invención es un procedimiento de tratamiento de ARN monocatenario o ARNm 
sintetizado in vitro para generar una composición de ARN que está "sustancialmente libre de ARN bicatenario", "casi 
libre de ARN bicatenario", "esencialmente libre de ARN bicatenario", "prácticamente libre de ARN bicatenario", 
"extremadamente libre de ARN bicatenario", o "absolutamente libre de ARN bicatenario", lo que significa, 60
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 composición de ARN monocatenario tratado es ARN bicatenario de un tamaño 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 proteína RNasa III en 
una solución acuosa tamponada que comprende cationes de magnesio a una concentración de aproximadamente 1-
4 mM; y una sal que proporciona una fuerza iónica 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 composición de ARN.

Por lo tanto, una realización de la presente invención es un procedimiento de tratamiento de ARN monocatenario o 5
ARNm sinterizado in vitro para generar una composición 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 composición de ARN 
tratado es ARN bicatenario de un tamaño 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 
ARNm sintetizado in vitro con la proteína RNasa III en una solución acuosa tamponada que comprende cationes de 10
magnesio a una concentración de aproximadamente 1-4 mM; y una sal que proporciona una fuerza iónica 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 composición de ARN tratado. Sin embargo, a menos que sea evidente a partir de la descripción 
o se indique específicamente, cuando se dice que se usa una "composición de ARN" en un procedimiento descrito 
en el presente documento, en el que la composición de ARN se pone en contacto de manera repetida o continua con 15
o se introduce en una célula humana o animal (por ejemplo, una célula de mamífero) para inducir un efecto biológico 
o bioquímico (por ejemplo, para reprogramar una célula que presenta un primer estado diferenciado o fenotipo a un 
segundo estado diferenciado o fenotipo), significa (y se entenderá) que dicha composición de ARN bien es una 
composición de ARN tratado que se generó usando el procedimiento descrito en el presente documento, o es una 
composición de ARN purificado, en la que menos del: 0,01 %, 0,001 % o 0,0002 % (o un porcentaje específicamente 20
indicado) de la masa del ARN de la composición de ARN purificado es ARN bicatenario de un tamaño superior a 
aproximadamente 40 pares de bases (o superior a aproximadamente 30 pares de bases), incluso cuando dicha 
composición de ARN no se denomina una "composición de ARN tratado" o una "composición de ARN purificado".

Una realización de la invención es una mezcla de reacción de tratamiento de ARN que comprende: a) un ARN 
monocatenario o ARNm sintetizado in vitro (por ejemplo, que codifica una o más proteínas o uno o más ARN largos 25
no codificantes (ARNnc); b ) una proteína endorribonucleasa III (endoRNasa III o RNasa III) específica del ARN 
bicatenario (ARNbc); c) cationes de magnesio a una concentración de aproximadamente 1-4 mM; y d) una sal que 
proporciona una fuerza iónica al menos equivalente a 50 mM de acetato de potasio o glutamato de potasio; en la que 
dicha mezcla de reacción de tratamiento de ARN está prácticamente 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 %, 30
respectivamente, del ARN de la mezcla de reacción de tratamiento de ARN es ARN bicatenario de una tamaño 
superior a aproximadamente 40 pares de bases (o superior a aproximadamente 30 pares de bases).

Antes de la presente invención, dicha mezcla de reacción de tratamiento de ARN y dicho procedimiento de 
fabricación de una composición 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 reacción de tratamiento de ARN o la composición de ARN era ARN bicatenario 35
de un tamaño superior a aproximadamente 40 pares de bases no se conocía en la técnica, como se evidencia por 
los EJEMPLOS desvelados en el presente documento. Por ejemplo, el tratamiento de una composición de ARN que 
comprende ARN monocatenario GAUC sin modificar transcrito in vitro (por ejemplo, ARNm codificantes de factores 
de inducción iPSC) usando RNasa III como se describe en la técnica (por ejemplo, Robertson, 1968) no generó una 
composición de ARN tratado que produjera la reprogramación de fibroblastos humanos a iPSC al introducir 40
repetidamente la composición de ARN tratado en las células fibroblásticas (por ejemplo, véanse los resultados de la 
reprogramación usando tratamientos con RNasa III con acetato de magnesio 10 mM en la Tabla del EJEMPLO 10), 
mientras que el procedimiento de tratamiento con RNasa III de la presente invención dio lugar a una reprogramación 
satisfactoria (por ejemplo, véanse los resultados de la reprogramación usando tratamientos de RNasa III con 
aproximadamente 1-4 mM de acetato de magnesio en la Tabla del EJEMPLO 10). Este resultado sorprendente e 45
inesperado se explicó además por los resultados de otros experimentos (por ejemplo, véase el EJEMPLO 22). Por 
ejemplo, la Tabla del EJEMPLO 22 muestra que la adición de ARN bicatenario a un nivel de solo aproximadamente 
el 0,001 % o más del ARN total de una composición de ARN que comprende una mezcla de ARN monocatenarios 
no modificados altamente purificados (por ejemplo, ARNm codificantes de factores de inducción iPSC) es suficiente 
para inhibir eficazmente la reprogramación de fibroblastos humanos en cultivo a iPSC.50

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

Las realizaciones preferidas de la presente invención comprenden composiciones de ARN que comprenden ARN 
monocatenario o ARNm que están al menos prácticamente libres de ARN bicatenario (por ejemplo, composiciones 55
práctica, extremada o absolutamente libres de ARN bicatenario), procedimientos y kits de fabricación de 
composiciones al menos prácticamente libres de ARN bicatenario, y kits y procedimientos que comprenden y/o de 
uso de composiciones al menos prácticamente libres de ARN bicatenario.

Una realización particular de la invención es una composición de ARN que está al menos prácticamente libre de 
ARN bicatenario, en la que dicha composición de ARN comprende ARN bicatenario sintetizado in vitro (por ejemplo, 60
ARNnc o ARNm (por ejemplo, codificante de una o más proteínas), y en la que dicha composición de ARN está: 

E16186283
05-07-2018ES 2 676 600 T3

 



8

"prácticamente 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 
composición de ARN comprende ARN bicatenario de un tamaño superior a 40 pares de bases. Por ejemplo, una 
realización particular de la invención es una composición de ARN que comprende uno o más ARN monocatenarios o 
ARNm sintetizados in vitro codificantes de uno o más factores de transcripción de proteínas, en la que la 5
composición de ARN está prácticamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario. Otra 
composición de ARN de la invención es una mezcla de reacción que comprende una mezcla de reacción de 
tratamiento de ARN que comprende: a) un ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro que codifica uno o más 
factores de transcripción de proteínas; b) una proteína endorribonucleasa III específica del ARN bicatenario (ARNbc) 
(endoRNasa III o RNasa III); c) cationes de magnesio a una concentración de aproximadamente 1-4 mM; y d) una 10
sal que proporciona una fuerza iónica al menos equivalente a 50 mM de acetato de potasio o glutamato de potasio; 
en la que dicha mezcla de reacción de tratamiento de ARN está prácticamente 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 reacción de tratamiento de ARN es ARN bicatenario de una 
tamaño superior a aproximadamente 40 pares de bases.15

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 específico 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 20
ARN.

Por lo tanto, la presente invención proporciona procedimientos de síntesis de una composición de ARN transcrito in 
vitro (IVT), y de posterior puesta en contacto de la composición de ARN IVT con una RNasa específica del ARN 
bicatenario, tal como la RNasa III, 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 25
una vía de respuesta inmune innata de ARN bicatenario o sensor de ARN.

Cuando los solicitantes intentaron usar RNasa III según lo descrito en la técnica (por ejemplo, por Robertson y col., 
1968, y por Mellits y col., 1990) como una posible solución para tratar ARN monocatenario que comprende 
moléculas de ARNm para la traducción en células vivas, los solicitantes se sorprendieron al descubrir que los ARN 
monocatenarios tratados con RNasa III eran tóxicos. Por lo tanto, las células humanas que se transfectaron con 30
diversas dosis de ARN monocatenarios tratados con RNasa III, bien diariamente o cada dos días durante hasta 3 
semanas, parecían cada vez menos sanas en el transcurso de dicha introducción y, finalmente, murieron. Además, 
los solicitantes descubrieron que los ARN monocatenarios tratados con RNasa III 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 específicos del ARN 35
bicatenario diferentes (anticuerpos J2 y K1; English and Scientific Consulting, Szirák, Hungría).

Por consiguiente, los solicitantes descubrieron que el ARN monocatenario tratado con RNasa III preparado como se 
describe en la técnica no se pudo introducir en células humanas para la traducción in vivo. Aún más, la ampliación 
del tiempo de incubación de la reacción de la RNasa III 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 40
detección de los anticuerpos específicos del ARN bicatenario. El aumento del tiempo de reacción también pareció 
dar como resultado una mayor degradación del ARN monocatenario, basándose en la tinción de geles de 
electroforesis, y una menor expresión del ARN monocatenario.

Mellits y col. (1990) proporcionaron directrices relacionadas con el protocolo de la RNasa III que puede ser necesario 
para "optimizar las condiciones de digestión con respecto a la proporción de enzima/sustrato, la concentración de sal 45
y la temperatura para un determinado ARN".

Por consiguiente, los presentes solicitantes modificaron el protocolo de la RNasa III variando la cantidad de RNasa 
III en relación con una cantidad constante de ARN tratado. Sin embargo, el aumento o reducción de la cantidad de 
enzima con relación a la cantidad de ARN no afectó a la cantidad de ARN bicatenario que quedaba después del 
protocolo.50

A continuación, los presentes solicitantes evaluaron cuidadosamente si el cambio de la concentración o del tipo de 
sal monovalente (incluyendo otras sales diferentes a la sal de NH4Cl) enseñado con respecto al protocolo
convencional de ensayo de RNasa III de Robertson afectaría positivamente a los resultados. Siempre que la 
concentración de sal monovalente fue suficiente para mantener el estado dúplex del ARN bicatenario (por ejemplo, 
al menos 50 mM o superior, las diferentes concentraciones no dieron lugar a un aumento de la digestión de las 55
moléculas de ARN bicatenario contaminantes. A altas concentraciones de sal monovalente, pareció haber una ligera 
inhibición de la actividad RNasa III. Los tiempos de reacción de RNasa III más largos o las temperaturas de reacción 
más altas parecieron aumentar la degradación del ARN monocatenario de interés sin aumentar la digestión del ARN 
bicatenario contaminante.
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Seguidamente, los presentes solicitantes diseñaron un sustrato de ARN que comprendía tanto las partes 
monocatenarias como la parte bicatenaria con el fin de evaluar con mayor exactitud y precisión tanto la actividad 
específica del ARN bicatenario como la especificidad de la digestión por el ARN bicatenario en lugar del ARN 
monocatenario, pues se pudieron ensayar las diversas condiciones de reacción de la RNasa III usando este único 
sustrato (FIG. 1). Como se muestra en la FIG. 1, cabría esperar que la correcta digestión de este sustrato de ARN 5
produjera la digestión 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 resultó 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 III al reducir la concentración de cationes de 10
magnesio divalentes en aproximadamente 10 veces en comparación con la concentración enseñada en la técnica ( 
por ejemplo, Robertson y col., 1968). Por lo tanto, a una concentración de cationes de magnesio divalentes de 1 mM, 
las colas monocatenarias del sustrato permanecieron intactas y la parte central de ARN bicatenario se digirió por 
completo. El sustrato se usó entonces para valorar con precisión el intervalo óptimo de concentraciones de 
magnesio divalente. De forma sorprendente, mientras que la literatura (por ejemplo, Robertson y col., 1968) había 15
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 concentración 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 composición de ARN que comprendiera moléculas de ARN monocatenario no indujera o 
activara una respuesta inmune innata específica del ARN bicatenario o vías de sensor de ARN que produjeran una 20
disminución sustancial en la síntesis de proteínas, un aumento de la toxicidad celular o muerte celular. Aún más, a 
este intervalo de concentraciones inferior de cationes de magnesio, el rendimiento de las moléculas de ARN 
monocatenario intactas aumentó. Ambos efectos - la reducción de los niveles de ARN bicatenario y el aumento de 
los niveles de ARN monocatenario intacto - produjeron niveles superiores de traducción de ARNm codificantes de 
una variedad de proteínas diferentes que comprenden factores de reprogramación y mucha menos toxicidad para las 25
células, como se refleja en los niveles mucho más bajos de expresión celular de varios genes relacionados con la 
respuesta inmune innata (basados en el análisis cuantitativo de RT-PCR).

Específicamente, el protocolo de la RNasa III enseñado en la técnica desde aproximadamente 1968 ha enseñado a 
usar acetato de magnesio a 10 mM. Sin embargo, los presentes solicitantes descubrieron que una concentración de 
10 mM de acetato de magnesio produjo toxicidad para las células debido a la inducción y/o activación de una 30
potente respuesta inmune innata. Sin embargo, de forma sorprendente e inesperada, los presentes solicitantes 
descubrieron que el tratamiento del ARN monocatenario con RNasa III en una mezcla de reacción que comprendía 
solo aproximadamente 1-4 mM, y más 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 más tarde se determinó que estaba al menos 35
prácticamente 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 digestión más completa del ARN bicatenario, manteniendo a la vez mejor la integridad del ARN 
monocatenario durante la digestión con RNasa III se muestra en el EJEMPLO 1 y la FIG. 2. Como se muestra en la 40
FIG. 2, a concentraciones de acetato de magnesio de entre 1 y 4 mM, la región 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 nucleótidos permanecieron intactos. A una concentración de 5 mM de acetato de magnesio, los ARN 
monocatenarios fueron notablemente más degradados, como se observa por la mancha bajo las bandas de ARN 
monocatenario, y esta degradación aumentó al aumentar la concentración de acetato de magnesio de 6 a 10 mM de 45
acetato de magnesio, con manchas muy significativas a 10 mM.

Los ensayos transferencia de puntos de la digestión de cantidades variables de ARN bicatenario por RNasa III en 
presencia de diferentes concentraciones de acetato de magnesio divalente usando un anticuerpo específico del ARN 
bicatenario, como se muestra en el EJEMPLO 2 y EJEMPLO 3 (FIG. 3 y FIG. 4, respectivamente) confirmó que el 
ARN bicatenario se digirió más eficazmente mediante el tratamiento con RNasa III en una mezcla de reacción que 50
comprendía una concentración final de entre aproximadamente 1 mM y aproximadamente 4 mM de acetato de 
magnesio, y más preferentemente, entre aproximadamente 2 mM y aproximadamente 4 mM de acetato de 
magnesio. Cuando el tratamiento con RNasa III de ARN monocatenario sintetizado in vitro se realizó en este 
intervalo de concentraciones, los presentes solicitantes descubrieron en otros experimentos que la toxicidad del ARN 
monocatenario tratado tras la transfección diaria repetida en células se redujo significativamente en comparación con 55
el ARN monocatenario tratado a concentraciones de catión de magnesio superiores a 4 mM (por ejemplo, a 10 mM 
como lo enseña Mellits y col., 1990 ), y esta reducción de la toxicidad del ARN monocatenario durante transfecciones 
repetidas fue fundamental para poder reprogramar con éxito las células somáticas humanas a células madre 
pluripotentes inducidas (iPS).

Por consiguiente, se descubrió que el procedimiento desarrollado por los presentes solicitantes es esencial, eficaz y 60
reproducible para lograr la reprogramación satisfactoria de células somáticas humanas usando ARN monocatenarios 
codificantes de factores de reprogramación. El procedimiento es capaz de tratar cantidades tanto pequeñas como 
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grandes de ARN eliminando los contaminantes de ARN bicatenario generados durante la transcripción in vitro
mientras se mantiene la integridad del ARN monocatenario.

Se ha demostrado que el procedimiento es inesperadamente exitoso para reducir la inducción y/o activación de las 
vías de señalización de la respuesta inmune innata y sensores de ARN (por ejemplo, inducción de interferón 
mediada por TLR3) en células humanas en respuesta a la introducción de ARN monocatenario sintetizado in vitro en 5
las células, incluso después de múltiples (por ejemplo, diarias) transfecciones durante hasta aproximadamente 21 
días. Por ejemplo, si no se realiza una purificación o un tratamiento con RNasa III 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 
pequeñas de ARN bicatenario contaminante, cuando se transfectan todos los días durante varios días (por ejemplo, 
diariamente durante > 2 días, >3 días, > 5 días, > 8 días, > 10 días, > 12 días, > 14 días, > 16 días, > 18 días o > 20 10
días) generan una alta toxicidad para las células. Por ejemplo, los presentes solicitantes han observado que la 
mayoría o todas las células fibroblásticas mueren si se transfectan durante más de aproximadamente 6 a 
aproximadamente 10 días con ARNm transcritos in vitro codificantes de factores de inducción 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 transfección o el procedimiento usado, y 15
otros factores). Sin embargo, usando el procedimiento de tratamiento de RNasa III 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 así 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 20
con ARN monocatenarios no modificados tratados con RNasa III que comprendían ARNm protegidos con caperuza 
en 5’ con cap1 que tenían aproximadamente 150 bases de colas de poli (A), cuyos ARNm codifican factores de 
inducción iPSC, diariamente durante hasta 18 días (por ejemplo, véase el EJEMPLO 10); por el contrario, no se 
observó la reprogramación de los fibroblastos BJ a iPSC en el EJEMPLO 10 cuando los mismos ARN 
monocatenarios sin modificar se trataron con RNasa III en presencia de cationes de magnesio divalentes 10 mM. 25
Aún más, los ARN monocatenarios no modificados tratados con RNasa III en presencia de cationes de magnesio 
divalentes 1-4 mM produjeron mucha menos toxicidad y muerte de los fibroblastos BJ en comparación con los 
mismos ARN monocatenarios no modificados tratados con RNasa III 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 
más de 100 iPSC en fibroblastos BJ transfectados todos los días durante 13 días con los 1,2 microgramos de una 30
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 III en presencia de cationes de magnesio 
divalentes 1 mM y acetato de potasio 200 mM como sal monovalente, mientras que no se observó la reprogramación 
de los fibroblastos BJ a iPSC cuando los mismos ARN monocatenarios sin modificar se trataron con RNasa III en 
presencia de cationes de magnesio divalentes 10 mM. Los expertos en la materia reconocerán especialmente el 35
poder del presente procedimiento de tratamiento de RNasa III para preparar ARN monocatenario transcrito in vitro
que es capaz de inducir un efecto biológico o bioquímico tras la introducción repetida o continua en células, en vista 
del hecho de que, se cree que, antes del trabajo descrito en el presente documento, nadie había informado o 
descrito en la técnica el uso de ARNm GAUC no modificados codificantes de factores iPSC para reprogramar células 
somáticas a células iPS que pudieran cultivarse en estirpes de células iPS y diferenciarse en otros tipos de células 40
que representaran las tres capas germinales (como se describe en el presente documento). Por lo tanto, el 
procedimiento de tratamiento con RNasa III descrito en el presente documento proporciona, por primera vez, un 
procedimiento simple y directo para eliminar incluso cantidades mínimas 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.45

Como se desvela en Kariko y col. (Kariko y col., 2011), los Doctores Weissman y Kariko demostraron que se podía 
usar la HPLC para purificar ARNm sintetizado in vitro que comprendía nucleótidos 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 inducción iPSC se pueden usar para 
reprogramar células somáticas a células iPS. Los presentes solicitantes muestran en el presente documento que el 50
procedimiento de tratamiento con RNasa III desvelado es aproximadamente equivalente a la purificación por HPLC 
para eliminar ARN bicatenario de ARNm sintetizado in vitro basándose en una comparación cuantitativa del número 
de células iPS inducidas a partir de fibroblastos usando ARNm modificados codificantes de factores de inducción 
iPSC purificados por HPLC o tratados con el tratamiento de RNasa III 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 invención 55
no se limita a ningún mecanismo o teoría en particular, y no es necesaria una comprensión del mecanismo o de la 
teoría para poner en práctica con éxito la presente invención, dado que los ARNm se purificaron como máximos 
únicos por HPLC, el hallazgo de los presentes inventores de que los ARNm tratados con RNasa III y purificados por 
HPLC parecen ser cuantitativamente equivalentes en la inducción de células iPS a partir de células somáticas
sugiere con fuerza que el ARN bicatenario generado durante la reacción de transcripción in vitro es el único 60
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 III descrito en el presente documento. Aún más, en vista de la equivalencia 
del tratamiento de RNasa III con la HPLC en términos de eliminación del contaminante de ARN bicatenario, los 
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expertos en la materia reconocerán las ventajas y los beneficios del procedimiento de tratamiento de RNasa III frente 
a la purificación por HPLC. Por ejemplo, el procedimiento de tratamiento con RNasa III descrito en el presente 
documento no requiere que los científicos aprendan cómo operar ni comprar equipos costosos, columnas y 
reactivos, y no requiere el lavado de columnas ni generar residuos de disolventes orgánicos, como ocurre con la 
HPLC. El tratamiento con RNasa III es mucho más rápido y sencillo que la HPLC, requiere un tiempo mínimo de 5
práctica y solo unos 30 minutos para el tratamiento en sí, más una pequeña cantidad de tiempo adicional para la 
extracción orgánica, precipitación con acetato de amonio, lavados con etanol del precipitado, seguido del 
almacenamiento en forma de microgránulo seco o, si se desea, la suspensión en una solución acuosa. Cuando se 
realiza como se describe para el tratamiento convencional con RNasa III, los solicitantes han descubierto que el 
procedimiento es sumamente fiable y reproducible con al menos un par de docenas de ARNm diferentes. Por 10
ejemplo, los solicitantes han usado rutinariamente el procedimiento de tratamiento con RNasa III para la preparación 
de ARNm codificantes de diferentes factores de transcripción que se transfectaron de forma repetida o continua en 
células humanas o animales para su uso en la reprogramación de las células de un estado de diferenciación a otro, 
sin encontrar problemas inesperados. Los solicitantes se sorprendieron de que, como se describe en el EJEMPLO 
23, el tratamiento con RNasa III fuer necesario para la reprogramación de células madre mesenquimales de ratón a 15
mioblastos usando ARNm modificado codificante de MYOD. Por lo tanto, aunque solo se necesitaron dos 
transfecciones diarias para la reprogramación usando ARNm preparado usando el tratamiento con RNasa III, no se 
indujeron mioblastos por ARNm codificante de MYOD que no se había preparado usando el tratamiento de RNasa III 
descrito en el presente documento. Esto indica que los sensores de ARN o las respuestas inmunes innatas pueden 
inhibir un efecto biológico o bioquímico deseado incluso cuando solo se necesita una breve cantidad de tiempo y un 20
pequeño número de transfecciones.

Los solicitantes también han usado el procedimiento de tratamiento de RNasa III para preparar otros ARNm para la 
transfección repetida o continua en células humanas o animales con el fin de inducir efectos biológicos o 
bioquímicos distintos de la reprogramación de células de un estado de diferenciación a otro, y han descubierto que 
los ARNm tratados con RNasa III resultantes eran menos tóxicos y se traducían en proteína a niveles más altos que 25
los mismos ARNm que no se habían tratado con RNasa III.

En general, debido a la simplicidad del protocolo, el procedimiento de tratamiento de RNasa III también se puede 
usar para tratar muchos en ARN sintetizados in vitro simultáneamente 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.30

Si la protección terminal y la poliadenilación de los ARN monocatenarios transcritos in vitro se realiza después de la 
traducción usando una enzima de protección terminal que comprende ARN guaniltransferasa y una polimerasa de 
poli (A), preferentemente, el tratamiento con RNasa III se realiza después de la transcripción in vitro y antes de la 
protección terminal y la poliadenilación. Sin embargo, los presentes inventores también han logrado buenos 
resultados (por ejemplo, para la reprogramación de células somáticas a iPSC) al aplicar el tratamiento con RNasa III 35
a ARN monocatenarios después de la protección terminal o la poliadenilación. Como se muestra en el presente 
documento, el tratamiento con RNasa III también fue exitoso para eliminar el ARN bicatenario del ARN 
monocatenario transcrito in vitro que se protegió con caperuza durante la transcripción usando un análogo de 
caperuza dinucleotídico (por ejemplo, un ARCA) y/o se poliadenilizó durante la transcripción in vitro de un molde de 
ADN que también codificaba la cola de poli (A).40

Como se ha mencionado anteriormente y en otra parte del presente documento, la reprogramación de fibroblastos a 
células iPS usando ARN monocatenario transcrito in vitro modificado o no modificado con pseudouridina no se 
observó a menos que se purificara el ARN monocatenario (por ejemplo, mediante un procedimiento tal como 
cromatografía (por ejemplo, HPLC), electroforesis, o se tratara usando el tratamiento con RNasa III descrito en el 
presente documento). Sin quedar ligados a teoría alguna, los presentes inventores creen que esto se debe a que las 45
cantidades incluso pequeñas de ARN bicatenario contaminante, cuando se transfectan todos los días durante 18 
días, producirían una alta toxicidad para las células. Por ejemplo, incluso pequeñas cantidades de ARN bicatenario 
contaminante inducen altos niveles de interferones de tipo I, que, a su vez, inhiben la traducción en las células en un 
mecanismo dependiente de PKR. Además, los interferones de tipo I inducen a miles de genes a defender las células 
contra la invasión por el ARN bicatenario, que es el mismo mecanismo que usa la célula para protegerse contra los 50
virus de ARN bicatenario patógenos. Aún más, se ha informado que los interferones de tipo I y tipo II pueden 
sensibilizar a las células hacia la citotoxicidad inducida por ARN bicatenario, lo que podría inclinar la balanza de la 
necrosis a la apóptosis (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 días durante varios días (por ejemplo, hasta 18 o más días 
para inducir células iPS) puede ser un factor importante en la citotoxicidad y la apóptosis. La respuesta inmune 55
innata es inducida, lo que lleva a la producción de interferón, que, a su vez, hace que la traducción de proteínas 
disminuya o se desactive durante un tiempo más prolongado y, finalmente, las vías de señalización apoptótica 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 60
monocatenarios purificados o tratados en las células sin inducir citotoxicidad ni muerte celular, incluyendo la 
introducción repetida de ARN monocatenarios purificados o tratados en células vivas humanas o animales (por 
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ejemplo, diariamente durante varios días o varias semanas para células en cultivo o, potencialmente, diariamente o 
semanalmente durante varias semanas, meses o incluso años cuando se introducen en células de un organismo 
humano o animal).

En algunas realizaciones, los procedimientos de tratamiento con RNasa III son útiles para la preparación de 
cualquier ARN monocatenario para la traducción o expresión en células humanas o animales, y se pueden realizar 5
en múltiples muestras simultáneamente en menos de una hora, con solo minutos de manipulación. Debido a la 
simplicidad de los procedimientos, también son susceptibles de automatización y aumento a escala (por ejemplo, 
para aplicaciones de alto rendimiento).

Sorprendente e inesperadamente, cuando se usó este procedimiento para ARN monocatenarios tratados generados 
a partir de ARN monocatenarios sintetizados in vitro que comprendían o que consistían en bien solo ribonucleósidos 10
no modificados (G, A, C, U) o ribonucleósidos modificados con Ψ- y/o m5C codificantes de factores de inducción de 
iPSC (por ejemplo, OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, NANOG y bien c-MYC, c-MYC(T58A) o L-MYC), los ARN 
monocatenarios tratados fueron altamente eficaces en la reprogramación de células somáticas humanas (por 
ejemplo, fibroblastos o queratinocitos) a células madre pluripotentes (iPSC) cuando se introdujeron en las células 
una vez al día durante de ~10 a ~21 días, sin usar ningún agente que redujera la expresión de proteínas en una vía 15
de respuesta inmune innata (por ejemplo, sin proteína B18R). Tras la creación 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 período de tiempo prolongado) de colonias de iPSC, se confirmó que se trataba 
de iPSC basadas en inmunotinción para marcadores de iPSC y se diferenciaron en células que representaban las 
tres capas germinales usando un ensayo de diferenciación de cuerpos embrioides. La inducción de iPSC usando 20
ARN monocatenarios sin un inhibidor o agente (por ejemplo, proteína B18R) que reduzca la expresión de una vía de 
respuesta inmune innata o usando ARN monocatenario que consista solo en ribonucleósidos canónicos 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 proteínas tratado para la traducción en células humanas o animales.

En determinadas realizaciones, los ARN monocatenarios tratados usando RNasa III comprenden una o más 25
moléculas de ARN monocatenario diferentes que se tratan con la enzima RNasa III en un tampón de reacción que 
comprende cationes de magnesio divalentes a una concentración final de aproximadamente 1 mM a 
aproximadamente 4 mM. En ciertas realizaciones preferidas, se tratan uno o más ARN monocatenarios diferentes 
usando un procedimiento de tratamiento de RNasa III con enzima RNasa III en un tampón de reacción que 
comprende cationes de magnesio divalentes a una concentración final de aproximadamente 1 a aproximadamente 3 30
mM, más preferentemente de aproximadamente 1 mM, de aproximadamente 2 mM o aproximadamente 3 mM. En 
algunas realizaciones, el procedimiento genera ARN monocatenario que está sustancialmente libre de ARN 
bicatenario, lo que significa que, después del tratamiento con RNasa III y de la limpieza, más del aproximadamente 
99,5 % del ARN es ARN monocatenario y menos del aproximadamente 0,5% del ARN es ARN bicatenario de más 
de aproximadamente 40 pb (o más de aproximadamente 30 pb). En algunas realizaciones, el procedimiento genera 35
ARN monocatenario que está casi libre de ARN bicatenario, lo que significa que, después del tratamiento con RNasa 
III y de la limpieza, más del aproximadamente 99,9 % del ARN es ARN monocatenario y menos del 
aproximadamente 0,1% del ARN es ARN bicatenario de más de aproximadamente 40 pb (o más de 
aproximadamente 30 pb). En algunas realizaciones, el procedimiento genera ARN monocatenario que está 
esencialmente libre de ARN bicatenario, lo que significa que, después del tratamiento con RNasa III y de la limpieza, 40
más del aproximadamente 99,95 % del ARN es ARN monocatenario y menos del aproximadamente 0,05% del ARN 
es ARN bicatenario de más de aproximadamente 40 pb (o más de aproximadamente 30 pb). En algunas 
realizaciones, el procedimiento genera ARN monocatenario que está prácticamente libre de ARN bicatenario, lo que 
significa que, después del tratamiento con RNasa III y de la limpieza, más del aproximadamente 99,99 % del ARN es 
ARN monocatenario y menos del aproximadamente 0,01% del ARN es ARN bicatenario de más de 45
aproximadamente 40 pb (o más de aproximadamente 30 pb). En algunas realizaciones, el procedimiento genera 
ARN monocatenario que está extremadamente libre de ARN bicatenario, lo que significa que, después del 
tratamiento con RNasa III y de la limpieza, más del aproximadamente 99,999 % del ARN es ARN monocatenario y 
menos del aproximadamente 0,001% del ARN es ARN bicatenario de más de aproximadamente 40 pb (o más de 
aproximadamente 30 pb). En algunas realizaciones, el procedimiento genera ARN monocatenario que está 50
absolutamente libre de ARN bicatenario, lo que significa que, después del tratamiento con RNasa III y de la limpieza, 
más del aproximadamente 99,9998 % del ARN es ARN monocatenario y menos del aproximadamente 0,0002% del 
ARN es ARN bicatenario de más de aproximadamente 40 pb (o más de aproximadamente 30 pb).

En algunas realizaciones, la RNasa específica del ARN bicatenario es la RNasa III, y el procedimiento comprende 
tratar ARN monocatenarios sintetizados in vitro con la RNasa III en una mezcla de reacción que comprende cationes 55
divalentes de magnesio a una concentración de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 4 mM, y luego retirar 
los productos de la digestión con RNasa III y los componentes de la mezcla de reacción para generar los ARN 
monocatenarios tratados que están sustancialmente, casi, esencial, práctica, extremadamente libre o absolutamente 
libre de ARN bicatenario.

En ciertas realizaciones preferidas, los ARN monocatenarios tratados con RNasa III generados usando los 60
procedimientos no dan lugar a una respuesta inmune innata que produce la inhibición sustancial de la síntesis de 
proteínas celulares o la apóptosis inducida por ARN bicatenario tras la introducción de los ARN monocatenarios 
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tratados en las células al menos dos veces o al menos tres veces. En una realización preferida, el uno o más ARN 
monocatenarios sintetizados in vitro codifican factores de inducción de células madre pluripotentes inducidas (iPSC), 
las células que presentan un primer estado diferenciado son células somáticas 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 días (por ejemplo, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o 21 días) para generar 5
células que presentan un segundo estado diferenciado o fenotipo de una célula iPS.

Una realización de la invención es un procedimiento de fabricación de ARN monocatenarios tratados para su uso en 
la reprogramación 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 período de al menos tres días, comprendiendo dicho procedimiento: (i) tratar uno o 10
más ARN monocatenarios sintetizados in vitro, cada uno de los cuales codifica un factor de reprogramación, con 
RNasa III en una mezcla de reacción que comprende cationes de magnesio divalentes a una concentración 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 reacción de RNasa III y los productos de la digestión de ARN 15
bicatenario para generar ARN monocatenarios que estén al menos esencial, práctica, extremada o absolutamente 
libres de ARN bicatenario.

En algunas realizaciones, los cationes divalentes de magnesio están a una concentración de aproximadamente 1 
mM a aproximadamente 4 mM, o preferentemente, de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 3 mM, o más 
preferentemente, de aproximadamente 2 mM a aproximadamente 3 mM, o lo más preferentemente, de 20
aproximadamente 2 mM.

En algunas realizaciones, la mezcla de reacción comprende además una sal monovalente a una concentración 
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, más preferentemente, de aproximadamente 100 mM a aproximadamente 200 mM, o lo más preferentemente 25
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 invención no se limita a una sal monovalente en particular o a otra sal, aunque se 30
prefieren algunas sales monovalentes, tales como el glutamato de potasio y el acetato de potasio. Cualquier sal que 
mantenga la fuerza iónica para mantener la naturaleza bicatenaria del ARN bicatenario contaminante durante el 
tratamiento con RNasa III, y en la que la RNasa III sea activa y el ARN monocatenario no se degrade, se puede usar 
para el procedimiento.

En algunas realizaciones, el tampón de reacción tiene un pH en el que el ARN monocatenario sintetizado in vitro es 35
estable y la RNasa III es activa (por ejemplo, un pH entre ~7 y ~9).

De acuerdo con una realización, la presente invención proporciona un procedimiento que comprende: incubar una 
RNasa específica del ARN bicatenario (por ejemplo, RNasa III) con una composición de ARN que comprende una o 
más moléculas diferentes de ARN monocatenario y moléculas de ARN bicatenario contaminantes; y luego limpiar las 
moléculas de ARN monocatenario en la preparación tratada por precipitación salina, electroforesis en gel de agarosa 40
o PAGE, cromatografía 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 composición de ARN purificado o tratado que comprende moléculas de ARN monocatenario.

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

En algunas de las realizaciones de la invención, el procedimiento comprende además: introducir los ARN 45
monocatenarios purificados o tratados, en el que dichos ARN monocatenarios purificados o tratados codifican 
proteínas específicas de una afección (por ejemplo, específicas del cáncer), en células inmunes humanas o 
animales ex vivo en cultivo (por ejemplo, linfocitos T o células presentadoras de antígenos tales como células 
dendríticas) 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 50
el que expresen las proteínas o los péptidos específicos de la afección derivados.

En otras realizaciones más, la composición de ARN purificado o tratado, los ARN monocatenarios o ARNm creados 
usando un procedimiento de tratamiento con RNasa III de la invención, o que comprenden una composición de 
mezcla de reacción o ARN de la invención, o que se usan en un procedimiento para inducir un efecto biológico o 
bioquímico (por ejemplo, para la reprogramación) codifican uno o más factores de transcripción, factores de 55
crecimiento, citocinas, agrupamiento de moléculas de diferenciación (CD), interferones, interleucinas, proteínas de 
señalización celular, receptores de proteínas, hormonas proteicas, moléculas de anticuerpos o ARN largos no 
codificantes implicados en la diferenciación celular o en el mantenimiento de la misma.
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En algunas realizaciones, la composición biológica que comprende la composición de ARN, o ARN monocatenario o 
ARNm que está sustancialmente, casi, esencial, práctica, extremada o absolutamente libre de moléculas de ARN 
bicatenario generada usando el procedimiento comprende o consiste en ARN monocatenario o ARNm que codifica 
una proteína en la superficie de las células humanas, que se clasifica como un agrupamiento de diferenciación o 
agrupamiento de moléculas de designación (CD), seleccionado del grupo que consiste en: CD1a; CD1b; CD1c; 5
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; 10
CD66c; 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; 15
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; 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; 20
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; 25
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; 30
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 diferenciación está al menos prácticamente libre, extremadamente libre o 
absolutamente libre de ARN bicatenario.35

En algunas realizaciones de las composiciones, las mezclas de reacción, el sistema, los kits y procedimientos de la 
invención para usar cualquiera de lo anterior, el ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro codifica una 
proteína seleccionada del grupo que consiste en: eritropoyetina (EPO); una enzima detectable seleccionada de 
luciferasa de luciérnaga, luciferasa de Renilla, beta-galactosidasa bacteriana (lacZ) y proteína verde fluorescente 
(GFP); un factor de transcripción seleccionado de MYC y SRY o MCOP; un factor de crecimiento o citocina 40
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 
insulínico (IGF), hormona estimulante de alfa-melanocitos (alfa-MSH); factor de crecimiento de tipo insulínico I (IGF-
I); IL-4; IL-13; e IL-10; óxido nítrico sintasa inducible (iNOS); una proteína de choque térmico; regulador de la 
conductancia transmembrana de la fibrosis quística (CFTR); una enzima con actividad antioxidante seleccionada de 45
entre catalasa, fosfolípido hidroperóxido glutatión peroxidasa, superóxido dismutasa-1 y superóxido dismutasa-2; 
tirosina quinasa de Bruton; adenosina desaminasa; ecto-nucleósido 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; DIOl; DISCI; DPYD; EKV; ENOl; ENO1P; EPB41; EPHX1; 50
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; 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; 55
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; 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; ITGA6; KHK; KYNU; LCT; LHCGR; LSFC; MSH2; MSH6; NEB; NMTC; NPHP1; 60
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; 65
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POU1F1; PPARG; PROS1; PTHR1; RCA1; RHO; SCA7; SCLC1; SCN5A; 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; DTDP2; 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; 5
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; 
SLC6A3; SM1; SMA@; SMN1; SMN2; SPINK5; TCOF1; TELAB1; TGFBI; ALDH5A1; ARG1; AS; ASSP2; BCKDHB; 10
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; OFC0; 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; 15
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; PGAM2; 
PMS2; PON1; PPP1R3A; PRSS1; PTC; PTPN12; RP10; RP9; SERPINE1; SGCE; SHFM1; SHH; SLC26A3; 20
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; 25
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; 30
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; ABCC8; 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; EVR1; EXT2; F2; FSHB; FTH1; G6PT1; G6PT2; 
GIF; HBB; HBBP1; HBD; HBE1; HBG1; HBG2; HMBS; HND; HOMG2; HRAS; HVBS1; IDDM2; IGER; INS; JBS; 35
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; WT2; 
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; HMGA2; 40
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; DFNB5; 45
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; SERPINA6; 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; 50
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; 55
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; 60
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; 65
KLK3; LDLR; LHB; LIG1; LOH19CR1; LYL1; MAN2B1; MCOLN1; MDRV; MLLT1; NOTCH3; NPHS1; OFC3; OPA3; 
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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; 5
GGT1; MGCR; MN1; NAGA; NE2; OGS2; PDGFB; PPARA; PRODH; SCO2; 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; DIAPH2; 10
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; 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; 15
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; 20
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; ICR5; IL3RA; KAL2; KMS; KRT18; KSS; LCAT; LHON; LIMM; MANBB; 
MCPH2; MEB; MELAS; MIC2; MPFD; MS; MSS; MTATP6; MTCO1; MTC03; MTCYB; MTND1; MTND2; MTND4; 25
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.

En algunas realizaciones de cualquiera de las composiciones, procedimientos y sistemas de inducción de un efecto 
biológico o bioquímico mediante la introducción repetida o continua de un ARN monocatenario o ARNm en una 30
célula de mamífero (por ejemplo, que presenta un primer estado de diferenciación o fenotipo, por ejemplo, para la 
reprogramación a un segundo estado de diferenciación o fenotipo), la célula de mamífero se selecciona del grupo 
que consiste en: una célula presentadora de antígeno, una célula dendrítica, un macrófago, 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 cutánea, un queratinocito, una célula endotelial, una célula 35
alveolar, un macrófago alveolar, un neumocito alveolar, una célula endotelial vascular, una célula mesenquimal, una 
célula epitelial, una célula epitelial colónica, una célula hematopoyética, una célula de médula ósea, 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 acidófila, célula acinar, adipoblasto, adipocito, célula alfa marrón o blanca, célula 
amacrina, célula beta, célula capsular, cementocito, célula principal, condroblasto, condrocito, célula cromafínica, 40
célula cromófoba, corticotrópica, célula delta, célula de Langerhans, célula dendrítica folicular, célula 
enterocromafínica, ependimocito, célula epitelial, célula basal, célula escamosa, célula endotelial, célula de 
transición, eritroblasto, eritrocito, fibroblasto, fibrocito, célula folicular, célula germinal, gameto, óvulo, 
espermatozoide, ovocito, ovocito primario, ovocito secundario, espermátida, espermatocito, espermatocito primario, 
espermatocito secundario, epitelio germinal, célula gigante, célul glial, astroblasto, astrocito, oligodendroblasto, 45
oligodendrocito, glioblasto, célula caliciforme, gonadotropo, célula granulosa, hemocitoblasto, célula capilar, 
hepatoblasto, hepatocito, hialocito, célula intersticial, célula yuxtaglomerular, queratinocito, queratocito, célula 
lemmal, leucocito, granulocito, basófilo, eosinófilo, neutrófilo, linfoblasto, linfoblasto B, linfoblasto T, linfocito, linfocito 
B, linfocito T, linfocitos T colaborador inducido, linfocito T Th1, linfocito T Th2, linfocito citolítico natural, timocito, 
macrófago, célula de Kupffer, macrófago alveolar, célula espumosa, histiocito, célula lútea, célula madre linfocítica, 50
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 músculo cardíaco, célula del músculo 
esquelético, célula del músculo liso, mielocito, célula mieloide, célula madre mieloide, mioblasto, célula mioepitelial, 
miofibroblasto, neuroblasto, célula neuroepitelial, neurona, odontoblasto, osteoblasto, osteoclasto, osteocito, célula 55
oxíntica, célula parafolicular, célula paralútea, célula péptica, pericito, célula mononuclear de sangre periférica, 
feocromocito, célula falángica, pinealocito, pituicito, célula plasmática, plaqueta, podocito, proeritroblasto, 
promonocito, promieloblasto, promielocito, pronormoblasto, reticulocito, célula epitelial del pigmento de la retina, 
retinoblasto, célula pequeña, somatotropo, célula madre, célula sustentacular, célula teloglial y una célula 
zimogénica.60

En algunas realizaciones de todos los procedimientos, la composición de ARN purificado o tratado no genera una 
respuesta inmune innata que sea suficiente para causar inhibición significativa de la síntesis de proteína celular o 
apóptosis inducida por ARN bicatenario. En determinadas realizaciones, la composición de ARN purificado o tratado 
no genera una respuesta inmune innata que sea suficiente para causar inhibición significativa de la síntesis de 
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proteína celular o apóptosis inducida por ARN bicatenario cuando dicha introducción de la composición 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 o años). En 
realizaciones preferidas del procedimiento de reprogramación de una célula somática humana o animal a una célula 
iPS, la composición de ARN purificado o tratado no genera una respuesta inmune innata que sea suficiente para 5
provocar una inhibición sustancial de la síntesis de proteína celular o apóptosis inducida por ARN bicatenario cuando 
dicha introducción de la composición de ARN purificado o tratado en una célula humana o animal viva se repita 
diariamente durante aproximadamente de 10-18 o más días.

En algunas realizaciones, se introducen los ARN monocatenarios purificados o tratados diariamente o dos veces al 
día, teniendo lugar dicha introducción aproximadamente 1 vez a la semana, 2 veces a la semana, 3 veces a la 10
semana, 4 veces a la semana, 5 veces a la semana, 6 veces a la semana, o diariamente durante un período que 
consiste en: (i) hasta aproximadamente 4 semanas para las células en cultivo; o (ii) durante un período de semanas, 
meses o años para el sujeto humano o animal vivo.

En determinadas realizaciones, la invención proporciona un procedimiento para tratar, reducir o eliminar un síntoma 
o una enfermedad de un sujeto humano o animal que presente un estado patológico, que comprende: administrar al 15
sujeto humano o animal una dosis eficaz de ARN monocatenarios purificados o tratados, mediante lo que el síntoma 
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 proteína carente o defectuosa; expresar una proteína deseada tal 20
como un factor de transcripción, proteína de señalización celular, factor de crecimiento, interferón, interleucina, 
agrupamiento de molécula de diferenciación (CD) (por ejemplo, véase http://www seguido de 
"uniprot.org/docs/cdlist.txt"), hormona proteica, receptor de proteína o un anticuerpo; expresar una molécula de ARN 
larga no codificante implicada en la diferenciación (por ejemplo, ARN intergénico no codificante "HOTAIR" u HOX; 
Wan Y. y Chang H. Y., 2010); o modular o desencadenar una respuesta inmune específica de la enfermedad.25

En determinadas realizaciones, la invención proporciona un procedimiento de reprogramación 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 además: 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 30
segundo estado diferenciado o fenotipo. En una realización preferida de este procedimiento, los ARN 
monocatenarios tratados o los ARN monocatenarios purificados son ARN monocatenarios purificados que codifican 
una proteína. En una realización preferida de este procedimiento, los ARN monocatenarios purificados codifican 
factores de inducción de células madre pluripotentes inducidas (iPSC), las células que presentan un primer estado 
diferenciado son células somáticas humanas o animales, y los ARN monocatenarios purificados se introducen en 35
dichas células diariamente durante aproximadamente 7 a aproximadamente 21 días para generar células que 
presentan un segundo estado diferenciado o fenotipo que comprende iPSC.

En determinadas realizaciones, la invención proporciona un procedimiento para reducir o eliminar un síntoma o una 
enfermedad de un sujeto humano o animal que presente un estado patológico, que comprende: administrar, 
introduciéndola en el sujeto, la célula que presenta el segundo estado diferenciado o fenotipo, mediante lo que el 40
síntoma o la enfermedad se reduce o se elimina.

En algunas realizaciones preferidas de los procedimientos, el uno o más en ARN monocatenarios sintetizados in 
vitro y/o los ARN monocatenarios purificados presentan al menos una secuencia UTR 5' heteróloga, secuencia de 
Kozak, secuencia IRES, o la secuencia UTR 3' que da lugar a una mayor traducción a la proteína codificada cuando 
dichos respectivos ARN monocatenarios se introducen en células eucariotas en comparación con los mismos ARN 45
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- (α-)globina o beta- (β-)globina de Xenopus o humano, o en las que la UTR 5’ es una 
secuencia presentada por el ARN del virus del ataque químico del tabaco (TEV).

En algunas realizaciones de los procedimientos, los ARN monocatenarios tratados o los ARN monocatenarios 50
purificados presentan una caperuza 5' que comprende 7-metilguanina o un análogo de caperuza antiinverso (ARCA). 
En algunas realizaciones, los ARN monocatenarios tratados o los ARN monocatenarios purificados comprenden 
además una caperuza 5’ que tiene una estructura cap1, en la que el hidroxilo 2' de la ribosa del penúltimo nucleótido 
5’ se metila (por ejemplo, usando ARN 2'-O-metiltransferasa por ejemplo, usando el kit de 2'-O-metiltransferasa 
SCRIPTCAP™, CELLSCRIPT, Inc.).55

En algunas realizaciones, en las que los ARN monocatenarios tratados o los ARN monocatenarios purificados 
presentan una caperuza 5', el uno o más 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 más 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 más ARN 
monocatenarios sintetizados in vitro que presentan la caperuza 5’ se sintetizaron antes de su uso para dicho 
tratamiento: (i) durante la transcripción mediante la incorporación de un análogo de caperuza (por ejemplo, un 
análogo de caperuza antiinverso o ARCA) durante la transcripción in vitro de (por ejemplo, usando el kit de 
transcripción MESSAGEMAX™ T7 ARCA-capped message o el kit de transcripción de ARN con 5mC- y Ψ IN-5
COGNITO™ T7 ARCA, CELLSCRIPT, Inc., Madison, WI, EE.UU.); o (ii) tras la transcripción, incubando moléculas 
de ARN monocatenario transcritas in vitro con un sistema enzimático de protección 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 enzimático de protección con caperuza genera la 
metilación del hidroxilo 2’ de la ribosa en el penúltimo nucleótido 5’ (por ejemplo, usando el sistema de producción de 10
ARNm convencional T7 mSCRIPT™, o usando un sistema de transcripción in vitro separado, tal como el kit de IVT 
de ARN convencional T7-SCRIBE™, el kit de transcripción de ARN con Ψ INCOG-NITO™ T7 o el kit de 
transcripción de ARN con Ψ y 5mC INCOGNITO™ T7 para obtener ARN monocatenario, y el sistema de protección 
con caperuza de m7G SCRIPTCAP™ para obtener ARN cap0 (todos de CELLSCRIPT, Inc.); en algunas 
realizaciones, el sistema enzimático de protección con caperuza produce además la metilación del hidroxilo 2’ de la 15
ribosa en el penúltimo nucleótido 5' para generar el ARN cap1, y el procedimiento comprende además: 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 más ARN monocatenarios sintetizados in vitro usados en dicho 
procedimiento para dicho tratamiento no están protegidos con caperuza, y el procedimiento comprende además: tras 20
la transcripción, 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 protección con caperuza después de la transcripción 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 protección con 25
caperuza de m7G SCRIPTCAP™, el kit de 2'-O-metiltransferasa SCRIPTCAP™ o el sistema de producción de 
ARNm convencional T7 mSCRIPT™ con respecto a los componentes del sistema enzimático de protección con 
caperuza (todos de CELLSCRIPT, Inc., Madison, WI, EE.UU.).

En algunas realizaciones preferidas, el uno o más ARN monocatenarios sintetizados in vitro usados para dicho 
tratamiento están sustancialmente libres de ARN no protegidos con caperuza que presentan un grupo trifosfato 5’ 30
(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 están sustancialmente libres de ARN no protegidos con caperuza que presentan un grupo 
trifosfato 5’. En determinadas realizaciones, el uno o más ARN monocatenarios sintetizados in vitro usados para 
dicho tratamiento, los ARN monocatenarios tratados y/o los ARN monocatenarios purificados consisten en una 35
población de moléculas de ARN monocatenario que tienen: (i) más del 90 % de moléculas de ARN monocatenario 
protegido con caperuza; (ii) más del 95 % de moléculas de ARN monocatenario protegido con caperuza; (iii) más del 
99 % de moléculas de ARN monocatenario protegido con caperuza; o (iv) más del 99,9 % de moléculas de ARN 
monocatenario protegido con caperuza. En algunas realizaciones en las que la población de moléculas de ARN 
monocatenario también comprende moléculas contaminantes de ARN no protegido con caperuza que presentan un 40
trifosfato 5’, el procedimiento comprende además: incubar el uno o más 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 45
más 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 además 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 
incubación con fosfatasa alcalina o con ARN polifosfatasa 5’ y con nucleasa dependiente de fosfato 5’ TERMINA-50
TOR™ o exorribonucleasa de Xrnl son particularmente útiles para eliminar los ARN monocatenarios no protegidos 
con caperuza de los ARN monocatenarios protegidos con caperuza que se crearon mediante la protección con 
caperuza durante la transcripción mediante la incorporación de un análogo de caperuza durante una reacción de 
transcripción in vitro.

En algunas realizaciones preferidas de los procedimientos, el uno o más ARN monocatenarios sintetizados in vitro, 55
los ARN monocatenarios tratados o los ARN monocatenarios purificados se poliadenilan. En algunas realizaciones, 
el uno o más 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 nucleótidos. Sin embargo, 
la cola de poli A no está limitada con respecto al número de nucleótidos, y la cola de poli A puede presentar más de 
200 o menos de 50 nucleótidos.60

En algunas realizaciones, el uno o más 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 nucleótidos, de 100 a 200 
nucleótidos, de 150 a 200 nucleótidos o de más de 200 nucleótidos. En algunas realizaciones preferidas, el uno o 
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más 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 nucleótidos de longitud. En algunas realizaciones, el uno o 
más ARN monocatenarios sintetizados in vitro se poliadenilan mediante la transcripción 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 más ARN monocatenarios sintetizados in vitro, los ARN monocatenarios tratados o 5
los ARN monocatenarios purificados se poliadenilan mediante poliadenilación posterior a la transcripción, 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 específicamente con respecto a un 
procedimiento particular, la invención no se limita al uso de una poli(A) polimerasa particular, y se puede usar 10
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 mayoría 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 reacción global (por ejemplo, véase Edmonds, M, 1990), están altamente conservadas 15
estructuralmente (por ejemplo, véase Gershon, P, 2000) y carecen de especificidad intrínseca por secuencias o 
tamaños de moléculas de ARN particulares si la PAP se separa de las proteínas que reconocen las señales de 
poliadenilación 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 invención. 
La invención tampoco se limita a los procedimientos de poliadenilación del uno o más ARN monocatenarios 20
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 
poliadenilación.

En algunas realizaciones de los procedimientos, el uno o más ARN monocatenarios sintetizados in vitro comprenden 
al menos un ribonucleósido modificado seleccionado del grupo que consiste en pseudouridina (Ψ), 1-metil-25
pseudouridina (m1Ψ), 5-metilcitidina(m5C), 5-metiluridina (m5U), 2'-O-metiluridina (Um o m2’OU), 2-tiouridina (s2U) y 
N6-metiladenosina (m6A) en lugar de al menos una parte del correspondiente ribonucleósido canónico sin modificar. 
En algunas realizaciones en las que uno o más ARN monocatenarios sintetizados in vitro comprenden al menos un 
ribonucleósido modificado, el al menos un ribonucleósido modificado se selecciona del grupo que consiste en: (i) 
pseudouridina (Ψ), 1-metil-pseudouridina (m1Ψ), 5-metiluridina (m5U), 2’-O-metiluridina (Um o m2’-OU), y 2-tiouridina 30
(s2U) en lugar de todos o sustancialmente todos los restos de uridina canónicos; (ii) 5-metilcitidina (m5C) en lugar de 
todos o sustancialmente todos los restos de citidina canónicos; y/o (iii) N6-metiladenosina (m6A) en lugar de todos o 
sustancialmente todos los restos de adenosina canónicos. En algunas realizaciones preferidas en las que uno o más 
ARN monocatenarios sintetizados in vitro comprenden al menos un ribonucleósido modificado, el al menos un 
ribonucleósido modificado consiste en pseudouridina (Ψ) o 1-metil-pseudouridina (m1Ψ) en lugar de todos o 35
sustancialmente todos los restos de uridina canónicos, y/o 5-metilcitidina (m5C) en lugar de todos o sustancialmente 
todos los restos de citidina canónicos. En algunas realizaciones preferidas, en las que los ARN monocatenarios 
sintetizados in vitro comprenden pseudouridina (Ψ) o 1-metil-pseudouridina (m1 Ψ) en lugar de todos o 
sustancialmente todos los restos de uridina canónicos, los ARN monocatenarios sintetizados in vitro también 
comprenden 5-metilcitidina (m5C) en lugar de todos o sustancialmente todos los restos de citidina canónicos.40

En algunas realizaciones de los procedimientos en las que uno o más ARN monocatenarios sintetizados in vitro
comprenden al menos un ribonucleósido modificado, el uno o más ARN monocatenarios sintetizados in vitro se 
sintetizan mediante transcripción in vitro (IVT) de un molde de ADN que codifica cada uno de dichos al menos un 
factor de reprogramación proteico o polipeptídico usando una ARN polimerasa que inicia dicha transcripción a partir 
de un promotor de ARN polimerasa afín que está unido a dicho molde de ADN y ribonucleósidos trifosfato 5’ (NTP) 45
que comprenden al menos un ribonucleósido trifosfato 5’ modificado seleccionado del grupo que consiste en 
pseudouridina 5’ trifosfato (ΨTP), 1-Metil-pseudouridina 5’ trifosfato (m1ΨTP), 5-metilcitidina 5’ trifosfato (m5CTP), 5-
metiluridina 5’ trifosfato (m5UTP), 2’-O-metiluridina 5’ trifosfato (UmTP o m2’-OUTP), 2-tiouridina 5’ trifosfato (s2UTP) y 
N6-metiladenosina 5’ trifosfato (m6ATP); en algunas realizaciones preferidas, se usa el NTP modificado en lugar de 
todo o sustancialmente todo el NTP no modificado correspondiente en la reacción de IVT (por ejemplo, ΨTP, 50
m1ΨTP, m5UTP, m2’-OUTP o s2UTP en lugar de UTP: m5CTP en lugar de CTP; o m6ATP en lugar de ATP).

En algunas realizaciones de los procedimientos, uno o más ARN monocatenarios sintetizados in vitro están 
sustancialmente libres de ribonucleósidos modificados (distintos de aquellos ribonucleósidos que comprenden la 
estructura de caperuza 5', si hay presente una caperuza 5', incluyendo el penúltimo nucleósido 5’ cuando el uno o 
más ARN monocatenarios sintetizados in vitro presentan una estructura de caperuza cap1). En algunas 55
realizaciones de los procedimientos, a excepción de los ribonucleósidos que comprenden la caperuza 5', si está 
presente, el uno o más ARN monocatenarios sintetizados in vitro comprenden solo los ribonucleósidos canónicos G, 
A, C y U. En algunas realizaciones de los procedimientos, el uno o más ARN monocatenarios sintetizados in vitro
que codifican cada uno de dichos al menos un factor de reprogramación proteico o polipeptídico se sintetizaron 
mediante la transcripción in vitro de un molde de ADN mediante una ARN polimerasa usando los NTP canónicos: 60
GTP, ATP, CTP y UTP.

En algunas de las realizaciones del procedimiento de fabricación de ARN monocatenarios purificados en el que el 
uno o más ARN monocatenarios sintetizados in vitro comprenden bien uno o más ribonucleósidos modificados (por 
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ejemplo, Ψ y/o m5C) o solo ribonucleósidos no modificados (G, A, C y U ) y codifican uno o más factores de 
reprogramación proteico o polipeptídico, el procedimiento comprende además: 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 período de al menos tres días; 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 5
presenta un primer estado diferenciado o fenotipo es una célula somática humana o animal, los ARN monocatenario 
purificados o tratados codifican factores de reprogramación que comprenden factores de inducción de células madre 
pluripotentes (células iPS) y las células que presentan un segundo estado diferenciado o fenotipo son células iPS; en 
estas realizaciones, la introducción de los ARN monocatenarios purificados o tratados al menos tres veces durante 
un período de al menos tres días significa aproximadamente al menos siete veces durante al menos siete días hasta 10
aproximadamente al menos 21 veces durante al menos 21 días.

Sorprendente e inesperadamente, los presentes solicitantes descubrieron que este procedimiento de 
reprogramación de células eucariotas mediante la introducción en las células de ARN monocatenarios purificados o 
tratados codificantes de factores de inducción de células iPS dio lugar a la reprogramación de células somáticas 
humanas o animales (por ejemplo, fibroblastos, querotinocitos) a células iPS, tanto cuando se usaron ARN 15
monocatenarios purificados o tratados que comprendían ribonucleósidos modificados tales como Ψ y/o m5C, como 
cuando se usaron ARN monocatenarios purificados o tratados que consistían solamente en ribonucleósidos 
canónicos 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 había mostrado nunca la reprogramación de células somáticas humanas o animales a 20
células iPS con ARN monocatenarios que consistían únicamente en ribonucleósidos canónicos no modificados.

Aún más, antes de la obra desvelada en la presente solicitud, se cree que nadie había demostrado nunca la 
reprogramación de una célula somática humana o animal a una célula iPS usando ARN monocatenarios modificados 
sin poner en contacto las células con un inhibidor de la vía de señalización del interferón, tal como la proteína B18R 
como inhibidor del interferón de tipo I, antes de introducir dichos ARN monocatenarios codificantes de los factores de25
inducción de células iPS. Por lo tanto, la capacidad de los procedimientos de la presente invención para generar 
ARN monocatenarios purificados o tratados que produzcan la inducción eficaz de células iPS a partir de células 
somáticas humanas o animales demuestra además la importancia y la amplitud de este procedimiento para fabricar 
ARN monocatenarios purificados o tratados para la traducción en células vivas.

La capacidad de los procedimientos de la presente invención para generar ARN monocatenarios tratados que no 30
activen los sensores de ARN o las vías de señalización de ARN, tales como las vías de TLR3, y que no induzcan las 
vías de la apóptosis, incluso tras la introducción de los ARN monocatenarios tratados en las células 18 o más veces 
durante al menos 18 días, demuestra además el poder de los procedimientos de la presente invención, 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 35
RNasa III se pueden realizar en menos de una hora, con solo unos cuantos minutos de tiempo de manipulación, y 
pudiéndose tratar simultáneamente muchos ARN monocatenarios diferentes, haciendo el procedimiento fácilmente 
adaptable a la producción de alto rendimiento de ARN monocatenarios purificados. Dado que, en determinadas 
realizaciones, ciertos procedimientos descritos en el presente documento comprenden principalmente una etapa 
enzimática, que puede, por ejemplo, realizarse mediante etapas de pipeteo simples, en algunas realizaciones, el 40
presente procedimiento se realiza sin supervisión usando un robot de laboratorio. Por lo tanto, la invención 
proporciona, en determinadas realizaciones, un procedimiento automático de fabricación de ARN monocatenarios 
purificados para reprogramar células somáticas humanas o animales a células iPS o para reprogramar un tipo de 
célula somática a otro tipo de célula somática.

Además de lo anterior, los presentes solicitantes han descubierto también que los ARN monocatenarios purificados 45
que comprenden nucleósidos modificados que se purifican mediante un procedimiento de purificación de HPLC 
también se pueden usar para la reprogramación de células somáticas humanas a células iPS, como se desvela en el 
presente documento. Sin embargo, los presentes procedimientos que usan el tratamiento con RNasa III son mucho 
más fáciles, más rápidos y más económicos en términos de tiempo, materiales y reactivos que los procedimientos de 
purificación por HPLC para generar ARN monocatenarios purificados para reprogramar células somáticas eucariotas 50
a células iPS o para otras aplicaciones.

En algunas realizaciones preferidas de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la invención, la 
composición 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 
mamífero) que está ex vivo en cultivo o in vivo en un organismo, de modo que la composición de ARN es capaz de 55
inducir un efecto biológico o bioquímico (por ejemplo, la reprogramación de la célula de un primer estado 
diferenciado o fenotipo a un segundo estado diferenciado o fenotipo). Por lo tanto, una realización de la invención es 
un procedimiento para inducir un efecto biológico o bioquímico en una célula humana o animal (por ejemplo, célula 
de mamífero), que comprende: introducir de manera repetida o continua una composición de ARN que comprenda 
uno o más ARN monocatenarios o ARNm codificantes de una o más proteínas (por ejemplo, uno o más factores de 60
reprogramación proteicos, por ejemplo, uno o más factores de transcripción) en una célula humana o animal en 
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cultivo; y cultivar en condiciones en las que se induzca el efecto biológico o bioquímico.

En algunas realizaciones, el efecto biológico comprende la reprogramación 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 mamífero que presenta un primer estado diferenciado o fenotipo es 
una célula somática (por ejemplo, un fibroblasto, queratinocito o célula sanguínea), los ARN monocatenarios o 5
ARNm codifican uno o más factores de reprogramación o factores de inducción de iPSC seleccionados del grupo 
que consiste en OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, NANOG y una proteína 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 mamífero que presenta un primer estado 
diferenciado o fenotipo es una célula somática (por ejemplo, un fibroblasto), dicho cultivo comprende cultivar las 10
células en ausencia de células alimentadoras en presencia de al menos un inhibidor de molécula pequeña del factor 
de crecimiento transformante beta (TGF-beta o TGFβ), al menos un inhibidor de molécula pequeña de la proteína 
quinasa activada por mitógeno (MAPK/ERK quinasa o MEK), o al menos un inhibidor de molécula pequeña para 
TGF-beta y MEK; en algunas de estas realizaciones, las células se cultivan: (i) en células alimentadoras; (ii) en un 
sustrato biológico que no comprende células alimentadoras vivas (por ejemplo, un extracto de matriz extracelular, 15
por ejemplo, una mezcla de proteínas gelatinosa secretada por células de sarcoma de ratón Engelbreth-Holm-
Swarm (EHS), por ejemplo, comercializada con nombres comerciales tales como MATRIGEL™ o CULTREX BME 
(BD Biosciences); o una o más biomoléculas, por ejemplo, proteína 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 biológico.20

Otra realización de la presente invención es un medio de reprogramación libre de alimentador que consiste en medio 
Eagle modificado de Dulbecco con mezcla de nutrientes F-12 (DMEM/F12; Invitrogen) complementado con 
sustitución de suero KNOCKOUT™ al 20 % (Invitrogen), GLUTAMAX ™-I 2 mM (Invitrogen), solución de 
aminoácidos no esenciales 0,1 mM (Invitrogen) e inhibidor de la vía de señalización de MEK 0,5-15 micromolar (por 
ejemplo, STEMOLE-CULE™ PD0325901, Stemgent, Cambridge, MA, EE.UU.). En algunas realizaciones, el medio 25
de reprogramación libre de alimentador comprende además el inhibidor del factor de crecimiento transformante β 
(TGFβ) (por ejemplo, STEMOLECULE™ SB431542, Stemgent™). En algunas realizaciones, el medio de 
reprogramación libre de alimentador comprende además aproximadamente 100 ng/ml de factor de crecimiento de 
fibroblastos recombinante humano básico. En algunas realizaciones, el medio de reprogramación libre de 
alimentador comprende además antibióticos de penicilina y estreptomicina.30

Como se muestra en el EJEMPLO 23, cuando se añadió ARN bicatenario de GAUC Luc2 sin modificar o ARN 
bicatenario de GAψC modificado diariamente durante dos días con el respectivo ARNm de GAUC o ARNm de GAψC 
codificante de ARNm de MYOD, la reprogramación de las células madre mesenquimales de ratón a mioblastos solo 
se indujo cuando la cantidad de ARN bicatenario de Luc2 añadida fue inferior al aproximadamente 0,01 % de la 
masa total de ARN usada para la reprogramación. Sin embargo, cuando se añadió ARN bicatenario de GAψm5C 35
Luc2 diariamente durante dos días con ARNm de GAψm5C 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 
composición de ARN.

Por lo tanto, una realización de la invención es un procedimiento de reprogramación de una célula no mioblástica 
humana o de mamífero (por ejemplo, una célula madre mesenquimal de ratón) a un mioblasto que comprende: 40
diariamente, durante al menos dos días, introducir en células no mioblásticas una composición de ARN que 
comprende ARNm de GAUC sintetizado in vitro o ARNm de GAψC codificante de la proteína MYOD o un fragmento 
funcional o variante de la misma, en el que dicha composición de ARN está al menos prácticamente libre de ARN 
bicatenario; y cultivar en condiciones en las que al menos una parte de dichas células no mioblásticas se 
reprogramen o se diferencien en mioblastos.45

Por lo tanto, otra realización de la invención es un procedimiento de reprogramación de una célula mioblástica 
humana o de mamífero (por ejemplo, una célula madre mesenquimal de ratón) a un mioblasto que comprende: 
diariamente, durante al menos dos días, introducir en células no mioblásticas una composición de ARN que 
comprenda ARNm sintetizado in vitro de GAψm5C codificante de la proteína MYOD o un fragmento funcional o 
variante de las misma, en la que dicha composición de ARN está al menos casi libre, esencialmente libre o más 50
preferentemente prácticamente libre de ARN bicatenario; y cultivar en condiciones en las que al menos una parte de 
dichas células no mioblásticas se reprograma o diferencia en mioblastos.

Cuando se añadió ARN bicatenario de GAUC Luc2 sin modificar diariamente con los ARNm de GAψ/C codificantes 
de los factores de reprogramación 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 55
masa total de ARN usada para la reprogramación, y se generaron números significativos de neuronas solo si la 
cantidad de ARN bicatenario de GAUC Luc2 no modificado añadida fue inferior al aproximadamente 0,001 % de la 
masa total de ARN usada para la reprogramación. Cuando se añadió ARN bicatenario de GAψC Luc2 modificado 
diariamente con los ARNm de GAψC codificantes de los factores de reprogramación de AMNP, las neuronas se 
indujeron solo si la el ARN bicatenario de GAψC Luc2 modificado con pseudouridina fue inferior al aproximadamente 60
0,02 % de la masa total de ARN usada para la reprogramación, y se generaron números significativos de neuronas 
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solo si la cantidad de ARN bicatenario de GAUC Luc2 no modificado añadida fue inferior al aproximadamente 0,004 
% de la masa total de ARN usada para la reprogramación. 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 III descritos en el presente documento) para reprogramar fibroblastos humanos a células 
neuronales como se muestra en el EJEMPLO 24.5

Por lo tanto, otra realización de la invención es un procedimiento de reprogramación de células somáticas no 
neuronales (por ejemplo, células fibroblásticas humanas) a células neuronales, comprendiendo el procedimiento: 
diariamente, durante varios días (por ejemplo, durante aproximadamente seis o más días), introducir, en células 
somáticas no neuronales ex vivo en cultivo, una composición de ARN que comprenda ARN monocatenario o ARNm 
sintetizado in vitro codificante de al menos una proteína seleccionada del grupo que consiste en: ASCL1, MYT1L, 10
NEUROD1 y POU3F2 o un fragmento funcional o variante de cualquiera de las mismas, en el que dicha composición 
de ARN está al menos prácticamente libre, o más preferentemente, extremadamente libre o absolutamente libre de 
ARN bicatenario; y cultivar en condiciones en las que al menos una parte de dichas células somáticas no neuronales 
se reprograme o transdiferencie en células neuronales.

Otra realización de la invención es un procedimiento de reprogramación de un fibroblasto no cardíaco humano o de 15
mamífero a un fibroblasto cardíaco, comprendiendo el procedimiento: diariamente, durante varios días, introducir, en 
fibroblastos humanos o de mamífero ex vivo en cultivo, una composición de ARN que comprende ARN 
monocatenario o ARNm sintetizado in vitro codificante de al menos un factor de transcripción o factor de 
reprogramación 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 composición de ARN está 20
prácticamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario; y cultivar en condiciones en las 
que los fibroblastos no cardíacos se reprogramen a fibroblastos cardíacos.

Una realización de la invención es un procedimiento de reprogramación de un fibroblasto humano o de mamífero a 
células neuronales dopaminérgicas, comprendiendo el procedimiento: diariamente, durante varios días, introducir, en 
fibroblastos humanos o de mamífero ex vivo en cultivo, una composición de ARN que comprende ARN 25
monocatenario o ARNm sintetizado in vitro codificante de al menos un factor de transcripción o factor de 
reprogramación 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 composición de ARN está 
extremadamente libre o está absolutamente libre de ARN bicatenario; y cultivar en condiciones en las que los 
fibroblastos se reprogramen a células neuronales dopaminérgicas.30

Una realización de la invención es un procedimiento de reprogramación de un fibroblasto humano o de mamífero a 
hepatocitos, comprendiendo el procedimiento: diariamente, durante varios días, introducir, en fibroblastos humanos o 
de mamífero ex vivo en cultivo, una composición de ARN que comprende ARN monocatenario o ARNm sintetizado 
in vitro codificante de al menos un factor de transcripción o factor de reprogramación proteico seleccionado del grupo 
que consiste en: HNF1α o un fragmento funcional o una variante del mismo, HNF4α, FOXA1, FOXA2, FOXA3 y 35
GATA4, o un fragmento funcional o una variante de cualquiera de los mismos; en el que la composición de ARN está 
absolutamente libre de ARN bicatenario; y cultivar en condiciones en las que los fibroblastos se reprogramen a 
hepatocitos.

En algunas realizaciones preferidas, la composición de ARN, o el ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro
que compone la composición de ARN que está prácticamente libre de ARN bicatenario, extremadamente libre de 40
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, órgano u organismo humano o animal (por ejemplo, de mamífero) que contiene dicha célula en comparación 
con una composición de ARN, o el ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro que compone la composición de 
ARN que no está prácticamente libre de ARN bicatenario, extremadamente libre de ARN bicatenario o 45
absolutamente libre de ARN bicatenario. En algunas realizaciones, la composición de ARN, o el ARN monocatenario 
o ARNm sintetizado in vitro que componen la composición de ARN se analiza para inducir una respuesta inmune 
innata de manera detectable inferior según lo detectado mediante un procedimiento seleccionado del grupo que 
consiste en: (i) detectar que la puesta en contacto repetida de la célula de mamífero con una cantidad del ARN 
modificado que da lugar a la expresión detectable de la proteína codificada después de un solo contacto no reduce 50
de manera detectable la expresión de la proteína, mientras que la puesta en contacto repetida de la célula de 
mamífero con misma cantidad del ARN no modificado sí reduce de manera detectable la expresión de la proteína 
codificada; (ii) detectar que el ARN modificado da lugar a un nivel inferior de autofosforilación de la proteína quinasa 
activada por ARN (PKR) y/o de fosforilación del factor de inicio de la traducción eucariota (eIF2α) en comparación 
con la misma cantidad del homólogo de ARN no modificado basado en ensayos de fosforilación in vitro; (iii) detectar 55
que la cantidad de una o más citocinas inducidas por la célula de mamífero en respuesta al ARN no modificado es 
superior a la cantidad de dicha una o más citocinas inducidas por la célula de mamífero en respuesta a dicho 
homólogo de ARN modificado; (iv) detectar una diferencia en el nivel de expresión de uno o más marcadores de
activación de células dendríticas (DC) en respuesta al ARN no modificado en comparación con el nivel de expresión 
de dicho uno o más marcadores de activación de DC en respuesta a la misma cantidad de dicho ARN modificado; 60
(v) detectar una mayor capacidad relativa de dicho ARN modificado para actuar como un adyuvante para una 
respuesta inmune adaptativa en comparación con la misma cantidad de homólogo de ARN no modificado; (vi) 
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detectar un mayor nivel de activación de las moléculas de señalización del receptor de tipo Toll (TLR) en respuesta 
al ARN no modificado en comparación 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 
comparación con la cantidad de ARN no modificado para generar la misma respuesta inmune; en particular, en el 
que: dicha una o más citocinas de (iii) se seleccionan del grupo que consiste en: IL-12, IFN-alfa, TNF-alfa, RANTES, 5
MIP-1alfa, MIP-1beta, IL-6, IFN-beta e IL-8; dichos marcadores de activación de DC de (iv) se seleccionan del grupo 
que consiste en: CD83, HLA-DR, CD80 y CD86; y/o dichas moléculas de señalización de TLR de (vi) se seleccionan 
del grupo que consiste en: moléculas de señalización TLR3, TLR7 y TLR8. En algunas realizaciones preferidas, la 
respuesta inmune innata inferior de manera detectable inducida por dicha composición de ARN, o por el ARN 
monocatenario o ARNm sintetizado in vitro que compone la composición de ARN que está prácticamente libre de 10
ARN bicatenario, extremadamente libre de ARN bicatenario o absolutamente libre de ARN bicatenario en 
comparación con dicha composición de ARN o con el ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro que compone 
la composición de ARN que no está prácticamente 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 reducción detectable de la inmunogenicidad. Por ejemplo, en algunas 15
realizaciones, la composición de ARN, o el ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro que compone la 
composición de ARN que está práctica, 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.º 20110143397, en particular, como se describe en el párrafo [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.20

Una realización de la invención es un procedimiento de preparación de una composición biológica (por ejemplo, una 
composición de ARN) que está al menos prácticamente libre de ARN bicatenario, comprendiendo el procedimiento: 
tratar la composición biológica (por ejemplo, una composición de ARN, o ARN monocatenario o ARNm que compone 
una composición de ARN) con una proteína específica del ARN bicatenario en una solución tamponada en 
condiciones en las que la proteína específica del ARN bicatenario se una y/o reaccione con los contaminantes de 25
ARN bicatenario; y luego retirar la proteína específica del ARN bicatenario y los contaminantes de ARN bicatenario 
unidos o reaccionados para generar un preparado de ARN tratado (o ARN monocatenario o ARNm tratado que 
compone la composición de ARN) que esté al menos prácticamente libre de ARN bicatenario. Con respecto a los 
procedimientos, las composiciones o los kits de la presente invención, una "proteína específica del ARN bicatenario"
en el presente documento significa una proteína que no es un anticuerpo, proteína que se une y/o reacciona con 30
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 específicas, la proteína específica del ARN 
bicatenario es una ribonucleasa específica del ARN bicatenario (RNasa). En algunas realizaciones preferidas, la 
RNasa específica del ARN bicatenario es una endorribonucleasa (endoRNasa). Lo más preferentemente, la 
endoRNasa de los procedimientos, las composiciones o los kits de la invención es RNasa III.35

Una realización preferida de la invención, en la que la proteína específica del ARN bicatenario es RNasa III, es un 
procedimiento de preparación de una composición biológica (por ejemplo, una composición de ARN) que está 
sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, prácticamente libre, extremadamente libre o absolutamente 
libre de ARN bicatenario, comprendiendo el procedimiento: poner en contacto una composición biológica (por 
ejemplo, una composición de ARN, o ARN monocatenario o ARNm que compone una composición de ARN) con 40
RNasa III en una solución tamponada que contiene una sal de magnesio que comprende cationes de magnesio a 
una concentración de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 4 mM en condiciones en las que la RNasa III se 
une y/o reacciona con el ARN bicatenario que está presente en la solución para generar una composición biológica 
tratada que está sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, prácticamente libre, extremadamente libre o 
absolutamente libre de ARN bicatenario. Cuando se usa para fabricar una composición de ARN que está 45
sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, prácticamente libre, extremadamente libre o absolutamente 
libre de ARN bicatenario, este procedimiento a veces se denomina "tratamiento con RNasa III" o "procedimiento de 
tratamiento con RNasa III" en el presente documento. En algunas realizaciones preferidas del procedimiento de 
tratamiento con RNasa III, o realizaciones de las composiciones o los kits que comprenden o ponen en práctica el 
procedimiento de tratamiento con RNasa III, la solución tamponada comprende un tampón de Tris (por ejemplo, Tris-50
acetato 33 mM, pH 8) como tampón, En algunas otras realizaciones, se usa un tampón diferente que mantiene el pH 
a aproximadamente pH 7,5-8. En algunas realizaciones, se usa un tampón diferente o un pH diferente algo fuera del 
intervalo de pH 7,5-8. En realizaciones preferidas, la solución comprende además una sal monovalente a una 
concentración de al menos aproximadamente 50 mM, y más preferentemente, la solución comprende además una 
sal monovalente a una concentración de aproximadamente 50 mM a aproximadamente 150 mM, y lo más 55
preferentemente, la solución comprende además una sal monovalente a una concentración de aproximadamente 
150 mM o superior a 150 mM. En algunas realizaciones del procedimiento, el procedimiento comprende además 
limpiar la composición biológica de la RNasa III y otros componentes de la solución. Algunas realizaciones de la 
invención comprenden una composición biológica (por ejemplo, una composición de ARN) o un kit que comprende 
una composición biológica (por ejemplo, una composición de ARN) que se genera usando los procedimientos de 60
tratamiento con RNasa III descritos en el presente documento, en las que la composición biológica (por ejemplo, una 
composición de ARN, o ARN monocatenario o ARNm que compone una composición de ARN) está sustancialmente 
libre, casi libre, esencialmente libre, prácticamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN 
bicatenario.
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Algunas realizaciones preferidas de la invención en las que la composición biológica es una composición de ARN 
que comprende ARN monocatenario o ARNm son: (i) el procedimiento de fabricación de una composición biológica 
que está sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, prácticamente libre, extremadamente libre o 
absolutamente libre de ARN bicatenario; (ii) una composición biológica que está sustancialmente libre, casi libre, 
esencialmente libre, prácticamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario fabricada 5
usando el procedimiento; (iii) un kit que comprende una composición biológica que está sustancialmente libre, casi 
libre, esencialmente libre, prácticamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario; o (iv) 
un kit para fabricar una composición biológica que está sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, 
prácticamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario, en las que dicha composición 
de ARN está sustancialmente libre de ARN bicatenario, casi libre de ARN bicatenario, esencialmente libre de ARN 10
bicatenario, prácticamente 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 composición de ARN comprende ARN bicatenario de un tamaño superior a 40 
pares de bases (o superior a aproximadamente 30 pares de bases). En algunas realizaciones preferidas, la 
composición biológica comprende o consiste en una composición de ARN que comprende uno o más ARN 15
monocatenarios o ARNm sintetizados in vitro (o el uno o más ARN monocatenarios o ARNm sintetizados in vitro) y el 
procedimiento comprende: poner en contacto la composición de ARN, o uno o más ARN monocatenarios o ARNm 
con RNasa III en una solución tamponada que comprende cationes de magnesio divalentes a una concentración de 
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 4 mM y una sal monovalente a una concentración de al menos 50 mM; 
e incubar en condiciones en las que la RNasa III se una al ARN bicatenario y sea enzimáticamente activa; y luego 20
limpiar la composición de ARN o los ARN monocatenarios o ARNm de la RNasa III y el resto de componentes, 
incluyendo los productos de la digestión con la RNasa III, para generar una composición de ARN tratado, o ARN 
monocatenarios o ARNm tratados que esté/n sustancialmente libre/s, casi libre/s, esencialmente libre/s, 
prácticamente libre/s, extremadamente libre/s o absolutamente libre/s de ARN bicatenario. En realizaciones 
preferidas de este procedimiento, la composición de ARN tratado, o los ARN monocatenarios o ARNm tratados 25
está/n prácticamente libre/s, extremadamente libre/s o absolutamente libre/s de ARN bicatenario. En algunas 
realizaciones preferidas de este procedimiento, la sal monovalente tiene una concentración 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: extracción con 30
disolvente orgánico (por ejemplo, fenol y/o cloroformo), precipitación 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 cromatográfica o un dispositivo de gel electroforético. En algunas realizaciones, 
dicha limpieza comprende una columna de centrifugación de filtración en gel (por ejemplo, dextrano reticulado). En 
determinadas realizaciones preferidas de este procedimiento, la solución tamponada comprende cationes de 35
magnesio divalentes a una concentración de aproximadamente 1,0 mM a aproximadamente 3,0 mM, o más 
preferentemente, de aproximadamente 1,0 mM a aproximadamente 2,0 mM.

En algunas realizaciones del procedimiento de fabricación de una composición de ARN que comprende ARN 
monocatenario o ARNm que está sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, prácticamente libre, 
extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario, el procedimiento comprende además al menos una 40
etapa seleccionada de entre precipitación con acetato de amonio, precipitación con alcohol y extracción orgánica 
(por ejemplo, extracción con fenol y/o cloroformo), (por ejemplo, cada una como se describe en uno o más de los 
ejemplos presentados en el presente documento). En algunas realizaciones preferidas, la composición de ARN 
comprende ARN monocatenario o ARNm codificante de una o más proteínas. En algunas realizaciones preferidas 
del procedimiento de fabricación de una composición de ARN que comprende ARN monocatenario o ARNm que 45
está sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, prácticamente libre, extremadamente libre o 
absolutamente libre de ARN bicatenario, el procedimiento no comprende ninguna cromatografía en columna (ya sea 
por gravedad o bajo presión, por ejemplo, HPLC o FPLC), electroforesis u otra etapa de separación que comprenda 
el uso de una resina, gel o membrana. Por lo tanto, algunas ventajas del presente procedimiento de preparación de 
una composición de ARN que comprende ARN monocatenario o ARNm que está sustancialmente libre, casi libre, 50
esencialmente libre, prácticamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario son que no 
existe dicha separación, cromatografía, electroforesis ni se requiere instrumentación especial, requiriendo todo ello 
una formación especial, materiales (por ejemplo, columnas, membranas), trabajo y tiempo adicional (por ejemplo, 
empaquetamiento de columnas, lavado de columnas, procedimientos analíticos especiales), y por tanto, costes 
correspondientes, y necesidad de tiempo y procedimientos analíticos especiales. Por lo tanto, el presente 55
procedimiento de preparación de composiciones de ARN es mucho más fácil, rápido y económico 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 biológico o bioquímico, 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 60
los procedimientos de purificación que comprenden un dispositivo de separación (por ejemplo, HPLC o electroforesis 
preparativa, se cree que el procedimiento descrito en el presente documento para preparar una composición de ARN 
tratado acelerará significativamente el trabajo en los procedimientos de uso de composiciones de ARN que 
comprenden ARN monocatenario o ARNm codificante de una o más proteínas, composiciones de ARN que están 
prácticamente libres, extremadamente libres o absolutamente libres de ARN bicatenario, para inducir un efecto 65
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biológico o bioquímico mediante la introducción repetida o continua de dicha composición de ARN en una célula 
humana o animal (por ejemplo, de mamífero) (por ejemplo, una célula que está en cultivo ex vivo o in vivo en un 
tejido, órgano u organismo).

En otras realizaciones de las composiciones, de las mezclas de reacción, de los kits y procedimientos de la 
invención, el ARN monocatenario sintetizado in vitro no codifica una proteína o un polipéptido, sino que comprende 5
al menos un ARN largo no codificante (ARNnc). Por lo tanto, en algunas realizaciones, el ARN monocatenario 
presenta una secuencia de al menos un ARNnc largo. En algunas realizaciones de las composiciones, de las 
mezclas de reacción, de los kits y procedimientos de la invención, el ARN monocatenario sintetizado in vitro presenta 
una secuencia de al menos un ARNnc largo que es capaz de producir un efecto biológico o bioquímico tras su 
introducción repetida o continua en un célula humana o animal (por ejemplo, una célula de mamífero). En alguna 10
realizaciones de las composiciones, de los kits y procedimientos de la invención, el ARN monocatenario es al menos 
un ARNnc 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 "NCRNA00072".

Algunas realizaciones de la invención comprenden (i) un procedimiento de preparación de una composición biológica 
(por ejemplo, una composición de ARN) que está sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, 15
prácticamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario; o ( ii) una mezcla de reacción o 
composición biológica (por ejemplo, una mezcla de reacción) que se genera usando el procedimiento de preparación 
de una composición biológica que está sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, prácticamente libre, 
extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario; o (iii) un kit que comprende una composición 
biológica que está sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, prácticamente libre, extremadamente libre o 20
absolutamente libre de ARN bicatenario; o (iv) un kit para fabricar una composición biológica que está 
sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, prácticamente libre, extremadamente libre o absolutamente 
libre de ARN bicatenario, en las que la composición biológica no comprende una composición de ARN, o ARN 
monocatenario o ARNm que componga una composición de ARN. Con respecto a estas realizaciones de la 
invención, "sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, prácticamente libre, extremadamente libre o 25
absolutamente libre de ARN bicatenario", pretende significar que la composición biológica de la solución 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 solución, menos de aproximadamente 1 nanogramo de ARN bicatenario por ml de 
solución, menos de aproximadamente 500 picogramos de ARN bicatenario por ml de solución, menos de 
aproximadamente 100 picogramos de ARN bicatenario por ml de solución, menos de aproximadamente 10 30
picogramos de ARN bicatenario por ml de solución o menos de aproximadamente 2 picogramos de ARN bicatenario 
por ml de solución, respectivamente. En realizaciones particulares del procedimiento, de la composición biológica o 
del kit que comprende una composición biológica que está sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, 
prácticamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario, la composición biológica 
comprende uno o más productos biológicos seleccionados del grupo que consiste en: ADN bicatenario (ADNbc), 35
ADN monocatenario (ADNmc), proteínas, hidratos de carbono, lípidos, glicoproteínas, lipoproteínas, factores de 
crecimiento, citocinas, extractos celulares, matrices extracelulares, suero, fluidos biológicos, membranas biológicas y 
medios.

En algunas realizaciones del procedimiento de fabricación de una composición biológica (por ejemplo, una 
composición de ARN) que está sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, prácticamente libre, 40
extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario, el procedimiento comprende además poner en 
contacto la solución con una o más desoxirribonucleasas (DNasas) para generar una composición biológica que esté 
casi libre, prácticamente libre o extremadamente libre de ADN, lo que significa que la composición biológica de la 
solución final en la que se pone en contacto con células humanas o animales contiene menos de aproximadamente 
un nanogramo de ADN por ml de solución, menos de aproximadamente 100 picogramos de ADN por ml de solución, 45
o menos de aproximadamente 10 picogramos de ADN por ml de solución. En algunas realizaciones, la DNasa es 
una "DNasa de tipo I", es decir, una endodesoxiribonucleasa que digiere ADN monocatenario y bicatenario a 
oligonucleótidos cortos que tienen un grupo fosfato 5’ y un hidroxilo 3’ (por ejemplo, DNasa I pancreática humana, 
bovina o porcina). En algunas realizaciones, la DNasa es una exodeoxirribonucleasa 3’ a 5' específica 
monocatenario que carece de actividad ribonucleasa, pero que digiere los oligodesoxirribonucleótidos que tienen un 50
grupo hidroxilo 3’ libre a 5'-monodesoxirribonucleótidos (por ejemplo, exonucleasa I de Escherichia coli). En algunas 
realizaciones, se usan DNasas múltiples. Por lo tanto, en algunas realizaciones de las composiciones biológicas o de 
los kits que comprenden una composición biológica que está sustancialmente libre de ARN bicatenario, casi libre, 
esencialmente libre, prácticamente libre de ARN bicatenario, extremadamente libre de ARN bicatenario o 
absolutamente libre de ARN bicatenario, la composición biológica o el kit también está casi libre, prácticamente libre 55
o extremadamente libre de ADN.

En determinadas realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la invención, la 
composición de ARN se trata o se purifica para que esté al menos casi libre de ARN bicatenario (por ejemplo, casi 
libre de ARN bicatenario, prácticamente libre de ARN bicatenario, extremadamente libre de ARN bicatenario o 
absolutamente libre de ARN bicatenario) mediante la separación del ARN monocatenario o ARNm de contaminantes 60
de ARN que comprenden dicha composición de ARN usando uno o más medios de separación cromatográfica o 
electroforética (por ejemplo, usando un procedimiento de separación cromatográfica 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 composición de ARN se purifica para que esté al menos casi libre de ARN bicatenario 
(por ejemplo, casi libre de ARN bicatenario, prácticamente libre de ARN bicatenario, extremadamente libre de ARN 
bicatenario o absolutamente libre de ARN bicatenario) mediante la separación 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 composición de ARN se 5
purificó (por ejemplo, para estar casi libre de ARN bicatenario, prácticamente libre de ARN bicatenario, 
extremadamente libre de ARN bicatenario o absolutamente libre de ARN bicatenario) mediante HPLC, y se analizó 
su pureza e inmunogenicidad como se describe en la solicitud de patente de EE.UU. n.º 20110143397, incorporada 
en el presente documento por referencia, en particular, como se describe en el párrafo [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.10

Otra realización más de la invención es un procedimiento para inducir un efecto biológico o bioquímico en una célula 
humana o de otro mamífero, bien ex vivo en cultivo o in vivo en un organismo humano o de mamífero, que 
comprende: poner en contacto de manera repetida o continua la célula con la composición de ARN al menos 
prácticamente libre de ARN bicatenario durante varios días en condiciones en las que la composición de ARN se 
introduce en la célula y se induce un efecto biológico o bioquímico. En algunas realizaciones, la composición de ARN 15
al menos prácticamente libre de ARN bicatenario comprende ARN monocatenario o ARNm que codifica uno o más 
factores de reprogramación, y el efecto biológico o bioquímico 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 
invención proporciona un procedimiento rápido y eficaz para cambiar el estado de diferenciación o fenotipo de una
célula humana o de mamífero. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la presente invención proporciona 20
composiciones de ARN al menos prácticamente libres de ARN bicatenario que comprenden ARN monocatenario o 
ARNm y procedimientos para su uso en la reprogramación de células somáticas humanas o de mamífero a células 
madre pluripotentes. En algunas realizaciones preferidas, las composiciones al menos prácticamente libres de ARN 
bicatenario usadas para dicho procedimiento están prácticamente libres de ARN bicatenario, extremadamente libres 
de ARN bicatenario o absolutamente libres de ARN bicatenario.25

Ciertas realizaciones de la presente invención proporcionan procedimientos ex vivo, y composiciones y kits para 
reprogramar rápida 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 múltiples proteínas (por ejemplo, factores de reprogramación) en las células 
durante varios días, mediante lo que se induce el segundo estado diferenciado o fenotipo. Por ejemplo, en algunas 30
realizaciones, se reprogramaron (se desdiferenciaron) células somáticas humanas, tales como fibroblastos o 
queratinocitos, a células madre pluripotentes inducidas mediante la introducción repetida de ARNm sintetizados in 
vitro codificantes de múltiples proteínas de factores de reprogramación de iPSC en las células diariamente durante 
varios días. En otras realizaciones, se reprogramaron (se transdiderenciaron) células somáticas no neuronales 
humanas, tales como fibroblastos, a células neuronales mediante la introducción repetida de ARNm codificante de 35
múltiples proteínas de factores de reprogramación de células neuronales diariamente durante varios días. En otras 
realizaciones más, se reprogramaron (se diferenciaron) células madre mesenquimales de ratón a mioblastos 
mediante la introducción de ARNm codificante de la proteína MYOD diariamente durante dos días. Por lo tanto, en 
algunas realizaciones, la invención proporciona procedimientos generales para reprogramar células de un primer 
estado diferenciado a un segundo estado diferenciado mediante la introducción repetida o continua de ARNm 40
codificante de una o más proteínas en las células diariamente durante 2 o más días.

En ciertas realizaciones, la presente invención proporciona procedimientos para inducir un efecto biológico o 
bioquímico en una célula humana o animal (por ejemplo, una célula de mamífero; por ejemplo, una célula en cultivo 
o in vivo, o en un tejido, órgano 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 más proteínas que son 45
capaces de inducir el efecto biológico o bioquímico deseado en dichas células. En algunas realizaciones de los 
procedimientos, El efecto biológico o bioquímico comprende la reprogramación de una célula de un primer estado de 
diferenciación o fenotipo a un segundo estado de diferenciación o fenotipo. En algunas realizaciones de los 
procedimientos, la célula es una célula del sistema inmune humano o animal (por ejemplo, de mamífero), el ARN 
monocatenario o ARNm sintetizado in vitro codifica una o más proteínas que comprenden la superfamilia de las 50
inmunoglobulinas, y el efecto biológico o bioquímico comprende la unión de una o más proteínas de la superfamilia 
de las inmunoglobulinas expresadas en la superficie de las células del sistema inmune a una o más proteínas o 
polipéptidos exógenos, proteínas o polipéptidos exógenos que bien están libres o están en o sobre la superficie de 
una célula que no es del sistema inmune, iniciando así un mecanismo de respuesta inmune en respuesta a dicha 
proteína o polipéptido exógeno. En algunas realizaciones de los procedimientos, la célula es una célula presentadora 55
de antígeno (APC), tal como una célula dendrítica humana o de mamífero, y el efecto biológico o bioquímico 
comprende la presentación de un péptido derivado de dicha una o más proteínas codificadas por el ARN 
monocatenario o ARNm sintetizado in vitro en la superficie de la APC; en ciertas realizaciones preferidas, la 
composición que comprende ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro no da lugar a la producción de 
interferón. En otras realizaciones de los procedimientos, la célula es una célula humana o de mamífero que contiene 60
un gen mutante codificante de una proteína defectuosa, y el efecto biológico o bioquímico comprende expresar una o 
más proteínas codificadas por el ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro en dichas células, sustituyendo o 
compensando así la proteína defectuosa.
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En algunas realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la presente invención, el ARN 
monocatenario o ARNm codifica una proteína. En algunas realizaciones de los procedimientos, de las 
composiciones o de los kits de la presente invención, el ARN monocatenario o ARNm codifica una proteína 
funcional, en las que el término "funcional" significa que la proteína es capaz de causar un cambio bioquímico o un 
efecto biológico (por ejemplo, tratamiento terapéutico, tal como la reducción de síntomas en un sujeto), ya sea 5
directa o indirecta (por ejemplo, a través de una vía de señalización), en una célula en la que está presente la 
proteína o en otra célula afectada por la proteína o por la célula en la que se expresa la proteína. En algunas 
realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la presente invención, el ARN 
monocatenario o ARNm codifica un factor de transcripción. En algunas realizaciones de los procedimientos, de las 
composiciones o de los kits de la presente invención, el ARN monocatenario o ARNm codifica una enzima. En 10
algunas realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la presente invención, el ARN 
monocatenario o ARNm codifica un agrupamiento de diferenciación o molécula CD. En algunas realizaciones de los 
procedimientos, de las composiciones o de los kits de la presente invención, el ARN monocatenario o ARNm codifica 
un anticuerpo. En algunas realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la presente 
invención, el ARN monocatenario o ARNm codifica una proteína que está presente sobre o en una membrana 15
celular. En algunas realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la presente invención, 
el ARN monocatenario o ARNm codifica una proteína que comprende un receptor para una vía de señalización. En 
algunas realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la presente invención, el ARN 
monocatenario o ARNm codifica una proteína efectora inmune. En algunas realizaciones de los procedimientos, de 
las composiciones o de los kits de la presente invención, el ARN monocatenario o ARNm codifica una proteína de 20
complemento de un sistema inmune de vertebrado. En algunas realizaciones de los procedimientos, de las 
composiciones o de los kits de la presente invención, el ARN monocatenario o ARNm comprende una multiplicidad 
de moléculas de ARNm diferentes que codifican una multiplicidad de diferentes proteínas.

En algunas realizaciones, la presente invención se refiere a composiciones, kits y procedimientos rápidos y eficaces 
para cambiar el estado de diferenciación de una célula eucariota humana o animal. Por ejemplo, la presente 25
invención proporciona moléculas de ARN monocatenario o ARNm y procedimientos para su uso en la 
reprogramación de células, tales como en la reprogramación de células somáticas humanas o animales a células 
madre pluripotentes.

En algunas realizaciones, la presente invención proporciona procedimientos para cambiar o reprogramar el estado 
de diferenciación o estado diferenciado o fenotipo de una célula humana o animal que comprende: introducir ARNm 30
codificante de al menos un factor de reprogramación 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 invención proporciona procedimientos para 
cambiar o reprogramar el estado de diferenciación o estado diferenciado o fenotipo de una célula humana o animal 
(por ejemplo, una célula de mamífero) que comprende: de forma repetida o continua, durante un período de al 35
menos dos días, introducir ARNm codificante de al menos un factor de reprogramación 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 introducción 
comprende introducir ARNm codificante de una pluralidad de factores de reprogramación en la célula. En algunas 
realizaciones, la presente invención proporciona procedimientos para cambiar el estado diferenciado o estado de 40
diferenciación de una célula que comprende: introducir un ARNm codificante de un factor de inducción de células 
iPS en una célula somática para generar una célula reprogramada (y composiciones y kits para ello). En algunas 
realizaciones, la presente invención proporciona procedimientos para cambiar el estado diferenciado o estado de 
diferenciación de una célula que comprende: de forma repetida o continua, durante un período de al menos dos días, 
introducir un ARNm codificante de al menos una proteína que comprende un factor de inducción de células iPS en 45
una célula somática para generar una célula reprogramada (y composiciones y kits para ello). En determinadas 
realizaciones, la introducción comprende administrar el ARNm a la célula somática con un reactivo de transfección. 
En determinadas realizaciones, la introducción comprende administrar el ARNm a la célula somática mediante 
electroforesis. En algunas realizaciones, la introducción se repite diariamente durante al menos 3 días. En algunas 
realizaciones, la introducción se repite diariamente durante al menos 4-8 días. En algunas realizaciones, la 50
introducción se repite diariamente durante al menos 8-10 días. En algunas realizaciones preferidas, la introducción 
se repite diariamente durante de al menos 10 a 18 días. En algunas realizaciones, la introducción se repite 
diariamente durante más de 18 días. En algunas realizaciones, la célula reprogramada es una célula 
desdiferenciada, y el proceso que ocurre en este procedimiento se denomina "desdiferenciación". Una realización de 
una célula desdiferenciada es una célula madre pluripotente inducida o célula iPS (o iPSC). En algunas realizaciones 55
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 "transdiferenciación". En otras realizaciones, la célula que presenta el segundo estado 
de diferenciación o fenotipo es una célula somática diferenciada o rediferenciada, y el proceso que tiene lugar en 
este procedimiento se denomina "diferenciación" o "rediferenciación". En algunas realizaciones, la introducción se 60
repite diariamente durante al menos 2 días, el ARNm codifica la proteína MYOD, la célula que presenta el primer 
estado de diferenciación o primer estado diferenciado es una célula somática (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 somática (por 
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ejemplo, un fibroblasto o queratinocito), el proceso es la transdiferenciación, mientras que si la célula que presenta el 
primer estado diferenciado es una célula madre mesenquimal, el proceso es la diferenciación. En algunas 
realizaciones, en las que la introducción se repite diariamente durante al menos 4-9 días, el ARNm codifica las 
proteínas ASCL1, MYT1L, NEUROD1 y POU3F2, la célula que presenta el primer estado de diferenciación o primer 
estado diferenciado es una célula somática (por ejemplo, un fibroblasto o un queratinocito), y la célula que presenta 5
el segundo estado diferenciado es una célula neuronal; en esta realización, el proceso es la transdiferenciación. En 
algunas realizaciones, en las que la introducción se repite diariamente durante al menos 4-8 días, al menos 8-10 
días, al menos de 10 a 18 días o durante más de 18 días, el ARNm codifica las proteínas OCT4, SOX2, KLF4 y al 
menos una proteína 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 diferenciación o primer 10
estado diferenciado es una célula somática (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 desdiferenciación o inducción de células iPS; en 
algunas de estas realizaciones, el ARNm codifica además una o ambas proteínas LIN28 y NANOG. En algunas 
realizaciones en las que se usan ARNm codificantes de múltiples proteínas diferentes, la introducción comprende 
introducir una mezcla de ARNm codificantes de todas las proteínas, en la que cada ARNm codificante de una 15
proteína particular está presente en la misma cantidad molar que cada uno de los otros ARNm codificantes de otras 
proteínas. En algunas otras realizaciones, uno o más ARNm están presentes en una proporción molar diferente a los 
otros ARNm codificantes de otras proteínas. Por ejemplo, en ciertas realizaciones en las que los ARNm codifican 
OCT4, SOX2, KLF4, una o ambas LIN28 y NANOG, y al menos una proteína 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 20
codificante de OCT4 está presente en la mezcla de ARNm aproximadamente en un exceso molar del triple en 
comparación con los ARNm particulares introducidos codificantes de SOX2, KLF4, LIN28, NANOG y la al menos una 
proteína de la familia MYC; en algunas otras realizaciones, además del exceso molar superior de ARNm codificante 
de OCT4, el ARNm codificante de KLF4 está presente en la mezcla de ARNm aproximadamente en un exceso molar 
de 1,5 veces a 3,5 veces en comparación con los ARNm particulares introducidos codificantes de SOX2, LIN28, 25
NANOG y la al menos una proteína de la familia MYC.

En ciertas realizaciones preferidas de los procedimientos para cambiar o reprogramar el estado de diferenciación o 
fenotipo de una célula, el procedimiento se realiza sin el uso de ninguna proteína exógena, ARNip o agente de 
molécula pequeña que inhiba o reduzca la activación, la inducción o la expresión de una o más proteínas en una vía 
de respuesta inmune innata. Por ejemplo, en algunas realizaciones de los procedimientos para cambiar o 30
reprogramar el estado diferenciado o fenotipo de una célula humana o animal, no se usa ARNip ni proteína (por 
ejemplo, proteína B18R), anticuerpo o inhibidor de molécula pequeña de una vía de respuesta inmune innata para 
dicha reprogramación. En otras realizaciones, los procedimientos comprenden además: tratar las células que 
presentan el primer estado diferenciado o fenotipo con una proteína, ARNip o agente de molécula pequeña que 
inhiba o reduzca la activación, la inducción o la expresión de uno o más sensores de ARN o proteínas en una vía de 35
respuesta inmune innata, en los que dicho tratamiento se produce antes y/o durante dicha introducción de un ARNm 
codificante de un factor de reprogramación. En algunas realizaciones, el agente que inhibe o reduce la activación, la 
inducción o la expresión de uno o más sensores de ARN o proteínas en una vía de respuesta inmune innata es 
proteína B18R. En algunas otras realizaciones, el agente es un ARNm codificante de una proteína que inhibe o 
reduce la activación, la inducción o la expresión de una o más proteínas que comprenden un sensor de ARN o una 40
vía de respuesta inmune innata. En algunas realizaciones preferidas, el inhibidor es un ARNm codificante de la 
proteína B18R. En algunas otras realizaciones preferidas, el inhibidor es un ARNm codificante de la proteína del gen 
E3L del virus Vaccinia; en realizaciones preferidas, el ARNm codificante de la proteína del gen E3L del virus 
Vaccinia se introduce en la célula al mismo tiempo que se introducen los ARNm codificantes de uno o más factores 
de reprogramación o factores de inducción de células iPS.45

En ciertas realizaciones preferidas de los procedimientos para cambiar o reprogramar el estado de diferenciación o 
fenotipo de una célula, el procedimiento de reprogramación se realiza añadiendo 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 reprogramación. Además, algunas 
realizaciones preferidas de las composiciones o de los kits para dicha reprogramación comprenden además un 50
inhibidor de RNasa.

En algunas realizaciones preferidas de las composiciones, de los kits y de los procedimientos de la invención, 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 transcripción 55
mediante el uso de un análogo de caperuza dinucleotídico durante la transcripción in vitro. En algunas realizaciones, 
la caperuza 5’ se incorpora al ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro después de la transcripción, mediante 
la incubación de ARN monocatenario no protegido con caperuza obtenido a partir de una reacción de transcripción in 
vitro con una enzima de protección con caperuza que comprende actividad ARN guaniltransferasa. En algunas 
realizaciones, la caperuza 5’ comprende además un penúltimo nucleótido 5'-terminal que presenta un grupo 2'-O-60
metilo en su fracción 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 además una o más secuencias seleccionadas entre una 
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región no traducida o UTR (por ejemplo, una UTR que potencia más la traducción de proteínas 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- (α-)globina o 
beta- (β-)globina de Xenopus, humano o de otro mamífero, o una secuencia UTR presentada por el ARN del virus 
del ataque químico del tabaco (TEV)), una secuencia de KOZAK, un codón de inicio de la traducción y un codón de 
terminación de la traducción.5

En realizaciones particulares de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la invención, el ARN 
monocatenario o ARNm está poliadenilado. En algunas realizaciones, el ARN monocatenario o ARNm comprende 
una cola de poli-A de aproximadamente 50-200 nucleótidos de longitud. En otras realizaciones, el ARN 
monocatenario o ARNm comprende una cola de poli-A de 100-200 nucleótidos de longitud. En otras realizaciones, el 
ARN monocatenario o ARNm comprende una cola de poli-A de más de 200 nucleótidos de longitud. En algunas 10
realizaciones preferidas, el ARN monocatenario o ARNm comprende una cola de poli-A de aproximadamente 150-
200 nucleótidos de longitud. En algunas realizaciones, el ARN monocatenarios o ARNm se crea sinterizando la cola 
de poli-A mediante la transcripción 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 ARN monocatenario o ARNm se 
prepara mediante la poliadenilación posterior a la transcripción del extremo 3’ del ORF del ARNm a partir de una 15
reacción 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 específicamente lo contrario con 
respecto a un procedimiento particular, la invención no se limita al uso de una poli(A) polimerasa particular, y se 
puede usar cualquier poli A) polimerasa adecuada. La invención no se limita a los procedimientos particulares 20
descritos en el presente documento para poliadenilar un ARN monocatenario para su uso en un procedimiento, o 
para preparar una composición o kit de la invención. Se puede usar cualquier procedimiento adecuado en la técnica 
para dicha poliadenilación.

En realizaciones adicionales de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la invención, el ARN 
monocatenario o ARNm comprende un ARNm protegido con caperuza. En ciertas realizaciones preferidas de los 25
procedimientos, de las composiciones y de los kits, el ARN monocatenario o ARNm es una población de moléculas 
de ARN monocatenario o ARNm, teniendo la población más 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 posición 2’ de la ribosa del penúltimo nucleótido con respecto al 
nucleótido de la caperuza 5' está metilada.30

En algunas realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la invención (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 análogo de caperuza antiinverso (ARCA). 
En algunas realizaciones, el ARNm presenta un análogo de caperuza de fosforotioato, también denominado "tio-35
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 además una caperuza 5’ que tiene una estructura cap1, 
en la que el hidroxilo 2’ de la ribosa del penúltimo nucleótido 5’ se metila (por ejemplo, obtenida mediante la 
metilación usando un kit de 2’-O-metiltransferasa SCRIPTCAP™ o usando uno de los componentes de 2'-O-
metilación del sistema de producción de ARNm convencional T7 mSCRIPT™ (CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, 40
EE.UU.). En algunas realizaciones, el ARN monocatenario o ARNm que presenta dicha caperuza 5’ se sintetiza: (i) 
durante la transcripción, mediante la incorporación de un análogo de caperuza antiinverso (ARCA) durante la 
transcripción in vitro de las moléculas de ARN monocatenario (por ejemplo, usando un kit de transcripción 
MESSAGEMAX™ T7 ARCA-capped message, CELLSCRIPT, INC.); o (ii) tras la transcripción (por ejemplo, usando
el sistema de producción de ARNm convencional T7 mSCRIPT™, CELLSCRIPT, INC.) con un sistema enzimático 45
de protección con caperuza, mediante la incubación 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 enzimático de protección con caperuza da lugar a la metilación del hidroxilo 
2’ de la ribosa del penúltimo nucleótido 5’. En algunas realizaciones preferidas, las moléculas de ARN 
monocatenario se protegen con caperuza usando una enzima de protección con caperuza que comprende ARN 50
guaniltransferasa y ARN 2'-O-metiltransferasa. En algunas realizaciones preferidas, el ARN monocatenario o ARNm 
está 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 población de moléculas de ARN monocatenario o 
ARNm, teniendo la población: (i) más del 80 % de moléculas de ARN monocatenario o ARNm protegido con 55
caperuza; (ii) más del 90 % de moléculas de ARN monocatenario o ARNm protegido con caperuza; (iii) más del 95 % 
de moléculas de ARN monocatenario o ARNm protegido con caperuza; (iv) más del 98 % de moléculas de ARN 
monocatenario o ARNm protegido con caperuza; (v) más del 99 % de moléculas de ARN monocatenario o ARNm 
protegido con caperuza; o (vi) más 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 60
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 introducción de ARN monocatenario o ARNm codificante de al menos un factor de reprogramación en 
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una célula que presenta un primer estado diferenciado o fenotipo se protege con caperuza durante la transcripción 
usando un análogo de caperuza), el ARN monocatenario o ARNm usado en el procedimiento para dicha introducción 
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, 5
el ARN monocatenario o ARNm que se trata con ARN 5'-polifosfatasa se trata además 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 invención para 
reprogramar una célula humana o animal, el ARN monocatenario o ARNm presenta al menos una secuencia 10
heteróloga UTR 5’, secuencia de Kozak, secuencia IRES o secuencia UTR 3’ que da lugar a una mayor traducción 
del ARNm en al menos un factor de reprogramación proteico en las células humanas o animales en comparación 
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- (α-)globina o beta- (β-)globina de Xenopus o humano, o en las que la UTR 5’ es una secuencia presentada 15
por el ARN del virus del ataque químico del tabaco (TEV).

En determinadas realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la invención, a 
excepción de los nucleótidos que comprenden la caperuza, el ARN monocatenario o ARNm solo comprende los 
ribonucleósidos canónicos 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 20
kits para reprogramar una célula humana o animal, el ARN monocatenario o ARNm comprende al menos un 
ribonucleósido modificado seleccionado del grupo que consiste en pseudouridina (Ψ), 1-metil-pseudouridina (m1Ψ), 
5-metilcitidina(m5C), 5-metiluridina (m5U), 2'-O-metiluridina (Um o m2’OU), 2-tiouridina (s2U) y N6-metiladenosina 
(m6A) en lugar de al menos una parte del correspondiente ribonucleósido canónico sin modificar. En algunas 
realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la invención en los que el ARN 25
monocatenario o ARNm comprende al menos un ribonucleósido modificado, el al menos un ribonucleósido 
modificado se selecciona del grupo que consiste en: (i) pseudouridina (Ψ), 1-metil-pseudouridina (m1Ψ), 5-
metiluridina (m5U), 2’-O-metiluridina (Um o m2’-OU) y 2-tiouridina (s2U) en lugar de todos o casi todos los restos de 
uridina canónicos; (ii) 5-metilcitidina (m5C) en lugar de todos o casi todos los restos de citidina canónicos; y/o (iii) N6-
metiladenosina (m6A) en lugar de todos o casi todos los restos de adenosina canónicos. En otras realizaciones, solo 30
una parte de un ribonucleósido canónico se reemplaza por el ribonucleósido modificado correspondiente, en las que 
una parte significa 1-25 %, se reemplaza el 25-50 % o 50-99 % del ribonucleósido canónico. En algunas 
realizaciones preferidas de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la invención en los que las 
moléculas de ARN monocatenario o ARNm comprenden al menos un ribonucleósido modificado, el al menos un 
ribonucleósido modificado consiste en pseudouridina (Ψ) en lugar de todos o casi todos los restos de uridina 35
canónicos, y/o 5-metilcitidina (m5C) en lugar de todos o casi todos los restos de citidina canónicos. En algunas otras 
realizaciones, solo se reemplaza una parte de los restos de uridina canónicos por restos pseudouridina y/o solo una 
parte de los restos de citidina canónicos 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 ribonucleósidos canónicos.

En algunas realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits en los que el ARN 40
monocatenario o ARNm comprende al menos un ribonucleósido modificado, el ARN monocatenario o ARNm 
sintetizado mediante transcripción in vitro (IVT) de un molde de ADN que codifica cada uno de dichos al menos un 
factor de reprogramación proteico o polipeptídico usando una ARN polimerasa que inicia dicha transcripción a partir 
de un promotor de ARN polimerasa afín que está unido a dicho molde de ADN y ribonucleósidos trifosfato 5’ (NTP) 
que comprenden al menos un ribonucleósido trifosfato 5’ modificado seleccionado del grupo que consiste en 45
pseudouridina 5’ trifosfato (ΨTP), 1-metil-pseudouridina 5’ trifosfato (m1ΨTP), 5-metilcitidina 5’ trifosfato (m5CTP), 5-
metiluridina 5’ trifosfato (m5UTP), 2’-O-metiluridina 5’ trifosfato (UmTP o m2’-OUTP), 2-tiouridina 5’ trifosfato (s2UTP) y 
N6-metiladenosina 5’ trifosfato (m6ATP. En algunas realizaciones preferidas, se usa el NTP modificado en lugar de 
todo o casi todo el NTP no modificado correspondiente en la reacción de IVT (por ejemplo, ΨTP, m1ΨTP, m5UTP, 
m2’-OUTP o s2UTP en lugar de UTP: m5CTP en lugar de CTP; o m6ATP en lugar de ATP) (por ejemplo, usando un 50
sistema de producción de ARNm convencional T7 mSCRIPT™ (CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE.UU.), en las 
que el NTP canónico 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 ribonucleósido que comprenda una base de 
ácido nucleico modificada, que no sea la base de ácido nucleico modificada (por ejemplo, la base de 7-metilguanina) 55
que comprende el nucleótido de caperuza 5’ (o, por ejemplo, si el ARN monocatenario o ARNm se sintetizó usando 
un análogo de caperuza dinucleotídico, que incluyera posiblemente también una base modificada en el penúltimo 
nucleósido 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 excepción del/de los ribonucleósido/s que comprende/n la caperuza 5', 
el ARN monocatenario o ARNm solo comprende los ribonucleósidos canónicos G, A, C y U. En algunas 60
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 transcripción in vitro (IVT) de un molde de ADN que 
codifica cada uno de dichos al menos un factor de reprogramación proteico o polipeptídico usando los NTP 
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canónicos: GTP, ATP, CTP y UTP (por ejemplo, usando un sistema de producción de ARNm convencional T7 
mSCRIPT™ (CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE.UU.).

Por lo tanto, una realización preferida de la invención es un procedimiento de reprogramación de una célula 
eucariota (por ejemplo, una célula humana o animal, por ejemplo, una célula de mamífero) que presenta un primer 
estado diferenciado o fenotipo a una célula que presenta un segundo estado diferenciado o fenotipo, que 5
comprende: introducir de manera repetida o continua una composición que comprende ARN monocatenario o ARNm 
sintetizado in vitro codificante de un factor de reprogramación 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 ácidos nucleicos no 
modificadas (es decir, bases de ácidos nucleicos canónicas: guanina, adenina, citosina y uracilo), a excepción de la 10
base que comprende el nucleótido con caperuza 5’ o, potencialmente, la base del penúltimo nucleósido 5' que está 
enlazado al nucleótido con caperuza. Dicho de otra manera, en estas realizaciones del procedimiento, el ARN 
monocatenario o ARNm consiste predominantemente solo en los nucleósidos canónicos guanosina, adenosina, 
citidina y uridina, a excepción del nucleótido con caperuza 5', y el penúltimo nucleósido 5' cuando las moléculas de 
ARN monocatenario o ARNm presentan una estructura de caperuza cap1 (por ejemplo, en la que el ARN 15
monocatenario, ARNm o precursor del mismo se sintetizó usando solo o predominantemente GTP, ATP, CTP y UTP 
durante la transcripción 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 está absolutamente libre de ARN bicatenario. 20
En realizaciones adicionales, aunque el ARNm comprenda ribonucleósidos casi completamente no modificados 
excepto la caperuza 5', el ARN monocatenario o ARNm puede comprender ciertas modificaciones para un fin 
particular, incluyendo un enlace internucleosídico 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 canónicos).25

"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 más factores de reprogramación o de 
un factor de inducción de células iPS) se compone de ARN bicatenario de un tamaño 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 30
más factores de reprogramación o un factor de inducción de células iPS) se compone de ARN bicatenario de un 
tamaño 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 más factores de reprogramación o un factor de inducción celular iPS) se compone de ARN 
bicatenario de un tamaño superior a aproximadamente 40 pares de bases de longitud. "Prácticamente libre de ARN 35
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 más factores de reprogramación o un factor de 
inducción de células iPS) se compone de ARN bicatenario de un tamaño 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 40
uno o más factores de reprogramación o un factor de inducción de células iPS) se compone de ARN bicatenario de 
un tamaño 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 más factores de reprogramación o un factor de inducción 
de células iPS) se compone de ARN bicatenario de un tamaño superior a aproximadamente 40 pares de bases de 45
longitud. En algunas realizaciones, la cantidad de ARN bicatenario (por ejemplo, la cantidad de ARN bicatenario 
detectable) de un tamaño superior a aproximadamente 40 pares de bases de longitud se ensaya mediante 
inmunoensayo de transferencia de puntos usando un anticuerpo específico del ARN bicatenario (por ejemplo, el 
anticuerpo específico del ARN bicatenario J2 o el anticuerpo específico del ARN bicatenario K1 de English & 
Scientific Consulting, Szirák, Hungría) usando patrones de cantidad conocida de ARN bicatenario, como se describe 50
en el presente documento, o usando otro ensayo que dé resultados equivalentes al ensayo descrito en el presente 
documento. Se entenderá en el presente documento que los resultados de los inmunoensayos de transferencia de 
puntos que usan el anticuerpo específico del ARN bicatenario J2 se basarán en la comparación 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 específico 55
de ARN bicatenario J2 realizados al mismo tiempo con patrones de ARN bicatenario que comprenden cantidades 
conocidas de ARN bicatenario del mismo tamaño o de un tamaño equivalente y la unión 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 60
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 específico para un determinado 
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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 tamaño superior a aproximadamente 40 pares de bases de 
longitud se determina basándose en la medición de la absorbancia A260 de todas las fracciones de cromatografía en 
columna o todas las fracciones de electroforesis en gel de agarosa o de poliacrilamida de cromatografía o 
electroforesis, respectivamente, de un cantidad suficiente de ARN monocatenario sintetizado in vitro o transcrito in 5
vitro, de manera que la absorbancia de los contaminantes de ARN bicatenario de todas las fracciones que 
comprenden ARN de un tamaño diferente a la fracción o fracciones confirme que contienen solo ARN del tamaño 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, prácticamente libre, extremadamente 
libre o absolutamente libre). En realizaciones preferidas de los procedimientos, de las composiciones o de los kits, el 10
ARN monocatenario o ARNm codificante de un factor de reprogramación o un factor de inducción de células iPS 
está 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 ribonucleósido modificado o, a excepción de la caperuza, solo 
ribonucleósidos no modificados, el ARN monocatenario o ARNm ( por ejemplo, el codificante de un factor de 15
reprogramación o un factor de inducción de células iPS) está casi libre, esencialmente libre, prácticamente libre, 
extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario detectable.

En general, el nivel de ARN bicatenario contaminante en la composición de ARN que comprende ARNm codificante 
de al menos una proteína que da lugar a una respuesta inmune innata, toxicidad celular o muerte celular depende de 
varios factores, tales como la duración del período de la puesta en contacto repetida o continua de la célula con la 20
composición de ARN que comprende el ARNm requerido para generar el efecto biológico o bioquímico, la cantidad 
de ARNm en dicha composición y los nucleótidos que componen dicho ARNm (por ejemplo, si el ARNm comprende 
nucleótidos modificados, por ejemplo, el ARNm comprende nucleótidos GAψC o GAψm5C, o solo nucleótidos GAUC 
sin modificar).

Por lo tanto, una realización preferida de la presente invención es un procedimiento para cambiar o reprogramar el 25
estado de diferenciación o estado diferenciado o fenotipo de una célula humana o animal que comprende: introducir 
ARN monocatenario o ARNm codificante de un factor de reprogramación, ARN monocatenario o ARNm que está 
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 realización preferida 
es un procedimiento para cambiar o reprogramar el estado de diferenciación o estado diferenciado o fenotipo de una 30
célula humana o animal que comprende: introducir ARN monocatenario o ARNm codificante de un factor de 
reprogramación, ARN monocatenario o ARNm que está prácticamente 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 realización preferida más es un procedimiento para cambiar o reprogramar el 
estado de diferenciación o estado diferenciado o fenotipo de una célula humana o animal que comprende: introducir 35
ARN monocatenario o ARNm codificante de un factor de reprogramación, ARN monocatenario o ARNm que está 
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 realización preferida 
más es un procedimiento para cambiar o reprogramar el estado de diferenciación o estado diferenciado o fenotipo de 
una célula humana o animal que comprende: introducir ARN monocatenario o ARNm codificante de un factor de 40
reprogramación, ARN monocatenario o ARNm que está 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 introducción comprende 
introducir ARN monocatenario o ARNm codificante de una pluralidad de factores de reprogramación en la célula. En 
algunas realizaciones, la presente invención proporciona procedimientos para cambiar el estado diferenciado o 45
estado de diferenciación de una célula que comprende: introducir ARN monocatenario o ARNm codificante de al 
menos un factor de inducción de células iPS, ARN monocatenario o ARNm que está casi libre, esencialmente libre, 
prácticamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario, en una célula somática para 
generar una célula reprogramada. En determinadas realizaciones de los procedimientos, la introducción comprende 
administrar el ARN monocatenario o ARNm a la célula somática con un reactivo de transfección. En algunas 50
realizaciones, la introducción se repite diariamente durante al menos 3 días. En algunas realizaciones preferidas de 
los procedimientos, la introducción se repite diariamente durante de al menos 4 a 8 días, de 8 a 10 días o durante de 
10 a 18 días. En algunas realizaciones, la introducción se repite diariamente durante más de 18 días. En algunas 
realizaciones, la célula reprogramada es una célula desdiferenciada, y el proceso que ocurre en este procedimiento 
se denomina "desdiferenciación". Una realización de una célula desdiferenciada es una célula madre pluripotente 55
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 "transdiferenciación". En otras 
realizaciones, la célula que presenta el segundo estado de diferenciación o fenotipo es una célula somática 
diferenciada o rediferenciada, y el proceso que tiene lugar en este procedimiento se denomina "diferenciación" o 60
"rediferenciación". En ciertas realizaciones preferidas de los procedimientos para cambiar o reprogramar el estado 
de diferenciación o fenotipo de una célula, el procedimiento se realiza sin el uso de ninguna proteína exógena, 
ARNip o agente de molécula pequeña que inhiba o reduzca la activación, la inducción o la expresión de una o más 
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proteínas en una vía 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 
proteína (por ejemplo, proteína B18R), anticuerpo o inhibidor de molécula pequeña de una vía de respuesta inmune 
innata para dicha reprogramación. En otras realizaciones, los procedimientos comprenden además: tratar las células 
que presentan el primer estado diferenciado o fenotipo con una proteína, ARNip o agente de molécula pequeña que 5
inhiba o reduzca la activación, la inducción o la expresión de uno o más sensores de ARN o proteínas en una vía de 
respuesta inmune innata, en los que dicho tratamiento se produce antes y/o durante dicha introducción de un ARNm 
codificante de un factor de reprogramación. En algunas realizaciones, el agente que inhibe o reduce la activación, la 
inducción o la expresión de uno o más sensores de ARN o proteínas en una vía de respuesta inmune innata es 
proteína B18R.10

En algunas otras realizaciones, el agente es un Agente de ARNm codificante de una proteína que inhibe o reduce la 
activación, la inducción o la expresión de una o más proteínas que comprenden un sensor de ARN o una vía de 
respuesta inmune innata. En algunas realizaciones preferidas, el inhibidor es un Agente de ARNm codificante de la 
proteína B18R. En algunas otras realizaciones preferidas, el inhibidor es un agente de ARNm codificante de la 
proteína del gen E3L del virus Vaccinia; en realizaciones preferidas, el Agente de ARNm codificante de la proteína 15
del gen E3L del virus Vaccinia se introduce en la célula al mismo tiempo que se introducen los ARNm codificantes de 
uno o más factores de reprogramación o factores de inducción de células iPS. En realizaciones preferidas de estos 
procedimientos, el Agente de ARNm está protegido con caperuza. En algunas realizaciones, más del 90 % de las 
moléculas de ARN que comprenden el Agente de ARNm están protegidas con caperuza. En realizaciones 
preferidas, más del 99% de las moléculas de ARN que comprenden el Agente de ARNm están protegidas con 20
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 penúltimo nucleótido 5' de las 
moléculas de ARN que comprenden el Agente de ARNm están metilados. En algunas realizaciones de estos 
procedimientos, el Agente de ARNm está 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 aminoácido. En algunas 25
realizaciones preferidas de estos procedimientos, la cola de poli-A consiste en al menos 100-200 restos de 
aminoácido. En algunas realizaciones preferidas de estos procedimientos, el Agente de ARNm presenta al menos 
una secuencia heteróloga UTR 5’, secuencia de Kozak, secuencia IRES o secuencia UTR 3’ que da lugar a una 
mayor traducción del ARNm en al menos un factor de reprogramación proteico en las células humanas o animales 
en comparación con el mismo Agente de ARNm que no presenta dicha secuencia respectiva. En algunas 30
realizaciones particulares de estos procedimientos, la UTR 5’ o UTR 3' es una secuencia presentada por un ARNm 
de alfa- (α-)globina o beta- (β-)globina de Xenopus o humano, o en las que la UTR 5’ es una secuencia presentada 
por el ARN del virus del ataque químico del tabaco (TEV). En algunas realizaciones preferidas de estos 
procedimientos, el Agente de ARNm comprende o consiste en al menos un nucleósido modificado seleccionado del 
grupo que consiste en pseudouridina (Ψ), 1-metil-pseudouridina (m1Ψ), 5-metilcitidina(m5C), 5-metiluridina (m5U), 2'-35
O-metiluridina (Um o m2’OU), 2-tiouridina (s2U) y N6-metiladenosina (m6A) en lugar de al menos una parte del 
correspondiente ribonucleósido canónico sin modificar. En algunas realizaciones preferidas, el al menos un 
ribonucleósido modificado se selecciona del grupo que consiste en: (i) pseudouridina (Ψ), 1-metil-pseudouridina 
(m1Ψ), 5-metiluridina (m5U), 2’-O-metiluridina (Um o m2’-OU) y 2-tiouridina (s2U) en lugar de todos o casi todos los 
restos de uridina canónicos; (ii) 5-metilcitidina (m5C) en lugar de todos o casi todos los restos de citidina canónicos; 40
y/o (iii) N6-metiladenosina (m6A) en lugar de todos o casi todos los restos de adenosina canónicos. En otras 
realizaciones de estos procedimientos, solo una parte de un ribonucleósido canónico se reemplaza por el 
ribonucleósido modificado correspondiente, en las que una parte significa 1-25 %, se reemplaza el 25-50 % o 50-99 
% del ribonucleósido canónico. En otras realizaciones preferidas, el al menos un ribonucleósido modificado consiste 
en pseudouridina (Ψ) en lugar de todos o casi todos los restos de uridina canónicos, y/o 5-metilcitidina (m5C) en 45
lugar de todos o casi todos los restos de citidina canónicos. En algunas otras realizaciones, solo se reemplaza una 
parte de los restos de uridina canónicos por restos pseudouridina y/o solo una parte de los restos de citidina 
canónicos 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 ribonucleósidos canónicos. En otras realizaciones preferidas de estos procedimientos, 
excepto en lo relativo a los nucleósidos que comprenden la caperuza 5', El ARNm solo consiste en los nucleósidos 50
G, A, C y U canónicos no modificados.

En realizaciones preferidas de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la invención, el ARNm está 
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 (o ARN IVT) antes de la 
protección con caperuza y/o la poliadenilación) es preferentemente ARN monocatenario, los presentes inventores a 55
veces se refieren en el presente documento al ARNm como una "composición de ARN que comprende moléculas de 
ARN monocatenario", una "composición de ARN" o "moléculas de ARN monocatenario"; por lo tanto, Siempre que 
se usen en el presente documento las expresiones "composición de ARN que comprende moléculas de ARN 
monocatenario", "composición de ARN" o "moléculas de ARN monocatenario" con respecto a un procedimiento, una 
composición o un kit que comprende o para reprogramar una célula somática a una célula iPS, dichas expresiones 60
significarán el "ARNm codificante de un factor de reprogramación o un factor de inducción de células iPS", 
incluyendo los casos en los que el ARNm codifica una pluralidad de factores de reprogramación o un factor de 
inducción de células iPS. Por lo tanto, en algunas realizaciones preferidas, la composición de ARN, o el ARN 
monocatenario o ARNm está 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 composición de ARN, más de 999,998 picogramos 
comprenden ARN monocatenario y menos de 2 picogramos son ARN bicatenario de un tamaño superior a 
aproximadamente 40 pares de bases de longitud (por ejemplo, cuando se analiza mediante inmunoensayo usando el 
anticuerpo específico del ARN bicatenario J2 (English & Scientific Consulting, Szirák, Hungría),como se describe en 
el presente documento o usando otro ensayo que dé resultados equivalentes al ensayo descrito en el presente 5
documento).

En algunas realizaciones específicas, la RNasa específica del ARN bicatenario es una exorribonucleasa 
(exoRNasa). En algunas realizaciones específicas, la RNasa específica 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).10

Sin quedar ligados a teoría alguna, los solicitantes descubrieron que, en las condiciones usadas, ciertos anticuerpos 
comerciales (por ejemplo, Schönborn J- y col., 1991, Lukacs N. 1994, Lukacs N. 1997; por ejemplo, el anticuerpo J2 
de English & Scientific Consulting, Szirák, Hungría) se unen a ARN bicatenario, aunque son muy útiles para ciertos 
ensayos específicos del ARN bicatenario, no parecieron eliminar sistemáticamente cantidades suficientes de ARN 
bicatenario del ARN monocatenario o ARNm o un precursor del mismo para su uso en un procedimiento de 15
preparación de una composición de ARN purificado o tratado para una composición, un kit o un procedimiento de la 
presente invención, y, por lo tanto, dichos anticuerpos específicos del ARN bicatenario no están incluidos dentro de 
la definición de una proteína específica del ARN bicatenario en el presente documento. Sin embargo, sin quedar 
ligados a teoría alguna, los solicitantes creen que puede ser posible generar uno o más anticuerpos específicos del 
ARN bicatenario distintos, que podrían usarse potencialmente, por separado o en combinación para preparar una 20
composición de ARN purificado o tratado.

En algunas realizaciones, se usa una combinación de cualquiera de los procedimientos descritos anteriormente. Por 
lo tanto, se puede usar uno o más procedimientos particulares para generar ARNm que esté sustancialmente libre, 
casi libre, esencialmente libre, prácticamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario 
además o junto con cualquier otro procedimiento de generación de ARNm que esté sustancialmente libre, casi libre, 25
esencialmente libre, prácticamente 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 específico del ARN bicatenario no parece generar un ARN monocatenario que esté 
sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, prácticamente libre, extremadamente libre o absolutamente 
libre de ARN bicatenario en las condiciones usadas en el presente documento, en algunas realizaciones, dicho 30
procedimiento se usa además de un procedimiento que comprende HPLC o el procedimiento de tratamiento con 
RNasa III descrito en el presente documento para generar ARN bicatenario (por ejemplo, ARNm) que esté 
sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, prácticamente libre, extremadamente libre o absolutamente 
libre.

En algunas realizaciones preferidas en las que la proteína específica del ARN bicatenario es RNasa III, el 35
procedimiento comprende: poner en contacto el ARNm (o precursor del mismo) con RNasa III en una solución 
tamponada que comprende cationes de magnesio divalentes a una concentración de aproximadamente 1 mM a 
aproximadamente 4 mM y una sal monovalente a una concentración de al menos 50 mM; e incubar en condiciones 
en las que la RNasa III se una al ARN bicatenario y sea enzimáticamente activa; y luego limpiar el ARNm (o 
precursor del mismo) de la RNasa III y el resto de componentes, incluyendo los productos de la digestión con la 40
RNasa III, para generar un ARNm tratado (o precursor del mismo) que esté sustancialmente libre, casi libre, 
esencialmente libre, prácticamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario. En 
determinadas realizaciones preferidas de este procedimiento, la solución tamponada comprende cationes de 
magnesio divalentes a una concentración 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 45
aproximadamente 2 mM. En algunas realizaciones preferidas de este procedimiento, la sal monovalente tiene una 
concentración 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. Aún más, el ARNm (o 
precursor del mismo) se puede extraer con fenol-cloroformo, precipitarse usando acetato de amonio o purificarse 
mediante cromatografía u otros medios descritos en otra parte del presente documento.50

En algunas realizaciones preferidas (por ejemplo, en las que la proteína específica del ARN bicatenario es RNasa III, 
el procedimiento comprende: poner en contacto el ARN monocatenario o ARNm (o precursor del mismo) con la 
proteína específica del ARN bicatenario (por ejemplo, RNasa III) en una solución tamponada que contiene una sal 
monovalente a una concentración de al menos 50 mM (y más preferentemente, de aproximadamente 50 mM a 
aproximadamente 150mM, o de aproximadamente 150 mM a aproximadamente 300 mM), pero que carece de 55
cationes de magnesio divalentes; e incubar en condiciones en las que la proteína específica del ARN bicatenario 
(por ejemplo, RNasa III) se una al ARN bicatenario, pero no se active enzimáticamente; y luego limpiar el ARN 
bicatenario o ARNm (o precursor del mismo) de la proteína específica del ARN bicatenario (por ejemplo, RNasa III), 
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, prácticamente libre, extremadamente libre o 60
absolutamente libre de ARN bicatenario. En esta realización, los presentes investigadores utilizan la unión muy
estrecha y específica de la proteína específica del ARN bicatenario (por ejemplo, RNasa III) hacia el ARN 
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bicatenario, mientras se realiza la incubación en ausencia de cationes de magnesio divalentes, de modo que la 
proteína específica del ARN bicatenario (por ejemplo, RNasa III) no es enzimáticamente activa. Por lo tanto, en 
algunas realizaciones, la proteína específica del ARN bicatenario (por ejemplo, RNasa III) se usa como un agente de 
unión 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 proteína específica del ARN bicatenario [por ejemplo, 5
RNasa III] y/o un anticuerpo que se une al ARN bicatenario [por ejemplo, un anticuerpo específico del ARN 
bicatenario, tal como el anticuerpo J2; English and Scientific Consulting, Szirák, Hungría], que, a su vez, puede 
precipitarse usando partículas disponibles en el mercado (por ejemplo, partículas o perlas magnéticas) a las que se 
une la proteína A o la proteína G para hacer precipitar el anticuerpo que está unido a la proteína específica del ARN 
bicatenario (por ejemplo, RNasa III), purificando de este modo el ARNm (o precursor del mismo). En algunas 10
realizaciones en las que una proteína específica del ARN bicatenario (por ejemplo, RNasa III) se usa como un 
agente de unión para el ARN bicatenario, la proteína específica del ARN bicatenario (por ejemplo, RNasa III) se 
derivatiza covalentemente con una molécula de unión por afinidad (por ejemplo, biotina, o por ejemplo, cualquier otra 
molécula pequeña de unión por afinidad [por ejemplo, preferentemente una molécula pequeña] conocida en la 
técnica), cuya derivatización covalente no suprima la unión del ARN bicatenario por la proteína o cambie la 15
especificidad de la proteína específica del ARN bicatenario hacia la unión al ARN bicatenario. En algunas 
realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits, la proteína específica del ARN bicatenario 
derivatizada (por ejemplo, proteína específica del ARN bicatenario biotinilada o derivatizada con biotina, por ejemplo, 
RNasa III biotinilada) se retira al poner en contacto una solución que contiene la proteína específica del ARN 
bicatenario derivatizada con una superficie (por ejemplo, partículas o perlas magnéticas) que comprende otra 20
molécula que se une estrecha y específicamente a la proteína específica del ARN bicatenario derivatizada, 
incluyendo la proteína específica del ARN bicatenario derivatizada que está unida a los contaminantes de ARN 
bicatenario; por ejemplo, en una realización específica, una solución que contiene RNasa III biotinilada que se puso 
en contacto con una composición de ARN que comprendía ARN monocatenario o ARNm y ARN bicatenario 
contaminante (derivatizado con biotina (o biotinilado) se pone en contacto además con una superficie a la que se 25
une covalentemente estreptavidina o avidina, uniendo así la RNasa III biotinilada, incluyendo RNasa III biotinilada 
unida al ARN bicatenario contaminante; tras retirarse de la solución de la superficie a la que la estreptavidina o 
avidina está unida covalentemente, la solución está sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, 
prácticamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario. Por lo tanto, en estas 
realizaciones, dicha purificación del ARN monocatenario o ARNm (o precursor del mismo), comprende poner en 30
contacto la solución que comprende la composición de ARN y la proteína específica del ARN bicatenario 
derivatizada (por ejemplo, la RNasa III biotinilada) con una superficie a la que se une la proteína específica del ARN 
bicatenario derivatizada, y retirar la superficie de dicha solución.

En algunas realizaciones preferidas en las que la proteína específica 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 35
exorribonucleasa 3’ a 5' en una solución 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 concentración 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 
enzimáticamente activa; y luego limpiar el ARNm (o precursor del mismo) de la exorribonucleasa y el resto de 
componentes, incluyendo los productos de la digestión con la exorribonucleasa, para generar ARNm tratado (o 40
precursor del mismo) que esté sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, prácticamente libre, 
extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario.

En algunas realizaciones en las que se usa un procedimiento de purificación que comprende un dispositivo de 
separación para generar ARN monocatenario o ARNm al menos parcialmente purificado (por ejemplo, un 
procedimiento de purificación que comprende cromatografía de flujo por gravedad o de baja presión, HPLC o 45
electroforesis preparativa), además de dicho procedimiento de purificación, el procedimiento comprende además (ya 
sea antes o después de dicho procedimiento de purificación): poner en contacto el ARN monocatenario o ARNm (o 
precursor del mismo) con una proteína específica del ARN bicatenario. En algunas realizaciones, la proteína 
específica del ARN bicatenario es RNasa III en una solución tamponada que contiene cationes de magnesio a una 
concentración de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 4 mM y una sal monovalente a una concentración de 50
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, prácticamente 
libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario. En realizaciones preferidas, el ARNm tratado 
(o precursor del mismo) está prácticamente libre de ARN bicatenario.

En algunas otras realizaciones, la proteína específica del ARN bicatenario es un anticuerpo específico del ARN 55
bicatenario (por ejemplo, el anticuerpo J2 o K1 de English and Scientific Consulting, Szirák, Hungría) en una solución 
tamponada que contiene una sal monovalente a una concentración de al menos aproximadamente 100 mM 
(preferentemente, al menos aproximadamente 100-300 mM); e incubar en condiciones en las que el anticuerpo 
específico de ARN bicatenario se une al ARN bicatenario; y luego limpiar el ARNm (o precursor del mismo) del 
anticuerpo específico del ARN bicatenario, estando al menos parte unido al ARN bicatenario, y el resto de 60
componentes para generar ARNm purificado (o precursor del mismo) que esté sustancialmente libre, casi libre, 
esencialmente libre, prácticamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre; en algunas realizaciones, el 
anticuerpo específico 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 
específico del ARN bicatenario puede retirarse del ARNm (o precursor del mismo) mediante uno de varios medios 
(por ejemplo, usando partículas disponibles en el mercado tales como partículas o perlas magnéticas a las que se 
une la proteína A o la proteína G) para hacer precipitar el anticuerpo específico del ARN bicatenario).

Aún más, en algunas realizaciones de cualquiera de los procedimientos anteriores, el ARN monocatenario o ARNm 5
(o precursor del mismo) tratado o purificado se limpia además usando el procedimiento de limpieza rápida de ARN 
que comprende extracción orgánica (por ejemplo, fenol-cloroformo), precipitación con acetato de amonio, 
precipitación 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 además usando 
un procedimiento de filtración rápida en gel con un dextrano reticulado (por ejemplo, Sephadex, por ejemplo, una 10
columna de centrifugación Sephadex) para separar moléculas de bajo peso molecular, tales como sales, tampones, 
nucleótidos y oligonucleótidos pequeños, 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 cromatografía u otros medios descritos en otra parte del presente documento.

Por ejemplo, en una realización, la presente invención proporciona procedimientos de síntesis de una composición 15
de ARN transcrito in vitro (IVT), y de posterior puesta en contacto de la composición de ARN IVT con una RNasa 
específica del ARN bicatenario, tal como la RNasa III, 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 vía 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 20
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 protección con caperuza y/o de la poliadenilación) se purifica o se trata usando al 
menos un procedimiento seleccionado del grupo que consiste en: (i) un procedimiento que comprende tratar el 
ARNm (o un precursor del mismo) con una o más enzimas que digieren específicamente una o más moléculas 
contaminantes de ARN o moléculas contaminantes de ADN; (ii) cromatografía en una columna de flujo por gravedad 25
o de HPLC y una solución eluyente que produzca la eliminación 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 específica del ARN bicatenario en una mezcla de reacción en condiciones en 
las que se digiera el ARN bicatenario; en algunas realizaciones, el procedimiento comprende además: purificar el 
ARNm de los componentes de la mezcla de reacción de RNasa específica del ARN bicatenario y los productos de 30
digestión de ARN bicatenario. En algunas realizaciones preferidas del procedimiento que comprende tratar el ARN 
monocatenario o ARNm con una RNasa específica del ARN bicatenario, la RNasa específica del ARN bicatenario es 
una endorribonucleasa (endoRNasa). En algunas realizaciones preferidas, la endoRNasa es RNasa III (por ejemplo, 
RNasa III de E. coli). En algunas otras realizaciones, la RNasa específica del ARN bicatenario es una 
exorribonucleasa (exoRNasa). En algunas realizaciones, la exoRNasa es una proteína que presenta actividad 35
exoRNasa 3’ a 5’ específica del ARN bicatenario.

En algunas realizaciones, la invención también proporciona un procedimiento de preparación de las composiciones 
de ARN purificado que comprenden moléculas de ARN monocatenario que están sustancialmente libres, casi libres, 
esencialmente libres, prácticamente libres, extremadamente libres o absolutamente libres de ARN bicatenario, 
comprendiendo el procedimiento: tratar ARN sintetizado in vitro que comprende una o más moléculas de ARN 40
monocatenario diferentes y moléculas de ARN bicatenario contaminantes con una RNasa específica del ARN 
bicatenario en una mezcla de reacción 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 reacción de RNasa específica del ARN 
bicatenario y los productos de la digestión del ARN bicatenario. En algunas realizaciones, la RNasa específica del 
ARN bicatenario es RNasa III y la mezcla de reacción comprende cationes de magnesio divalentes a una 45
concentración inferior a aproximadamente 5 mM, preferentemente, de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 
4 mM, y lo más preferentemente, de aproximadamente 2 mM a aproximadamente 3 mM, o 2 mM. En algunas 
realizaciones de este procedimiento, las moléculas de ARN monocatenario están sustancialmente libres, casi libres, 
esencialmente libres, prácticamente 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 50
realizaciones particulares, el sensor de ARN se selecciona del grupo que consiste en proteína quinasa dependiente 
de ARN (PKR), gen I inducible por ácido retinoico (RIG-I), receptor de tipo Toll (TLR)3, TLR7, TLR8, proteína del gen 
5 asociado a la diferenciación del melanoma (MDA5) y 2'-5'oligoadenilato 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.55

En otras realizaciones, el factor de inducción de células iPS se selecciona del grupo que consiste en KLF4, LIN28, c-
MYC, NANOG, OCT4 y SOX2. En realizaciones particulares, la introducción comprende introducir ARNm codificante 
de una pluralidad de factores de inducción de células iPS. En realizaciones adicionales, la pluralidad de factores de 
inducción de células iPS comprende cada uno de KLF4, LIN28, c-MYC, NANOG, OCT4 y SOX2. En realizaciones 
adicionales, la pluralidad de factores de inducción de células iPS comprende OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, NANOG y 60
al menos una proteína 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 inducción de células 
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iPS comprende LIN28 o NANOG. En realizaciones preferidas, la proteína MYC de la pluralidad de factores de 
inducción de células iPS es c-MYC(T58A). En algunas realizaciones, el ARNm codifica uno o más factores de 
reprogramación o factores de inducción 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 5
una proteína 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 proteína MYC codificada por el ARNm es c-
MYC(T58A). En algunas otras realizaciones preferidas, la proteína MYC codificada por el ARNm es c-MYC corta de 
tipo silvestre. En algunas otras realizaciones preferidas, la proteína MYC codificada por el ARNm es L-MYC. En 
algunas realizaciones, el ARNm codifica además la proteína NANOG. En algunas realizaciones, el ARNm usado 10
para la reprogramación de células somáticas humanas o animales a una célula desdiferenciada o una célula iPS 
codifica OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, NANOG y al menos una proteína 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 15
adicionales, la célula está 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 añade 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™) 20
en ausencia de una capa de alimentación. En otras realizaciones, las células residen en un sujeto humano o animal.

En determinadas realizaciones, la presente invención proporciona composiciones que comprenden un ARNm 
codificante de un factor de reprogramación o un factor de inducción 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 
reprogramación o un factor de inducción de iPSC comprende pseudouridina o 1-metil-pseudouridina en lugar de 25
uridina, el ARNm también comprende además 5-metilcitidina en lugar de citidina. En otras realizaciones, la 
composición comprende ARNm codificante de una pluralidad de factores de inducción de células iPS, seleccionados 
del grupo que consiste en KLF4, LIN28, c-MYC, NANOG, OCT4 y SOX2. En realizaciones adicionales, la pluralidad 
comprende tres o más, o cuatro o más, o cinco o más, o seis factores de inducción de células iPS.

En determinadas realizaciones, las composiciones descritas anteriormente están envasadas en un kit. En algunas 30
realizaciones, las composiciones comprenden un reactivo de transfección y un ARNm codificante de un factor de 
reprogramación o un factor de inducción de células iPS.

En algunas realizaciones, la presente invención proporciona composiciones o sistemas o kits que comprenden: a) 
ARN monocatenario (ARNmc) codificante de una proteína, en las que el ARN monocatenario es un producto de la 
transcripción in vitro de un molde de ADN por una ARN polimerasa; b) una proteína endorribonucleasa III específica 35
del ARN bicatenario (ARNbc) (endoRNasa III) (u otra proteína específica del ARN bicatenario); y c) cationes de 
magnesio presentes a una concentración de aproximadamente 1-4 mM. En realizaciones particulares, los cationes 
de magnesio están presentes a una concentración de aproximadamente 1-3 mM. En determinadas realizaciones, los 
iones de magnesio están presentes a una concentración de entre aproximadamente 1-3 mM (por ejemplo, 
aproximadamente 1,0... 1,3... 1,6... 1,9... 2,2... 2,5... 2,8... y 3,0 mM). En realizaciones particulares, las 40
composiciones y sistemas comprenden además una sal que proporciona una fuerza iónica 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 más). En algunas realizaciones, el ARN monocatenario: muestra una secuencia de 
ARN terapéutica, es un ARNm codificante de una proteína terapéutica, es un ARNm codificante de una proteína 
indicadora o es un ARNm codificante de un factor de reprogramación celular.45

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

En determinadas realizaciones, la proteína específica del ARN bicatenario es una RNasa específica del ARN 50
bicatenario, una endoribonucleasa o RNasa III, o una exorribonucleasa 3’ a 5’.

En algunas realizaciones, la presente invención proporciona procedimientos para generar un preparado de ARN (o 
composición de ARN) que comprenden: poner en contacto el ARN transcrito in vitro con una composición que 
comprende a) una proteína endoribonucleasa III específica del ARN bicatenario (específica del ARNbc) (endoRNasa 
III); y b) cationes de magnesio presentes a una concentración de aproximadamente 1-4 mM; de manera que se 55
genera un preparado de ARN.

En determinadas realizaciones, el preparado de ARN está prácticamente libre, extremadamente libre, absolutamente 
libre de ARN bicatenario. En realizaciones adicionales, los procedimientos comprenden además limpiar el preparado 
de ARN retirando al menos una de las endoRNasa III o nucleótidos, del preparado de ARN. En determinadas 
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realizaciones, los procedimientos comprenden además: (i) extraer el preparado de ARN con disolventes orgánicos 
(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 específico del ARN bicatenario. En otras realizaciones, 
la limpieza comprende además: usar un anticuerpo que se una a la endoRNasa III y/o el anticuerpo específico del 5
ARN bicatenario; y luego hacer precipitar el anticuerpo con partículas o perlas magnéticas a las que se une la 
proteína A o la proteína G.

En algunas realizaciones, la presente invención proporciona procedimientos para obtener la traducción de al menos 
una proteína de interés en una célula humana o animal que comprende: introducir de manera repetida o continua en 
la célula una composición de ARN que comprende ARNm codificante de la al menos una proteína de interés, en los 10
que la composición de ARN se ha tratado con RNasa III, por lo que la composición de ARN está prácticamente 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 composición es ARN bicatenario de un 
tamaño 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 está ex vivo en 15
cultivo o in vivo. En realizaciones adicionales, la composición 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 composición no genera una respuesta inmune innata que sea suficiente para provocar una 
inhibición sustancial de la síntesis de proteína celular o apóptosis inducida por ARN bicatenario cuando la 20
composición de ARN tratado se introduce repetidamente en una célula humana o animal viva. En algunas 
realizaciones, la célula es una célula somática, 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 proteína exógena (por ejemplo, B18R), ARNip o agente de molécula pequeña que inhiba o reduzca la 
activación, la inducción o la expresión de una o más proteínas en una vía de respuesta inmune innata.25

En determinadas realizaciones, el procedimiento comprende además: tratar la célula con una proteína, ARNip, 
ARNm (por ejemplo, codificante de B18R o virus Vaccinia E3L o K3L) o agente de molécula pequeña que inhibe o 
reduce la activación, la inducción o la expresión de uno o más sensores de ARN o proteínas en una vía de respuesta 
inmune innata, en el que el tratamiento es antes y/o durante la introducción.

En algunas realizaciones, la célula presenta un primer estado diferenciado o fenotipo antes de la introducción, y 30
presenta un segundo estado diferenciado o fenotipo después de la introducción.

En algunas realizaciones, la célula, antes de la introducción es una célula no reprogramada y después de la 
introducción es una célula reprogramada, en las que la célula reprogramada es una célula desdiferenciada, una 
célula madre pluripotente inducida, una célula transdiferenciada, una célula somática diferenciada o rediferenciada. 
En realizaciones adicionales, la introducción se repite diariamente durante al menos 2 días. En realizaciones 35
particulares, la introducción se repite diariamente durante al menos 3 días, 4 días, 5 días, 6 días, 7 días, 8 días, 9 
días, 10 días, 11 días, 12 días, 13 días, 14 días, 15 días, 16 días, 17 días, 18 días, 19 días, 20 días, 21 días... 30 
días... 50 días o más.

En algunas realizaciones, la presente invención proporciona composiciones o sistemas que comprenden: a) un 
tampón u otra solución acuosa; y b) moléculas de ARN monocatenario codificantes de al menos una proteína, en las 40
que: i) la al menos una proteína es un factor de reprogramación; y/o ii) en las que las moléculas de ARN 
monocatenario contienen al menos una base modificada que reduce la activación de una vía de respuesta inmune 
innata en una célula en comparación 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 composición está prácticamente libre de 
moléculas de ARN bicatenarias.45

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 reprogramación; ii) 
codifica una proteína CD, que significa una proteína identificada en el agrupamiento del sistema de diferenciación; iii) 
codifica una enzima; iv) codifica una proteína de la superfamilia de las inmunoglobulinas; v) codifica una citocina o 
quimiocina; vi) codifica una proteína receptora de la superficie celular; vi) codifica una proteína de una vía de 50
señalización celular; vii) codifica un anticuerpo; viii) codifica un receptor de linfocitos T; vix) codifica una proteína que 
reduce o suprime una respuesta inmune innata que comprende producción o respuesta de interferón (IFN); x) 
codifica una proteína indicadora; xi) contiene una o más bases modificadas; xii) presenta una estructura de 
caperuza; xiii) presenta una estructura Cap I en la que el penúltimo nucleótido 5’ comprende un grupo 2'-O-metil-
ribosilo; xiv) presenta una cola poli A; xv) no contiene ninguna base modificada aparte de un nucleótido de caperuza 55
5’, si está presente; xvi) presenta al menos una secuencia heteróloga seleccionada entre: una secuencia de UTR 5’, 
secuencia de Kozak, una secuencia IRES y secuencia UTR 3'; e xvii) codifica un factor de inducción 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 Genji-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 5
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 10
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 15
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 proteína fluorescente (por ejemplo, 
codificante de una proteína fluorescente seleccionada del grupo que consiste en: una ficobiliproteína (por ejemplo, 
R-ficoeritrina (R-PE), B-ficoeritrina (B-PE), C-fitocianina (CPC) y aloficocianina ( APC)); una proteína verde 
fluorescente de Aequorea; una proteína azul fluorescente de Aequorea (BFP); una proteína cían fluorescente de 20
Aequorea (CFP); una proteína amarilla fluorescente de Aequorea (YFP); una proteína verde fluorescente excitable 
por violeta Aequorea (Sapphire); una proteína verde fluorescente potenciada excitable por cían de Aequorea
(EGFP); proteína roja fluorescente de Discosoma; una variante de la proteína roja fluorescente de Discosoma
monomérica, denominada proteína fluorescente (m por monomérica) "mFruits" de Discosoma [por ejemplo, proteína 
amarilla fluorescente de Discosoma (mHoneydew); proteína azul fluorescente de Discosoma (mBlueberry); proteína 25
naranja fluorescente de Discosoma (mOrange)]; proteína amarilla fluorescente de Zoanthus; proteínas verdes 
fluorescentes de Obelia; proteínas verdes fluorescentes de pensamiento de mar Renilla reniformis; proteínas 
fluorescentes de antozoos; proteína fluorescente lanceolada; proteína fluorescente de crustáceos codépodos; 
proteína roja lejano fluorescente de Entacmaea quadricolor; proteína roja fluorescente de Anemonia sulcata; proteína 
roja fluorescente de Trachyphyllia geoffroyi "Kaede"; proteína fluorescente de Lobophyllia hemprichii; proteína 30
fluorescente de Dendronephthya; una proteína fluorescente de cnidarios; proteína fluorescente de artrópodos; y 
proteína fluorescente de cordados; una proteína fluorescente de Galaxea monomérica; una proteína fluorescente de 
Fungia concinna monomérica; una proteína fluorescente de Lobophyllia hemprichii monomérica; una proteína 
fluorescente de Pectiniidae monomérica; una proteína fluorescente de Dendronephthya monomérica; una proteína 
fluorescente de Montipora monomérica; y una proteína fluorescente de Clavularia monomérica).35

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 penúltimo nucleótido 5’ está metilado; ii) una caperuza 5’
que comprende 7-metilguanina; y/o iii) un análogo de caperuza antiinversa (ARCA). En realizaciones adicionales, la 
molécula de ARN monocatenario presenta una cola poli-A compuesta de al menos 50 restos de aminoácido o al 
menos 100-200 restos de aminoácido (por ejemplo, al menos 50... 75... 100... 150... 200... o más). En realizaciones 40
particulares, la UTR 5’ o UTR 3' presentada por un ARN monocatenario es una secuencia presentada por un ARNm 
de alfa- (α-)globina o beta- (β-)globina de Xenopus o humano, o en las que la UTR 5’ es una secuencia presentada 
por el ARN del virus del ataque químico del tabaco (TEV).

En otras realizaciones, el ARN monocatenario comprende o consiste en al menos un nucleósido modificado 
seleccionado del grupo que consiste en pseudouridina (Ψ), 1-metil-pseudouridina (m1Ψ), 5-metilcitidina(m5C), 5-45
metiluridina (m5U), 2'-O-metiluridina (Um o m2’OU), 2-tiouridina (s2U) y N6-metiladenosina (m6A) en lugar de al menos 
una parte del correspondiente ribonucleósido canónico sin modificar. En realizaciones particulares, a excepción del 
nucleótido con caperuza 5’, si está presente, el ARN monocatenario solo contiene las bases de ácido nucleico 
canónicas G, A, C y U.

En algunas realizaciones, el ARN monocatenario comprende al menos un ribonucleósido modificado, siendo el al 50
menos un ribonucleósido modificado seleccionado del grupo que consiste en: (i) pseudouridina (Ψ), 1-metil-
pseudouridina (m1Ψ), 5-metiluridina (m5U), 2’-O-metiluridina (Um o m2’-OU) y 2-tiouridina (s2U) en lugar de todos o 
casi todos los restos de uridina canónicos; (ii) 5-metilcitidina (m5C) en lugar de todos o casi todos los restos de 
citidina canónicos; y/o (iii) N6-metiladenosina (m6A) en lugar de todos o casi todos los restos de adenosina 
canónicos.55

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

En determinadas realizaciones, el al menos un ribonucleósido modificado comprende o consiste en pseudouridina 
(Ψ) o 1-metil-pseudouridina (m1Ψ) en lugar de todos o casi todos los restos de uridina canónicos, y/o 5-metilcitidina 60
(m5C) en lugar de todos o casi todos los restos de citidina canónicos.
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En otras realizaciones, solo se reemplaza una parte de los restos de uridina canónicos por restos pseudouridina o 1-
metil-pseudouridina y/o solo una parte de los restos de citidina canónicos 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 ribonucleósidos 
canónicos se reemplaza).

En determinadas realizaciones, excepto en lo relativo a las bases de ácido nucleico que comprenden la caperuza 5', 5
El ARNm solo se compone de (o consiste en) bases de ácido nucleico G, A, C y U canónicas no modificadas. En 
otras realizaciones, la proteína codificada por el ARN monocatenario que reduce o suprime una respuesta inmune 
innata que comprende la producción o respuesta de interferón (IFN) se selecciona entre proteína E3L, proteína K3L 
y proteína B18R, o un fragmento funcional o variante de cualquiera de las mismas. En determinadas realizaciones, la 
composición está prácticamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario.10

En algunas realizaciones, el ARN monocatenario codifica al menos una proteína 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, 
HNF1α, HNF4α, FOXA1, FOXA2, FOXA3, GATA4, eritropoyetina y una proteína CD; o un fragmento funcional o 
variante de cualquiera de las anteriores.15

En realizaciones adicionales, la proteína CD se selecciona entre: un receptor de superficie celular, un ligando para 
un receptor de superficie celular, una molécula de señalización celular, una molécula de adhesión celular, una 
molécula coestimulante, una proteína del sistema del complemento, una proteína que comprende un antígeno 
principal de histocompatibilidad de clase I o clase II, un inhibidor de una molécula de señalización celular, un 
transportador de una molécula de señalización celular y una molécula efectora de una respuesta inmune innata o 20
adaptativa. En otras realizaciones, la proteína 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; 25
CD55; CD56; CD57; CD58; CD59; CD61; CD62E; CD62L; CD62P; CD63; CD64; CD66a; CD66b; CD66c; 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; 30
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; CD158e; CD158f1; CD158g; CD158h; CD158i; 
CD158j; CD158k; CD158z; CD159a; CD159c; CD160; CD161; CD162; CD163; CD163b; CD164; CD165; CD166; 35
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; 40
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; 45
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.50

En realizaciones adicionales, el ARNbc transcrito in vitro codifica una pluralidad de factores de reprogramación. 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 inhibición sustancial de la síntesis de proteína celular o apóptosis inducida por ARN 55
bicatenario cuando la composición de ARN tratado se introduce repetidamente en una célula humana o animal viva.

En algunas realizaciones, la presente invención proporciona procedimientos de fabricación de un preparado de ARN 
que comprenden: a) procesar ARN transcrito in vitro mediante: i) la exposición a una proteína endoribonucleasa III 
específica del ARN bicatenario en una mezcla de reacción que comprende una sal que da lugar a una fuerza iónica 
al menos tan alta como la del acetato de potasio a una concentración de aproximadamente 50-300 mM y una 60
concentración final de magnesio de aproximadamente 1-4 mM; y/o ii) el paso a través de un dispositivo de 
separación cromatográfica o electroforética; en los que el procesamiento del ARN transcrito in vitro genera un 
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preparado de ARN que está prácticamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario, y 
en los que el ARN transcrito in vitro codifica al menos una proteína, en los que: i) la al menos una proteína es un 
factor de reprogramación; y/o ii) en los que el ARN transcrito in vitro contiene al menos una base modificada que 
reduce la inducción o activación de un sensor de ARN o vía de respuesta inmune innata en una célula.

En realizaciones particulares, el dispositivo de separación cromatográfica es una columna de flujo por gravedad o 5
HPLC. En determinadas realizaciones, la presente invención proporciona procedimientos de fabricación de un 
preparado de ARN que comprenden: a) poner en contacto una composición que contiene ARN monocatenario 
(ARNmc) y ARN bicatenario (ARNbc) con una solución que contiene RNasa III y una sal monovalente a la 
concentración 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 III se una al ARN bicatenario pero que, en 10
general, no sea enzimáticamente activa; y c) limpiar el ARN monocatenario de la RNasa III, 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 prácticamente 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 composición de ARN monocatenario tratado es ARN bicatenario de un tamaño superior a aproximadamente 40 15
pares de bases).

En algunas realizaciones, la presente invención proporciona procedimientos para obtener la expresión de al menos 
una proteína de interés en una célula que comprende: poner en contacto una célula con una composición de ARN 
que comprende ARN monocatenario sintetizado in vitro codificante de al menos una proteína de interés tal que la al 
menos una proteína de interés se expresa en la célula, en los que la puesta en contado: a) se realiza al menos una 20
vez al día durante una pluralidad de días; 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 
síntesis de proteínas en el doble o más; y/o iii) induzca o active proteínas implicadas en una vía de apóptosis.

En determinadas realizaciones, la al menos una proteína de interés es un factor de reprogramación, y en las que la 
pluralidad de días es suficiente número de días para reprogramar la célula. En determinadas realizaciones, la 25
pluralidad de días es al menos 2 días, al menos 3 días, 4 días, 5 días, 6 días, 7 días, 8 días, 9 días, 10 días, 11 días, 
12 días, 13 días, 14 días, 15 días, 16 días, 17 días, 18 días, 19 días, 20 días, 21 días... 30 días... 50 días o más. En 
realizaciones particulares, el ARN monocatenario comprende al menos uno de los siguientes: una caperuza 5’, una 
región no traducida 5’, una secuencia de Kozak 5’, Una región no traducida 3’ y una cola de poli(A). En realizaciones 
adicionales, la composición está al menos prácticamente libre de ARN bicatenario. En realizaciones adicionales, la 30
célula está ubicada en un sujeto o está ubicada ex vivo en cultivo. En algunas realizaciones, la composición está 
libre de una proteína, ARNip o agente de molécula pequeña que inhiba o reduzca la activación, la inducción o la 
expresión de uno o más sensores de ARN o proteínas en una vía de respuesta inmune innata.

En determinadas realizaciones, la célula está presente en un medio de cultivo, en las que el medio de cultivo: i) está 
libre de células alimentadoras; y/o ii) comprende al menos un reactivo seleccionado del grupo que consiste en: un 35
inhibidor de TGF-beta y un inhibidor de MEK. En otras realizaciones, la célula está presente en un medio de cultivo 
que carece de un sustrato biológico.

En algunas realizaciones, la molécula de ARN es una secuencia de ARN terapéutica, un ARNm codificante de una 
proteína terapéutica, un ARNm codificante de una proteína indicadora o un ARNm codificante de un factor de 
reprogramación celular.40

En determinadas realizaciones, la composición comprende al menos un componente adicional seleccionado entre: i) 
una sal monovalente a una concentración de al menos 50 mM; ii) una célula; iii) una proteína, ARNip o agente de 
molécula pequeña que inhiba o reduzca la activación, la inducción o la expresión de uno o más sensores de ARN o 
proteínas en una vía de respuesta inmune innata; e iv) una proteína de unión a ARN bicatenario. En algunas 
realizaciones, la célula es una célula somática, una célula madre mesenquimal, una célula reprogramada, una célula 45
no reprogramada, En realizaciones particulares, antes de la puesta en contacto, la composición se trata con una 
RNasa específica del ARN bicatenario de forma que se digiere prácticamente o prácticamente todo el ARN 
bicatenario contaminante.

En realizaciones particulares, la célula antes del contacto durante una pluralidad de días presenta un primer estado 
diferenciado o fenotipo, y después del contacto durante una pluralidad de días, presenta segundo estado 50
diferenciado o fenotipo.

En realizaciones particulares, la presente invención proporciona un procedimiento de fabricación de ARN 
monocatenarios para su uso en la reprogramación 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 período de al menos tres días, comprendiendo el 55
procedimiento: (i) sintetizar uno o más ARN monocatenarios mediante transcripción in vitro, cada uno de los cuales 
codifica un factor de reprogramación; e (ii) tratar los ARN monocatenario de la etapa (i) con RNasa III en una 
solución tamponada que tiene un pH de aproximadamente 7 a aproximadamente 9, una sal monovalente que tiene 
una concentración de aproximadamente 100 mM o superior, cationes de magnesio divalentes a una concentración 
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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 introducción es durante al menos aproximadamente: tres días, ... 6 días, ... 8 días, ... 10 
días, ... 15 días, ... 18 días, ... 21 días, ... 28 días, ... 35 días, ... 42 días, ...50 días, ...o más de 50 días.

En algunas realizaciones, la presente invención proporciona composiciones, kits o sistemas que comprenden: a) una 5
célula y/o ARN codificante de al menos una proteína, en los que: i) la al menos una proteína es un factor de 
reprogramación; y/o ii) en los que el ARN contiene al menos una base modificada que reduce la activación de una 
vía 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 biológico para la célula, y está libre de células alimentadoras; y/o iii) no comprende ni una 10
matriz extracelular u otro sustrato biológico ni células alimentadoras. En algunas realizaciones, en las que el medio 
de cultivo no comprende ni una matriz extracelular u otro sustrato biológico 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 composición o el sistema comprende tanto la célula como el ARN, en las que el 15
ARN está 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 biológico comprende proteína 
vitronectina y/o la mezcla de proteína gelatinosa secretada por células de sarcoma de ratón Engelbreth-Holm-Swarm 
(EHS).20

En realizaciones adicionales, la presente invención 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 25
después del cultivo son células reprogramadas, en las que las células reprogramadas son células desdiferenciadas, 
células madre pluripotentes inducidas, células transdiferenciadas, célula somáticas diferenciadas o rediferenciadas. 
En realizaciones particulares, el cultivo continúa durante al menos 2 días, 3 días, ... 10 días... 20 días o más, o 
durante 10-18 días o durante 2-25 días.

En determinadas realizaciones, la presente invención proporciona composiciones, kits y sistemas que comprenden: 30
una mezcla de ARNm codificantes de factores de reprogramación de iPSC que comprenden KLF4 (K), MYC (M), 
OCT4 (O) y SOX2 (S), en las que la concentración molar de ARNm codificante de O es aproximadamente 3 veces 
superior a la concentración molar de ARNm codificante de M y S, y en las que el ARNm codificante de K está entre 
aproximadamente 1 vez y aproximadamente 3 veces la concentración molar de M y S, en las que la composición de 
ARN está prácticamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario. En realizaciones 35
particulares, los ARNm codifican además LIN28 (L) o NANOG (N) o ambos, en las que la concentración molar de 
ARNm codificante de L o N, si está presente, es la misma o aproximadamente la misma que la concentración molar 
de M y S.

En algunas realizaciones, la presente invención proporciona composiciones y sistemas que comprenden: a) una 
primera mezcla de diferentes moléculas de ARN codificantes de diez combinaciones diferentes de las siguientes 40
proteínas: 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 están 
presentes en la composición o en el sistema en una proporción molar aproximada seleccionada del grupo que 45
consiste en: KMO2,5-3,5SLN; KMO2,5-3,5S; KMO2,5-3,5SL; K1,5-2,5MO2,5-3,5SLN; K2,5-3,5MO2,5-3,5SLN; K1,5-2,5MO2,5-3,5SL; 
K2,5-3,5MO2,5-3,5SL; K1,5-2,5MO2,5-3,5S; K2,5-3,5MO2,5-3,5S; o K1,5-10,0LMS; 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 
reprogramación en la composición o en el sistema.

En realizaciones particulares, no hay presentes otras secuencias de ARN de reprogramación en la composición o en 50
el sistema diferentes de las mencionadas en las diez combinaciones diferentes. En realizaciones particulares, las 
composiciones comprenden además 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; K2MO3SLN; K3MO3SLN; 
K2MO3SL; K3MO3SL; K2MO3S; K3MO3S; o K1,5-2,5LMS.55

En determinadas realizaciones, la presente invención proporciona procedimientos para cambiar o reprogramar el 
estado de diferenciación 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 introducción y presentan un segundo estado diferenciado o fenotipo después de la introducción, 
y la introducción da lugar a una proporción molar aproximada de las diferentes moléculas de ARN en la célula 60
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seleccionada del grupo que consiste en: KMO2,5-3,5SLN; KMO2,5-3,5S; KMO2,5-3,5SL; K1,5-2,5MO2,5-3,5SLN; K2,5-3,5MO2,5-

3,5SLN; K1,5-2,5MO2,5-3,5SL; K2,5-3,5MO2,5-3,5SL; K1,5-2,5MO2,5-3,5S; K2,5-3,5MO2,5-3,5S; o K1,5-10,0LMS; 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-5
MYC o c-MYC(T58A).

En otras realizaciones, la presente invención proporciona procedimientos para cambiar o reprogramar el estado de 
diferenciación 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 10
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 introducción genera una célula reprogramada que presenta un segundo estado diferenciado o 
fenotipo, y en las que no se usan otros factores de reprogramación, además del primer, segundo, tercer y cuarto 
ARNm para reprogramar la célula.

En determinadas realizaciones, la presente invención proporciona procedimientos para cambiar o reprogramar el 15
estado de diferenciación 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 invención proporciona procedimientos para reducir o eliminar un síntoma o una 
enfermedad de un sujeto eucariota que presente un estado patológico, que comprende: administrar al sujeto una 20
dosis eficaz de una composición de ARN que comprende ARN monocatenario codificante de al menos una proteína 
terapéutica, en las que dicha composición de ARN está al menos sustancialmente libre, casi libre, esencialmente 
libre o prácticamente libre de ARN bicatenario contaminante, mediante lo que el síntoma o la enfermedad se reduce 
o se elimina. En algunas realizaciones, la composición de ARN está prácticamente libre, extremadamente libre o 
absolutamente libre de ARN bicatenario. En realizaciones adicionales, la composición de ARN no genera una 25
respuesta inmune innata en el sujeto que sea suficiente para provocar una inhibición sustancial de la síntesis de 
proteína celular o apóptosis inducida por ARN bicatenario cuando la composición de ARN se administra de manera 
repetida o continua al sujeto. En algunas realizaciones, la proteína terapéutica es eritropoyetina, o una versión 
truncada o mutada de la misma. En determinadas realizaciones, la administración se realiza al menos una vez 
durante al menos dos días. En algunas realizaciones, la administración se realiza al menos diariamente al menos 1-7 30
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 más).

En otras realizaciones, la administración se realiza diariamente o dos veces al día, teniendo lugar la administración 
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 período de semanas, meses o años.35

En algunas realizaciones, la presente invención proporciona composiciones o sistemas que comprenden: a) un 
mioblasto reprogramado o diferenciado, en las que el mioblasto comprende una molécula de ARN exógena 
codificante de la proteína 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 exógenas codificantes de al menos 
una proteína seleccionada del grupo que consiste en: ASCL1 o un fragmento funcional de la misma, MYT1L o un 40
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 invención proporciona procedimientos para reprogramar una célula no 
mioblástica a una célula mioblástica que comprenden: a) diariamente, durante al menos dos días, introducir en una 
célula no mioblástica una composición que comprende ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro codificante 45
de la proteína MYOD, o un fragmento funcional o variante de la misma, en las que la composición está al menos 
prácticamente libre de ARN bicatenario; y b) cultivar en condiciones en las que al menos una parte de las células no 
mioblásticas se reprogramen o se diferencien en mioblastos.

En realizaciones particulares, la presente invención proporciona procedimientos para reprogramar células somáticas 
no neuronales a células neuronales que comprenden: a) diariamente, durante varios días, introducir en células 50
somáticas no neuronales una composición que comprenda ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro 
codificante de al menos una proteína 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 composición está prácticamente libre, extremadamente libre o 
absolutamente libre de ARN bicatenario; y b) cultivar en condiciones en las que al menos una parte de las células 55
somáticas no neuronales se reprograme o transdiferencie en células neuronales. En determinadas realizaciones, la 
introducción se realiza al menos una vez al día durante al menos dos días, tres días... 10 días... 365 días o más.

En algunas realizaciones, la presente invención proporciona procedimientos que comprenden poner en contacto una 
pluralidad de células cultivadas con una dosis diaria total (y no más que la dosis diaria total) de una composición que 
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comprende ARN monocatenarios codificantes de al menos un factor de reprogramación, en las que dicho contacto 
se repite durante un número de días 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 está 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 5
cultivo). En algunas realizaciones, la dosis diaria total se administra una vez al día. 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 reprogramación se introduce 
de manera continua (por ejemplo, en el medio de cultivo) usando un dispositivo robótico o microfluídico para dicha 
introducción. En algunas realizaciones, la mezcla de ARN monocatenarios codificantes de factores de 10
reprogramación se introduce de forma continua (por ejemplo, en el medio de cultivo), y la composición de los 
factores de reprogramación proteicos codificados por la mezcla de ARNm se varía 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 invención proporciona composiciones o sistemas que comprenden: a) un 15
tampón u otra solución acuosa; y b) moléculas de ARN codificantes de al menos una proteína, en las que: i) dicha al 
menos una proteína es un factor de reprogramación; y/o ii) en las que dichas moléculas de ARN contienen al menos 
una base modificada que reduce la activación de una vía de respuesta inmune innata en una célula, y en las que 
dicha composición está libre de moléculas de ARN bicatenario a un nivel proporcionado mediante la purificación por 
HPLC, y en las que dicha composición generaría una respuesta inmune mediada por el receptor 3 de tipo Toll 20
(TLR3) no detectable al introducirse o ponerse en contacto con o inyectarse en una célula o un sujeto humano o 
animal.

Descripción de las figuras

Las siguientes FIGURAS forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar mejor 
ciertos aspectos de la presente invención. La invención puede entenderse mejor por referencia a una o más de estas 25
FIGURAS en combinación con la descripción detallada de las realizaciones específicas presentadas en el presente 
documento.

La FIG. 1 es un diagrama esquemático que representa la construcción, hibridación y digestión con RNasa III de 
un sustrato de ARN que comprende una región 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, cabría esperar que la 30
digestión correcta de este sustrato de ARN mediante una endoRNasa específica del ARN bicatenario, tal como 
RNasa III, produjera una digestión 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 III para digerir ARN bicatenario mientras se mantiene la integridad 
del ARN monocatenario varía en función de la concentración de cationes de magnesio divalentes en la reacción. 35
El gel de electroforesis representa la digestión de un microgramo del sustrato de ARN que se muestra en la FIG. 
1 por RNasa III a una concentración de 20 nM en una mezcla de reacción que contiene Tris-acetato 33 mM, pH 
8, acetato de potasio 200 mM y diferentes concentraciones de acetato de magnesio (Mg(OAc)2). 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 III con 
el sustrato de ARN intacto; Carriles 2)-15): RNasa III + Mg(OAc)2 a: 2) 0 mM; 3) 0,1 mM; 4) 0,25 mM; 5) 0,5 mM; 40
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 digestión de diferentes cantidades de partida de ARN bicatenario de Luc2 por RNasa 
III, detectada en transferencias de puntos usando el anticuerpo monoclonal específico del ARN bicatenario J2, 
varía con la [Mg2+] usada para el tratamiento con RNasa III. Fila: 1) Poli I:C; 2) ARN bicatenario de LIN28; 3) ARN 
bicatenario de Luc2 menos RNasa III más Mg(OAc)2 1,0 mM; Columnas: 4)-17) representan ARN bicatenario de 45
Luc2 más RNasa III más Mg(OAc)2 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 
más RNasa III más Mg(OAc)2 1 mM.

La FIG. 4 muestra que la digestión de diferentes cantidades de partida de ARN bicatenario de Luc2 por RNasa 
III, detectada en transferencias de puntos usando el anticuerpo monoclonal específico del ARN bicatenario K1, 50
también varía con la [Mg2+] usada para el tratamiento con RNasa III. Fila: 1) Poli I:C; 2) ARN bicatenario de 
LIN28; 3) ARN bicatenario de Luc2 menos RNasa III más Mg(OAc)2 1,0 mM; Columnas: 4)-17) representan ARN 
bicatenario de Luc2 más RNasa III más Mg(OAc)2 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 más RNasa III más Mg(OAc)2 1 mM.55

La FIG. 5 muestra que el tratamiento con RNasa III puede digerir eficazmente ARN bicatenario sin afectar a la 
integridad del ARN monocatenario pequeño (255 nt y 156 nt) ni grande (955 nt) presente en la misma 
composición. El gel de electroforesis muestra la digestión con RNasa III de una mezcla del sustrato de ARN que 
comprende una región 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 nucleótidos en presencia de diferentes concentraciones de 
Mg(OAc)2.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 III en presencia de Mg(OAc)2 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 análisis realizado sobre los efectos de diferentes concentraciones de Mg(OAc)2 sobre la 5
plenitud de la digestión del ARN bicatenario y la integridad del ARN monocatenario cuando se realizó el 
tratamiento con RNasa III usando glutamato de potasio 200 mM como una sal monovalente. Se trata de un 
ejemplo de un tipo de análisis que también se realizó con otras sales monovalentes.El gel de electroforesis 
muestra la digestión con RNasa III de una mezcla del sustrato de ARN que comprende una región de ARN 
bicatenario de 1.671 pb y colas de ARN monocatenario de 255 bases y 136 bases, y un sustrato de ARN 10
monocatenario de 955 nucleótidos en presencia de diferentes concentraciones de Mg(OAc)2. 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 III con tampón 
patrón de Tris-OAc a pH 8 + sal KOAc; Carril 2) RNasa III en tampón patrón de Tris-OAc a pH 8 + Mg(OAc)2 1 
mM + sal KOAc; Carriles 3)-16) RNasa III en tampón patrón de Tris-OAc a pH 8 + sal de glutamato de K 200 mM 
en presencia de Mg(OAc)2 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; 15
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 III en una mezcla de sustratos tanto de ARN bicatenario como de ARN 
monocatenario en presencia de Mg(OAc)21 mM y 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 III 
20 nM en tampón patrón de Tris-OAc a pH 8 + Mg(OAc)2 1 mM + sal KOAc 200 mM; Carril 2) control sin RNasa 20
III con tampón patrón de Tris-OAc a pH 8 + Mg(OAc)2 1 mM + sal KOAc 200 mM; Carriles 3)-9) RNasa III en 
tampón patrón 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 III 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)21 mM y 25
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 III en tampón 
patrón de Tris-OAc a pH 8 + Mg(OAc)2 1 mM + sal KOAc 200 mM; Carriles 2)-8) sustrato de ARN bicatenario + 
RNasa III en tampón patrón de Tris-OAc a pH 8 + Mg(OAc)2 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 30
III en tampón patrón de Tris-OAc a pH 8 + Mg(OAc)2 1 mM + sal KOAc 200 mM; Carriles 11)-17) sustrato de ARN 
monocatenario + RNasa III en tampón patrón 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 digestión de un sustrato de ARN bicatenario mediante tratamiento con RNasa 
III en una mezcla de reacción que consiste en RNasa III 20 nM en tampón de Tris-OAc 33 mM, pH 8, con KOAc 35
200 mM como sal monovalente y Mg(OAc)2 1 mM durante 10 minutos a 37 ºC, cuando la cantidad de ARN 
bicatenario varió 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 III en tampón 
patrón de Tris-OAc a pH 8 + Mg(OAc)2 1 mM + sal KOAc 200 mM; Carriles 2)-8) +RNasa III y ARN bicatenario a: 
2) 1 microgramo; 3) 2 microgramos; 4) 4 microgramos; 5) 8 microgramos; 6) 12 microgramos; 7) 16 microgramos; 40
y 8) 20 microgramos.

La FIG. 10 muestra que el ARNm de luciferasa de luciérnaga sometido al tratamiento con RNasa III en presencia 
de Mg(OAc)2 2 mM durante 30 minutos presentó niveles de traducción in vivo varios veces mayores al 
transfectarse en fibroblastos BJ en comparación con el mismo ARNm sometido al tratamiento con RNasa III en 
presencia de Mg(OAc)2 10 mM durante 30 minutos. Tras el tratamiento con RNasa III, se limpió el ARNm de 45
luciferasa de luciérnaga usando el procedimiento de limpieza rápida de ARN descrito en el presente documento, 
y se transfectó a fibroblastos BJ en pocillos por triplicado. 18 horas después de la transfección, 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 promedió para los ensayos duplicados de las 
muestras por triplicado (n = 6), y se normalizó por la cantidad de proteína del lisado celular.50

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 proteína B18R ni 
cualquier otro inhibidor o agente que reduzca la expresión de una vía de respuesta inmune innata. Se muestra la 
colonia de iPSC de dentro de una capa confluente de fibroblastos BJ tras 18 días de la transfección con factores 
de inducción de iPSC de ARNm codificantes de: las proteínas OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC(T58A).55

La FIG. 12 muestra un ejemplo de células iPS candidatas teñidas con fosfatasa alcalina generadas a partir de 
fibroblastos BJ humanos usando un procedimiento de la invención en el que los fibroblastos BJ se transfectaron 
y cultivaron en pocillos sin alimentadoras recubiertos con una matriz MATRIGEL™ GFR en un medio que 
comprendía: A) el medio de reprogramación sin alimentadoras del EJEMPLO 11 de la presente invención sin 
proteína LIF o inhibidores de molécula pequeña de TGFβ o MEK; B) el medio de reprogramación sin 60
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alimentadoras del EJEMPLO 11 de la presente invención con proteína LIF y los inhibidores de molécula 
pequeña, inhibidor de TGFβ SB431542 e inhibidor de MEK PD0325901; y C) un medio de reprogramación 
comercial PLURITON™ sin adición adicional de LIF ni ningún inhibidor de molécula pequeña. Los ejemplos de 
colonias de tinción positiva se indican con las flechas. (Nota: en experimentos posteriores, los presentes 
inventores descubrieron que el procedimiento de reprogramación de células que presentan un primer estado 5
diferenciado o fenotipo que comprenden fibroblastos humanos a células que presentan un segundo estado 
diferenciado o fenotipo que comprenden iPSC podría realizarse en ausencia de células alimentadoras (es decir, 
reprogramación sin alimentadoras) si el procedimiento comprende además la etapa de añadir un inhibidor de 
molécula pequeña de TGFβ y/o un inhibidor de molécula pequeña de MEK (por ejemplo, inhibidor de TGFβ 
SB431542 e inhibidor de MEK PD0325901) al medio durante las etapas de dicha introducción repetida o continua 10
de la composición de ARN que comprende ARN monocatenario o ARNm codificante de los factores de 
reprogramación (por ejemplo, factores de reprogramación de iPSC); en estas realizaciones, no fue necesario 
añadir proteína 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 tiñeron positivamente 15
para los marcadores de pluripotencia OCT4, NANOG, SSEA4, SOX2 y TRA-1-60. En esta realización, se 
indujeron células iPSC en ausencia de células alimentadoras, pero el ARNm codificante de la proteína B18R 
también se transfectó a los fibroblastos BJ al mismo tiempo que los ARNm del factor de reprogramación de iPSC.

La FIG. 14 muestra que el tratamiento con RNasa III del ARN reduce en gran medida los niveles de ARN 
bicatenario detectables por el anticuerpo JS. Todos los ARN mostrados se crearon usando ψTP en lugar de UTP.20

La FIG. 15 muestra que los fibroblastos BJ transfectados durante 18 días seguidos con factores de 
reprogramación de ARNm expresaron el marcador de células madre Tra-1-60. Los fibroblastos BJ se 
transfectaron con la proporción molar de cinco factores (5F) 3:1:1:1:1 de 5mC/ψTP tratado con RNasa III (OCT4, 
SOX2, KLF4, LIN28 y c-MYC o c-MYC (T58A)) a una dosis total de 1,2 µg de ARNm por transfección durante 18 
días. En algunos de los tratamientos, se usó B18R a 200 ng/ml.25

La FIG. 16 muestra que las colonias de iPSC reprogramadas a partir de fibroblastos BJ humanos usando 
factores de reprogramación de ARNm muestran una expresión estable marcadores de células madre. Las 
colonias de iPSC se recogieron manualmente y se pasaron cinco veces sobre capas de alimentación Nuff en 
medios de iPSC que contenían 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, 30
SOX2 y NANOG.

La FIG. 17 A-C muestra que las colonias clónicas de iPSC generadas mediante la reprogramación de 
fibroblastos BJ humanos a células iPS usando factores de reprogramación de ARNm codificantes de los factores 
de inducción de iPSC que se seleccionaron y clonaron se diferenciaron en las tres capas germinales. Las 
colonias de iPSC se pasaron 7 veces y se dejó que se diferenciaran en un protocolo de diferenciación 35
espontánea de cuerpos embrioides. Las células diferenciadas expresaron marcadores de endodermo (AFP y 
SOX17), mesodermo (SMA y Desmin) y ectodermo (beta-tubulina de clase III, también conocido como βIII-
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 4.40

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

La FIG. 19 muestra que el ARNm codificante de L-MYC puede sustituir a c-MYC para la reprogramación de 45
fibroblastos BJ humanos a células iPSC. Los fibroblastos BJ se transfectaron con ARNm de Ψ tratado con 
RNasa III, o ARNm de Ψ y m5C codificante de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y L-MYC durante 17 días.

La FIG. 20 muestra ejemplos de colonias de iPSC generadas a partir de fibroblastos BJ después de 17 
transfecciones diarias con ARNm de Ψ tratado con RNasa III, o ARNm de Ψ y de m5C codificante de OCT4, 
SOX2, KLF4, LIN28 y L-MYC durante 17 días. Los ejemplos de las colonias de iPSC observadas el día 17 se 50
muestran a 10 aumentos (las 6 imágenes superiores con barras de escala) y a 4 aumentos (las 6 imágenes 
inferiores con barras de escala).

La FIG. 21 muestra imágenes de iPSC generadas a partir de fibroblastos BJ en células alimentadoras. La Figura 
21B muestra una amplificación mayor de una colonia de iPSC más pequeña y la mayor parte de su borde. La 
colonia de iPSC se tiñe positivamente tanto para TRA-1-60 (antígeno relacionado con el tumor 1-60) como para 55
OCT4. Muchas de las células circundantes también son positivas para OCT4. Las imágenes se tomaron 10 días 
después de la última transfección de los factores de reprogramación 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 imágenes de iPSC inmunoteñidas generadas a partir de fibroblastos BJ. La Figura 23A 
muestra la tinción de OCT4 y la Figura 23B muestra la tinción de TRA-1-60. La Figura 23C muestra 20 aumentos 
de un borde de una colonia y muestra una expresión de LIN28 de alto nivel. La Figura 23D muestra la expresión 
de LIN28. Se observa que el ARNm de LIN28 se transfectó, pero habían transcurrido 10 días, por lo que esto 5
parecería mostrar expresión endógena. La Figura 23E muestra la expresión de SSEA4, un importante marcador
de iPSC. La Figura 23F muestra la expresión de NANOG y la Figura 23G muestra la expresión de SSEA4. La 
Figura 23H muestra un segundo ejemplo usando una pequeña colonia en 20 aumentos. La Figura 23I muestra la 
expresión de NANOG y la Figura 23J muestra la expresión de SSEA4.

La FIG. 24 muestra los cambios morfológicos observados en fibroblastos BJ en transición a las iPSC. 10
Aproximadamente el día 9, se observó un cambio en la morfología de los fibroblastos BJ a medida que los 
fibroblastos BJ de crecimiento lento se transformaban en células epiteliales de división rápida.

La FIG. 25 muestra colonias de iPSC que aparecen en el día 16. La Figura 25A muestra las primeras colonias de 
iPSC que aparecen el día 16 en el pocillo sin proteína B18R. La Figura 25B muestra las primeras colonias que 
aparecen el día 16 en el pocillo con la proteína B18R.15

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

La FIG. 27 muestra que las iPSC inducidas por ARNm modificados con ψ, con cola de poli(A) de 150 bases, 
protegidos con caperuza cap1 5’, tratados con RNasa III codificantes de una mezcla a 3:1:1:1:1:1 de OCT4, 20
SOX2, KLF4, LIN28, NANOG y cMYC son pluripotentes según 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 músculo liso alfa SMA (mesodermo), la figura 27G muestra 20 aumentos de las células 25
musculares de Desmin (mesodermo), la Figura 27H muestra 20 aumentos de SOX17 (endodermo), la Figura 27I 
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 días con 1,2 microgramos de una proporción molar de 3:1:1:1:1 de ARNm modificados 
con pseudouridina, purificados por HPLC o tratados con RNasa III codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y 30
cMYC(T58A) usando el reactivo de transfección de ARNm TRANSIT™, con o sin tratamiento previo con proteína 
B18R. Se transfectaron fibroblastos BJ sobre células alimentadoras diariamente durante 18 días, bien en 
presencia o en ausencia de proteína B18R, con 1,2 microgramos/pocillo/día de una proporción molar de 3:1:1:1:1 
de ARNm monocatenarios modificados con ψ codificantes de, respectivamente, OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y 
cMYC(T58) usando el reactivo de transfección de ARNm TransIT™ (Mirus Bio). Para preparar los ARNm 35
modificados con γ sustancialmente libres de ARN bicatenario, los ARNm modificados con ψ bien se purificaron 
mediante HPLC o se trataron con RNasa III antes de usarlos para la reprogramación. El día 20, las placas que 
contenían colonias de iPSC se fijaron con paraformaldehído al 4 % y se tiñeron para detectar colonias positivas 
para fosfatasa alcalina, lo que es indicativo de colonias de iPSC. Placa A: purificación mediante HPLC, sin 
proteína B18R; Placa B: purificación mediante HPLC, + proteína B18R; Placa C: tratamiento con RNasa III, sin 40
proteína B18R; Placa D: tratamiento con RNasa III, + proteína B18R. No se encontraron colonias positivas para 
la fosfatasa alcalina en las placas de las células que se transfectaron con los ARNm modificados con ψ que no 
se habían purificado mediante HPLC ni tratado con RNasa III.

La FIG. 29 muestra un ejemplo de un pocillo con "demasiadas colonias que contar". Las colonias emergentes 
son las células densamente empaquetadas y de rápida división con una morfología epitelial. Ya no tienen la 45
morfología 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. Básicamente, este pocillo entero de células se está 
reprogramando hasta cierto punto, pero no todas las células completarán el proceso y formarán una colonia de 
iPSC. La Figura 29A muestra dos imágenes, mostrando la imagen superior 4 aumentos y mostrando la imagen 
inferior la misma imagen con colonias más evidentes. La Figura 29B muestra dos imágenes, mostrando la 50
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 inducción 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 proteína B18R antes de las transfecciones.55

La FIG. 31 muestra un ejemplo de un pocillo con inducción eficaz de colonias de iPSC a partir de fibroblastos BJ 
transfectados diariamente durante 18 días con hasta 1,4 microgramos de una proporción molar de 3:1:1:1:1 de 
ARNm no modificados codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC (T58A), con y sin pretratamiento de 
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las células con la proteína B18R antes de las transfecciones. (A) 1,4 microgramos de la mezcla de 
reprogramación de ARNm por pocillo al día 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 reprogramación de ARNm no modificado por pocillo y por día 
produjo menos toxicidad y generación de más células iPS en el día 18. (C) La adición de proteína B18R al medio 5
durante la reprogramación dio lugar a un pocillo confluyente de colonias de iPSC - más de las que podían 
contarse - y las colonias de iPSC de este pocillo conservaron la morfología y las velocidades de crecimiento 
esperadas para las iPSC mientras se propagaban de manera continua durante más de dos meses.

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

La FIG. 33 muestra imágenes de contraste de fase e iPSC inmunoteñidas fijas generadas a partir de fibroblastos 
BJ usando ARNm modificados con ψ y purificados mediante HPLC codificantes de los factores de inducción de 15
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 comparación del ensayo de expresión génica qPCR 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 20
fibroblastos BJ. GAPDH es un gen constitutivo, comparable en expresión tanto en células iPSC como en 
fibroblastos BJ. Los niveles de expresión del gen GAPDH se midieron según sus valores de umbral de ciclo (CT), 
el número 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 (línea base) con el mismo valor CT.25

La FIG. 35 muestra una comparación del ensayo de expresión génica qPCR 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 expresión del 
gen CRIPTO se midieron según sus valores CT respectivos. El delta CT o cambio en la expresión es de 9,2 
ciclos, que es un aumento de 588 veces en la expresión de las colonias de iPSC en reprogramación frente a los 30
fibroblastos BJ.

La FIG. 36 muestra una comparación del ensayo de expresión génica qPCR de NANOG, un factor de 
pluripotencia implicado en la diferenciación celular, la proliferación, el desarrollo embrionario, el mantenimiento 
de células madre somáticas, obtenido a partir de ARN celular aislado de colonias de iPSC generadas y ARN 
celular aislado de fibroblastos BJ. Los niveles de expresión del gen NANOG se midieron según sus valores CT 35
respectivos. Delta CT de 7,5 ciclos representa un aumento de 181 veces en la expresión de las colonias de iPSC 
reprogramadas frente a los fibroblastos BJ.

La FIG. 37 muestra una comparación del ensayo de expresión génica qPCR de GBX2, un factor de transcripción 
de la unión 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 40
niveles de expresión del gen GBX2 se midieron según sus valores CT respectivos. Delta CT de 4,6 ciclos 
representa un aumento de 24 veces en la expresión de las colonias de iPSC reprogramadas frente a los 
fibroblastos BJ.

La FIG. 38 muestra imágenes de iPSC KPSMO3S (1:1:1:3:1) tratadas con RNasa III y modificadas con 
pseudouridina con 5 factores.45

La FIG. 39 muestra imágenes de iPSC K3LMO3S (3:1:1:3:1) tratadas con RNasa III 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 III codificantes de KLMO3S (1:1:1:3:1) (FIG. 40 A) y ARNm 
codificantes de K3LMO3S (3:1:1:3:1) (FIG. 40 B).50

La FIG. 41 muestra colonias positivas para la fosfatasa alcalina generadas a partir de fibroblastos BJ 
transfectados con ARNm no modificados tratados con RNasa III 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 III codificantes de KLMOS y 
KLMOS + B18R.55

La FIG. 43 muestra colonias positivas para la fosfatasa alcalina generadas a partir de fibroblastos BJ 

E16186283
05-07-2018ES 2 676 600 T3

 



49

transfectados con ARNm Cap1 modificados con pseudouridina y tratados con RNasa III codificantes de KLMOS y 
KLMOS + B18R en la FIG. 43 A; ARNm protegidos con caperuza ARCA modificados con pseudouridina y 
tratados con RNasa III 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.5

LaFIG. 44 A muestra colonias positivas para la fosfatasa alcalina generadas a partir de fibroblastos BJ 
transfectados con ARNm KLMT58AOS (con estequiometría 1:1:1:3:1 convencional) que tienen múltiples 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 y tratados con APex fosfatasa; Pocillo 3 -
ARNm protegidos con caperuza ARCA y tratados con APex fosfatasa + proteína B18R; Pocillo 4 - ARNm 10
protegidos con caperuza ARCA y tratados con RNasa III (concentración del tampón de Mg+2 2 mM); Pocillo 5 -
ARNm protegidos con caperuza ARCA y tratados con RNasa III (concentración del tampón de Mg+2 2 mM) y 
tratados con APex fosfatasa; y Pocillo 6 - ARNm protegidos con caperuza ARCA y tratados con RNasa III 
(concentración del tampón de Mg+2 2 mM) y tratados con APex fosfatasa + proteína B18R. La FIG. 44 B muestra 
los pocillos 7-12, que presentan lo siguiente: Pocillo 7 - ARNm protegidos con caperuza ARCA y tratados con 15
RNasa III (concentración del tampón de Mg+2 2 mM)+ proteína B18R; Pocillo 8 - ARNm protegidos con caperuza 
ARCA y tratados con RNasa III (concentración del tampón de Mg+2 2 mM ) + proteína B18R (x 2); Pocillo 9 -
ARNm que tienen una estructura Cap0; Pocillo 10 - ARNm que tienen una estructura Cap0 y tratados con RNasa 
III (concentración del tampón de Mg+2 1 mM); Pocillo 11 - ARNm que tienen una estructura Cap0 y tratados con 
RNasa III (concentración del tampón de Mg+2 2 mM); y Pocillo 12 - ARNm que tienen una estructura Cap0 y 20
tratados con RNasa III (concentración del tampón de Mg+2 1 mM)+ proteína 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 III (concentración del tampón de Mg+2 2 mM)+ proteína B18R; Pocillo 14 - ARNm que tienen una 
estructura Cap0 y tratados con RNasa III (concentración del tampón de Mg+2 1 mM)+ proteína B18R (x 2); Pocillo 
15 - ARNm que tienen una estructura Cap0 y tratados con RNasa III (concentración del tampón de Mg+2 1 mM)+ 25
proteína B18R (x 2); Pocillo 16 - ARNm que tienen una estructura Cap1; Pocillo 17 - ARNm que tienen una 
estructura Cap1 y tratados con RNasa III (concentración del tampón de Mg+2 1 mM); y Pocillo 18 - ARNm que 
tienen una estructura Cap1 y tratados con RNasa III (concentración del tampón 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 III (concentración del tampón de Mg+2 1 mM)+ proteína B18R; Pocillo 20 - ARNm que tienen 30
una estructura Cap1 y tratados con RNasa III (concentración del tampón de Mg+2 2 mM)+ proteína B18R; Pocillo 
21 - ARNm que tienen una estructura Cap1 y tratados con RNasa III (concentración del tampón de Mg+2 1 mM)+ 
proteína B18R (x 2); Pocillo 22 - ARNm que tienen una estructura Cap1 y tratados con RNasa III (concentración 
del tampón de Mg+2 1 mM)+ proteína B18R (x 2); Pocillo 23 - ARNm que tienen una estructura Cap1 y tratados 
con RNasa III (concentración del tampón de Mg+2 1 mM); y Pocillo 24 - ARNm que tienen una estructura Cap1 y 35
tratados con RNasa III (concentración del tampón de Mg+2 2 mM).

La FIG. 45 muestra imágenes de células iPS reprogramadas libres de alimentadoras inmunoteñidas generadas a 
partir de fibroblastos BJ usando solo ARNm modificado con Ψ codificante de los cinco factores de 
reprogramación, OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, y cMYC, y luego diferenciadas en cardiomiocitos. La FIG. 45A. 
muestra células diferenciadas teñidas para beta-tubulina de clase III, troponina T cardíaca y sox17. La FIG. 45B40
muestra que las células iPS se tiñeron para marcadores de pluripotencia antes de la diferenciación en 
cardiomiocitos.

La FIG. 46 muestra imágenes de células iPS reprogramadas libres de alimentadoras inmunoteñidas generadas a 
partir de fibroblastos BJ usando ARNm no modificados o modificados con ψ, purificación mediante HPLC o 
tratamiento con RNasa III codificantes de factores de inducción de iPS. Las células diferenciadas expresaron 45
marcadores que representan las 3 capas germinales de las células, incluyendo marcadores ectodérmicos, beta-
tubulina de clase III neuronal (TUJ1) (Fig. 46A), proteína ácida fibrilar glial (GFAP) y cadena ligera de 
neurofilamento (NF-L) (ambas Fig. 46B), los marcadores mesodérmicos, actina de músculo liso alfa (actina de 
músculo liso a, α-SMA o SMA) y desmina, y los marcadores endodérmicos, factor de transcripción SOX17 (Fig. 
46C) y alfa-fetoproteína (AFP) (que se muestra en la Fig. 46C y D).50

La FIG. 47 muestra imágenes de células iPS reprogramadas sin alimentadoras inmunoteñidas (11 pases) 
generadas a partir de fibroblastos BJ que eran mezclas de ARNm tratadas con RNasa III o purificadas por HPLC 
que contenían el ARNm de cMyc T58A más corto. Las iPSC se tiñen positivamente para los marcadores que 
representan las 3 capas germinales de las células. Se descubrió que las células expresaban el marcador 
ectodérmico, beta-tubulina de clase III neuronal (TUJ1), los marcadores mesodérmicos, actina de músculo liso 55
alfa (SMA) (todos mostrados en la Fig. 47A) y desmina (Fig. 47B), y los marcadores endodérmicos, factor de 
transcripción SOX17 (Fig. 47B) y alfa-fetoproteína (AFP) (Fig. 47C).

La FIG. 48 muestra imágenes de células iPS reprogramadas sin alimentadoras inmunoteñidas (4 pases) 
generadas a partir de fibroblastos BJ que eran mezclas de ARNm tratadas con RNasa III o purificadas por HPLC 
que contenían el ARNm de cMyc T58A más corto. Las iPSC se tiñen positivamente para los marcadores que 60
representan las 3 capas germinales de las células. Se descubrió que las células expresaban el marcador 
ectodérmico beta-tubulina de clase III neuronal (TUJ1) (Fig. 48A), los marcadores mesodérmicos actina de 
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músculo liso alfa (SMA) (Fig. 48B) y desmina (Fig. 48C), y los marcadores endodérmicos SOX17 (Fig. 48C).

La FIG. 49 muestra que la adición de ciertas cantidades de ARN bicatenario inhibe la reprogramación de células 
madre mesenquimales de ratón 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 proteína MYOD. Esto demuestra la importancia de la inducción de los sensores de ARN y las vías de 5
respuesta inmune innata por parte del ARN bicatenario, y la importancia de purificar el ARNm mediante 
procedimientos cromatográficos, electroforéticos u otros procedimientos de separación de columnas o geles, o el 
tratamiento de la composición de ARN, o del ARN monocatenario o ARNm que la componen, usando el 
procedimiento de tratamiento con RNasa III 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 10
miosina, MHC en rojo). C) Transfectadas simuladas (contraste de fase). D) Transfectadas simuladas (MHC). E)
ARNm de MYOD a 0,5 µg/ml (contraste de fase). F) ARNm de MYOD a 0,5 µg/ml (MHC). G) ARNm de MYOD a 
0,5 µg/ml + ARN bicatenario de luc2 a 0,1 µg/ml (contraste de fase). H) ARNm de MYOD a 0,5 µg/ml + ARN 
bicatenario de luc2 a 0,1 µg/ml (MHC). I) ARNm de MYOD a 0,5 µg/ml + ARN bicatenario de luc2 a 0,01 µg/ml 
(contraste de fase). J) ARNm de MYOD a 0,5 µg/ml + ARN bicatenario de luc2 a 0,01 µg/ml (MHC). K) ARNm de 15
MYOD a 0,5 µg/ml + ARN bicatenario de luc2 a 0,001 µg/ml (contraste de fase). L) ARNm de MYOD a 0,5 µg/ml 
+ ARN bicatenario de luc2 a 0,001 µg/ml (MHC). M ARNm de MYOD a 0,5 µg/ml + ARN bicatenario de luc2 a 
0,0001 µg/ml (contraste de fase). N) ARNm de MYOD a 0,5 µg/ml + ARN bicatenario de luc2 a 0,0001 µg/ml 
(MHC). O) ARNm de MYOD a 0,5 µg/ml + ARN bicatenario de luc2 a 0,00001 µg/ml (contraste de fase). P)
ARNm de MYOD a 0,5 µg/ml + RN bicatenario de luc2 a 0,00001 µg/ml (MHC). Q ARNm de MYOD a 0,5 µg/ml + 20
ARN bicatenario de luc2 a 0,000001 µg/ml (contraste de fase). R) ARNm de MYOD a 0,5 µg/ml + ARN 
bicatenario de luc2 a 0,000001 µg/ml (MHC).

La FIG. 50 muestra imágenes de contraste de fase a 10 aumentos de fibroblastos que fueron transfectados bien 
con ARNm de ψ codificantes de solo las proteínas A y N (arriba) o ARNm de ψ codificantes de proteínas AMNP 
(abajo). La Figura 50A muestra la fase a 10 aumentos de fibroblastos transfectados de forma simulada con 25
IMR90 con morfología celular original. La Figura 50B muestra la fase a 10 aumentos de células transfectadas con 
ARNm modificados con ψ y tratados con RNasa III codificantes de AMNP con morfología neuronal.

La FIG. 51 muestra una imagen de contraste de fase a 20 aumentos de la morfología presentada por los 
fibroblastos reprogramados el día 7 (parte superior; 51A). En este caso, la imagen superior muestra los 
fibroblastos que fueron transfectados con ARNm modificados con ψ codificantes de proteínas AMNP, y la imagen 30
inferior (51B) muestra los fibroblastos que fueron transfectados con ARNm modificados con ψ codificantes solo 
de las proteínas A y N. Tras la fijación, las células de la imagen superior se tiñeron positivamente para la proteína 
2 asociada con microtúbulos (MAP2), un marcador pan-neuronal.

Definiciones

La presente invención se entenderá e interpretará basándose en los términos y en las expresiones que se definen a 35
continuación.

Las expresiones "que comprende", "que contiene", "que tiene", "incluye" y "que incluye" se han de interpretar como 
"incluyendo, pero sin limitación", a menos que se indique lo contrario. Los términos "un", "una", "el" y "la", y los 
referentes similares en el contexto de descripción de la invención y, específicamente, en el contexto de las 
reivindicaciones anexas, se han de interpretar como que cubren tanto el singular como el plural a menos que se 40
indique lo contrario. El uso de todos y cada uno de los ejemplos o expresiones ilustrativas ("por ejemplo", "p. ej.", 
"tal/es como") pretende meramente ilustrar aspectos o realizaciones de la invención, y no se ha de interpretar como 
limitante del ámbito de la misma, a menos que se reivindique lo contrario.

Cuando se usa el término "aproximadamente" en el presente documento para describir un número o una cantidad, el 
término se interpretará como el número o la cantidad que se especifica más o menos el 20 % de ese número o 45
cantidad. Por ejemplo, las afirmaciones "de aproximadamente 1 mM a 4 mM" o "de aproximadamente 1 a 4 mM" se 
interpretarán 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 
ARNm) o un polipéptido que "deriva" de una muestra, muestra biológica, célula, tumor o similares, se entiende que el 
ARN o el polipéptido estaban presentes en la muestra, muestra biológica, célula, tumor o similares, o se obtuvo 50
usando el ARN de la muestra, muestra biológica, célula, tumor o similares mediante un procedimiento tal como una 
reacción de transcripción in vitro o una reacción de amplificación 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 biológica, célula, tumor o similares. A modo de ejemplo, dicho ARN puede proceder de una 
transcripción in vitro o de una reacción de amplificación de ARN, con o sin clonación de ADNc, en lugar de obtenerse 55
directamente de la muestra, muestra biológica, célula, tumor o similares, siempre que el ARN original usado para la 
transcripción in vitro o para una reacción de amplificación de ARN sea de la muestra, muestra biológica, célula, 
tumor o similares. En la mayoría de las realizaciones de la presente invención, un ARN monocatenario o ARNm que 
se deriva de una muestra biológica, célula, tumor o similares se amplifica a partir de ARNm de la muestra biológica, 
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célula, tumor o similar, usando una reacción de amplificación de ARN que comprende transcripción in vitro, como se 
describe en otra parte del presente documento.

Con respecto a las realizaciones de la presente invención que se refieren a los procedimientos, las composiciones, 
los sistemas y los kits para introducir una composición de ARN que comprende ARN monocatenario o ARNm 
sintetizado in vitro codificante de una o más proteínas en una célula humana o animal (por ejemplo, de mamífero) 5
(por ejemplo, una célula que está ex vivo en cultivo o in vivo en un tejido, órgano u organismo) para inducir un efecto 
biológico o bioquímico, las expresiones "efecto biológico o bioquímico" o "efecto biológico" o "efecto bioquímico" 
significan y se refieren en el presente documento a cualquier efecto en la célula en la que se introduce la 
composición de ARN o cualquier efecto en un tejido, órgano u organismo que contenga la célula en la que se 
introduce la composición de ARN, efecto que sería esperado o anticipado o entendido por un experto habitual en la 10
materia basándose en la información y el conocimiento en la técnica sobre la proteína 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 proteína no mutada de tipo silvestre que tiene una función conocida (por ejemplo, como 
una enzima, factor de crecimiento, un receptor de superficie celular, por ejemplo, en una vía de señalización celular, 
una citocina, una quimiocina como una molécula efectora en un mecanismo de respuesta inmune activa o innata), el 15
efecto biológico o bioquímico de dicha introducción de dicha composición de ARN en una célula que tiene un gen 
mutante defectuoso o no funcional, en el que la propia proteína de la célula es defectuosa o no funcional en dicha 
célula, sería que la composición de ARN introducida pudiera sustituir o reemplazar o complementar a la proteína 
defectuosa o no funcional de la célula, restableciendo así el efecto biológico o bioquímico normal de la proteína de 
tipo silvestre codificada por la composición de ARN que comprende ARN monocatenario o ARNm. A modo de 20
ejemplo adicional, en algunas realizaciones en las que se introduce un ARNm codificante de eritropoyetina en una 
célula de mamífero in vivo en un mamífero, un efecto biológico o bioquímico es un aumento en la fracción de 
volumen de hematocrito o eritrocito (EVF), que refleja un aumento en el porcentaje en volumen (%) de glóbulos rojos 
en sangre de dicho mamífero. Por lo tanto, aunque la presente invención proporciona una procedimiento para inducir 
una amplia selección de efectos biológicos o bioquímicos, esos efectos biológicos o bioquímicos son predecibles, y 25
serán entendidos por los expertos en la materia basándose en la lectura de la descripción de la presente invención, y 
por lo tanto, están dentro del ámbito y de la cobertura de la presente invención.

El término "muestra" y la expresión "muestra biológica" se usan en su sentido más amplio, y abarcan muestras o 
especímenes obtenidos de cualquier fuente que contenga o pueda contener células eucariotas, incluyendo fuentes 
biológicas y ambientales. Como se usa en el presente documento, el término “muestra” cuando se usa para referirse 30
a muestras biológicas 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 invención. Además, para realizar 
investigaciones o estudiar los resultados relacionados con el uso de un procedimiento o de una composición de la 35
invención, en algunas realizaciones, una “muestra” o “muestra biológica” comprende células fijadas, células tratadas, 
lisados celulares y similares. En algunas realizaciones, tales como realizaciones del procedimiento en las que el 
ARNm se administra a una célula de un organismo que tiene una enfermedad conocida o a una célula que presenta 
un estado patológico o una patología conocida, la "muestra" o "muestra biológica" también comprende bacterias o 
virus.40

Como se usa en el presente documento, el término "incubación” y las variantes del mismo significan poner en 
contacto uno o más componentes de una reacción con otro componente o componentes, en condiciones y durante 
suficiente tiempo para que se forme un producto de reacción 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 45
limitación, de procedimientos o reacciones que se producen en un tubo de ensayo. La expresión "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 "nucleósido" se refiere a una molécula compuesta de una base de ácido 50
nucleico (por ejemplo, las bases de ácido nucleico canónicas: guanina (G), adenina (A), timina (T), uracilo (U) y 
citosina (C)); o una base de ácido nucleico modificada (por ejemplo, 5-metilcitosina (m5C)), que se une 
covalentemente a un azúcar pentosa (por ejemplo, ribosa o 2’-desoxirribosa). Un nucleósido también puede estar 
modificado. Por ejemplo, la pseudouridina (abreviada con la letra griega psi o Ψ ) es un nucleósido modificado 
compuesto de ribosa que está unido a un átomo de carbono de uracilo, mientras que el nucleósido canónico uridina 55
está unido a un átomo de nitrógeno designado como la posición 1 del uracilo. Un "nucleótido" o "mononucleótido" se 
refiere a un nucleósido que está fosforilado en uno o más de los grupos hidroxilo del azúcar pentosa. El número de 
grupos fosfato también puede estar indicado (por ejemplo, un "mononucleótido" se compone de un nucleósido que 
está fosforilado en uno de los grupos hidroxilo del azúcar pentosa).

Se dice que las moléculas lineales de ácido nucleico tienen un "terminal 5’" (extremo 5') y un "terminal 3’'' (extremo 60
3'), porque, durante la síntesis (por ejemplo, por una ADN o ARN polimerasa [denominándose este último 
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procedimiento "transcripción"]), los mononucleótidos se unen en una dirección a través de un enlace fosfodiéster 
para producir oligonucleótidos o polinucleótidos, de manera que un fosfato del átomo de carbono 5’ de una fracción 
de azúcar del mononucleótido se une a un átomo de oxígeno en el átomo carbono 3' de la fracción de azúcar de su 
mononucleótido vecino. Por lo tanto, un extremo de un oligonucleótido o polinucleótido monocatenario lineal, o un 
extremo de una cadena de un ácido nucleico bicatenario lineal (ARN o ADN) se denomina "extremo 5’" si su fosfato 5
5’ no está unido o enlazado al átomo de oxígeno del átomo de carbono 3' de una fracción de azúcar de un 
mononucleótido, y se denomina "extremo 3'" si su átomo de oxígeno 3' no está unido a un fosfato 5’ que se une a 
una fracción de azúcar de un mononucleótido posterior. Un nucleótido terminal, como se usa en el presente 
documento, es el nucleótido de la posición final del extremo 3’ o 5’.

Para lograr objetivos específicos, una base de ácido nucleico, una fracción de azúcar o un enlace internucleosídico 10
(o internucleotídico) de uno o más de los nucleótidos del ARNm que se introduce en la célula eucariota en los 
procedimientos de la invención puede comprender una base modificada, una fracción de azúcar o un enlace 
internucleósido. Por ejemplo, además de los otros nucleótidos modificados mencionados en otra parte del presente 
documento para realizar los procedimientos de la presente invención, uno o más de los nucleótidos del ARNm 
también pueden tener una base de ácido nucleico modificada que comprenda o consista en: xantina; aliamino-15
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 ácido nucleico que se derivatiza con una fracción de biotina, 
una fracción de digoxigenina, una fracción fluorescente o quimioluminiscente, una fracción de inactivación o algunas 
otras fracciones para lograr uno o más fines específicos; y/o uno o más de los nucleótidos del ARNm pueden tener 20
una fracción de azúcar, tal como, pero sin limitación: 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 reacción con colorantes visibles, fluorescentes, fluorescentes infrarrojos u otros colorantes o productos 
químicos detectables que tengan una fracción electrófila, fotorreactiva, alquinílica u otra fracción química reactiva.

En algunas realizaciones de los procedimientos, de las composiciones o de los kits de la invención, uno o más de los 25
nucleótidos del ARNm comprende un enlace internucleosídico modificado, tal como un enlace fosforotioato, 
fosforoditioato, fosforoseleniato o fosforodiseleniato, que es resistente a algunas nucleasas, incluyendo en un 
análogo de caperuza dinucleotídico tio-ARCA (Grudzien-Nogalska y col. 2007), que se usa en una reacción IVT para 
la protección con caperuza durante la transcripción del ARN o en la cola de poli(A) (por ejemplo, mediante la 
incorporación de un nucleótido que tiene el enlace fosforotioato, fosforoditioato, fosforoseleniato o fosforodiseleniato 30
modificado durante la IVT del ARN o, por ejemplo, mediante la incorporación de ATP que contiene el enlace 
fosforotioato, fosforoditioato, fosforoseleniato o fosforodiseleniato modificado en una cola de poli(A) en el ARN por 
poliadenilación usando una poli(A) polimerasa). La invención no se limita a las bases de ácidos nucleicos 
modificadas, las fracciones de azúcar o los enlaces internucleosídicos enumerados, que se presentan para mostrar 
ejemplos que pueden usarse para un fin particular en un procedimiento.35

Como se usa en el presente documento, un "ácido nucleico" o un "polinucleótido" o un "oligonucleótido" es una 
molécula de polímero que comprende una secuencia unida covalentemente o una serie de "mononucleósidos", 
también denominados "nucleósidos", en la que el la posición 3’ del azúcar pentosa de un nucleósido está unida por 
un enlace internucleosídico, tal como, pero sin limitación, un enlace fosfodiéster, a la posición 5’ del azúcar pentosa 
del siguiente nucleósido (es decir, un enlace fosfodiéster 3’ a 5'), y en el que los nucleótidos están unidos en una 40
secuencia específica; es decir, un orden lineal de nucleótidos. En algunas realizaciones, el oligonucleótido consiste 
en o comprende ribonucleótidos ("ARN"). Un nucleósido unido a un grupo fosfato se conoce como "nucleótido". El 
nucleótido que está enlazado a la posición 5’ del siguiente nucleótido en la serie se denomina "5’ de" o "nucleótido 
5’" y el nucleótido que está enlazado a la posición 3' del nucleótido 5’ se denomina "3’ de" o "nucleótido 3’". Los 
términos "3’ de" y "5’ de" se usan en el presente documento con respecto a la presente invención para referirse a la 45
posición u orientación de una secuencia de ácido nucleico o elemento genético particular dentro de una cadena del 
ácido nucleico, polinucleótido u oligonucleótido que se esté mencionando en particular (tal como un promotor de 
ARN polimerasa, codón de inicio, marco de lectura abierto o codón de parada en relación con otras secuencias o 
elementos genéticos dentro de una cadena de ADN; o un nucleótido de caperuza, región no traducida 5’ o 3’ (UTR 5’ 
o UTR 3’), secuencia de Kozak, codón de inicio, secuencia de codificación, codón de parada o cola de poli-A en 50
relación con otras secuencias dentro de una cadena de ARNm). Por lo tanto, aunque se cree que la síntesis de ARN 
en sentido de 5 'a 3' durante la transcripción 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 comprenderán estos términos en el contexto de la 
química y estructura de los ácidos nucleicos, en particular, en referencia a las posiciones 3’ y 5' de las fracciones de 55
azúcar de los nucleótidos de ácido nucleico canónicos. A modo de ejemplo adicional, una primera secuencia que 
está "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 ácido nucleico está 3’ de una segunda secuencia en 
una cadena, el complemento de la primera secuencia estará 5' del complemento de la segunda secuencia en la 
cadena complementaria.60

Además, por varias razones, un ácido nucleico o polinucleótido de la invención puede comprender una o más bases 
de ácido nucleico modificadas, fracciones de azúcar o enlaces internucleosídicos. A modo de ejemplo, algunas de 
las razones por las que usar ácidos nucleicos o polinucleótidos que contienen bases modificadas, fracciones de 
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azúcar o enlaces internucleosídicos incluyen, pero sin limitación: (1) la modificación de la Tf; (2) el cambio de la 
susceptibilidad del polinucleótido a una o más nucleasas; (3) el suministro de una fracción para la unión de un 
marcador; (4) el suministro de un marcador o un inactivador para una marcador; o (5) el suministro de una fracción, 
tal como biotina, para unirse a otra molécula que esté en solución o unida a una superficie. Por ejemplo, en algunas 
realizaciones, un oligonucleótido, tal como el oligorribonucleótido de marcaje terminal, puede sintetizarse de modo 5
que la parte 3’ aleatoria contenga uno o más análogos de ácido ribonucleico de configuración restringida, tal como, 
pero sin limitación, uno o más análogos de ácido ribonucleico en los que el anillo de ribosa esté "bloqueado" con un 
puente de metileno que conecte el átomo de 2'-O con el átomo de 4'-C (por ejemplo, como los que se pueden 
obtener en Exiqon, Inc. con la marca comercial "LNA™"); estos nucleótidos modificados dan lugar a un aumento en 
la Tf o temperatura de fusión de aproximadamente 2 grados a aproximadamente 8 grados centígrados por 10
monómero de nucleótido. Si la Tf aumenta, podría ser posible reducir el número de nucleótidos aleatorios en la parte 
3’ aleatoria del oligorribonucleótido que marcaje terminal. Sin embargo, un nucleótido modificado, tal como un LNA 
debe validarse para que funcione en el procedimiento para el fin previsto, así como para satisfacer otros criterios del 
procedimiento; por ejemplo, en algunas realizaciones, un criterio para usar el nucleótido modificado en el 
procedimiento es que el oligonucleótido que lo contiene pueda ser digerido por una RNasa específica de ARN 15
monocatenario.

Para lograr los objetivos de la invención, a modo de ejemplo, pero no de limitación, las bases de ácido nucleico de 
los mononucleótidos pueden comprender guanina, adenina, uracilo, timina o citidina, o como alternativa, una o más 
de las bases de ácido nucleico pueden comprender una base modificada, tal como, pero sin limitación, xantina, 
alilamino-uracilo, alilamino-timidina, hipoxantina, 2-aminoadenina, 5-propinil-uracilo, 5-propinil-citosina, 4-tiouracilo, 20
6-tioguanina, un aza o desaza uracilo, timidinas, citosinas, adeninas o guaninas. Aún más, pueden comprender una 
base de ácido nucleico que se derivatiza con una fracción de biotina, una fracción de digoxigenina, una fracción 
fluorescente o quimioluminiscente, una fracción de inactivación o alguna otra fracción. La invención no se limita a las 
bases de ácido nucleico enumeradas; esta lista se proporciona para mostrar un ejemplo de la amplia selección de 
bases que pueden usarse para un fin particular en un procedimiento.25

Con respecto a los ácidos nucleicos o polinucleótidos de la invención, uno o más de las fracciones de azúcar pueden 
comprender ribosa o 2'-desoxirribosa, o como alternativa, una o más de las fracciones de azúcar pueden ser alguna 
otra fracción de azúcar, tal como, pero sin limitación, 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 reacción con colorantes visibles, fluorescentes, fluorescentes infrarrojos u otros colorantes o productos 30
químicos detectables que tengan una fracción electrófila, fotorreactiva, alquinílica u otra fracción química reactiva.

Los enlaces internucleosídicos de los ácidos nucleicos o polinucleótidos de la invención pueden ser enlaces 
fosfodiéster, o como alternativa, uno o más de los enlaces internucleosídicos pueden comprender enlaces 
modificados, tales como, pero sin limitación, enlaces fosforotioato, fosforoditioato, fosforoseleniato o 
fosforodiseleniato, que son resistentes a algunas nucleasas.35

Los oligonucleótidos y polinucleótidos, incluyendo moléculas quiméricas (es decir, compuestas) y oligonucleótidos 
con bases modificadas, azúcares o enlaces internucleosídicos están disponibles en el mercado (por ejemplo, TriLink 
Biotechnologies, San Diego, CA, EE.UU. o Integrated DNA Technologies, Coralville, IA).

Siempre que se hace referencia a una muestra o composición "tratada con RNasa III" (por ejemplo, una composición 
de ARN, ARN monocatenario, ARN monocatenario protegido con caperuza y/o poliadenilado, ARNm, ARN 40
monocatenario o ARNm, ARN monocatenario transcrito in vitro o similares "tratados con RNasa III"), quiere decir que 
la muestra u otra composición que contenga o pueda contener ARN bicatenario se ha tratado con RNasa III usando 
un tratamiento con RNasa III o un "procedimiento de tratamiento con RNasa III".

Siempre que se hace referencia a un "tratamiento con RNasa III" o "procedimiento de tratamiento con RNasa III" o 
"tratar una muestra o composición con RNasa III" en el presente documento, quiere decir incubar una muestra o 45
composición que comprende ARN monocatenario y que contiene o puede contener ARN bicatenario (por ejemplo, 
una composición de ARN, ARN monocatenario, ARN monocatenario protegido con caperuza y/o poliadenilado, 
ARNm, ARN monocatenario o ARNm, ARN monocatenario transcrito in vitro, ARN de IVT o similares) con la enzima 
RNasa III en una solución acuosa tamponada o mezcla de reacción en condiciones en las que la RNasa III esté 
activa [por ejemplo, en las que la solución acuosa tamponada tiene un pH de aproximadamente pH 7 a pH 9 y 50
comprende una sal u otro compuesto a una concentración suficiente para mantener una fuerza iónica 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 composición para eliminar la enzima RNasa III 55
y/o nucleótidos y/o pequeños oligonucleótidos y/o sal, y/u otros componentes de la reacción de tratamiento con 
RNasa III. En algunas realizaciones del tratamiento con RNasa III o el procedimiento de tratamiento con RNasa III o 
de tratar una muestra o composición con RNasa III, se usa el procedimiento de limpieza rápida de ARN descrito en 
el presente documento para dicha limpieza del ARN monocatenario de la muestra o composición. Sin embargo, en 
otras realizaciones, se usa otro procedimiento de limpieza para dicha limpieza del ARN monocatenario.60
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Los términos "purificado" o "purificar" o "limpiado" o "limpiar", en el presente documento, se refieren a la eliminación 
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, ácidos nucleicos, tales como ARN 
monocatenario, ARNm o un precursor de los mismos transcritos in vitro o sintetizados in vitro) se purifican o se 
limpian mediante la eliminación de proteínas contaminantes en la mezcla de reacción de transcripción in vitro o 5
especies de ácido 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 transcripción in vitro que son más cortos 
o más largos que el ARN monocatenario o ARNm de longitud completa deseados codificados por el molde. La 
eliminación de contaminantes da lugar a un aumento en el porcentaje de ácido nucleico deseado (por ejemplo, el 
ARN monocatenario o ARNm deseado) que comprende el ácido nucleico. Los términos "purificado/a" o "purificar", 10
cuando se usa en el presente documento, se refieren al uso de procedimientos para eliminar contaminantes 
mediante el uso de un dispositivo de separación cromatográfica o electroforética que comprende una resina, matriz o 
gel, o similar (por ejemplo, por HPLC, FPLC o cromatografía 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 extracción (por ejemplo, extracción con disolvente 15
orgánico, por ejemplo, extracción con fenol y/o cloroformo), precipitación (por ejemplo, precipitación 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 separación cromatográfica 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 más fácil, más rápido, mucho 20
menos costoso, requiere mucho menos conocimiento y preparación, 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 además usando un procedimiento de filtración rápida en gel con un dextrano reticulado (por ejemplo, 
Sephadex, por ejemplo, una columna de centrifugación Sephadex) para separar moléculas de bajo peso molecular, 25
tales como sales, tampones, nucleótidos y oligonucleótidos pequeños, disolventes (por ejemplo, fenol, cloroformo) o 
detergentes del ARN monocatenario o ARNm.

La invención no se limita a una ARN polimerasa usada para la transcripción o la síntesis in vitro de un ARN 
monocatenario o ARNm usado en un procedimiento o que comprende una composición, un sistema o kit de la 
presente invención. Sin embargo, en algunas realizaciones preferidas, el ARN monocatenario o ARNm se sintetiza 30
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., pág. 60-89 en Methods in 
Enzymology, Vol. 185, ed. por Goeddel, DV, Academic Press, 1990) o una RNAP derivada de un bacteriófago "de 
tipo T7", que significa un bacteriófago que tiene una organización genética similar a la del bacteriófago T7. Se ha 
descubierto que la organización genética de todos los fagos de tipo T7 que se han examinado es esencialmente la 35
misma que la de T7. Los ejemplos de bacteriófagos de tipo T7 de acuerdo con la invención incluyen los fagos de 
Escherichia coli tales como T3 y los fagos de Salmonella typhimurium tales como SP6, y los fagos de Klebsiella tales 
como K11 (McAl-lister WT y Raskin CA, 1993), así como las formas mutantes de dichas RNAP (por ejemplo, Sousa 
y col., Patente de los Estados Unidos n.º 5.849.546; Padilla, R y Sousa, R, Nucleic Acids Res., 15: e138, 2002; 
Sousa, R y Mukherjee, S, Prog Nucleic Acid Res Mol Biol., 73: 1-41,2003; Guillerez, J, y col., patente de EE.UU. n.º 40
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 transcripción o síntesis in vitro de cualquier ARN 
monocatenario usado en un procedimiento o en una composición 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 45
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 transcripción en un promotor de ARN polimerasa que se 
une a una secuencia codificante en el molde de ADN que da lugar a la síntesis del ARN monocatenario o ARNm por 50
dicha ARN polimerasa.

Un "molde" es una molécula de ácido nucleico que sirve para especificar la secuencia de nucleótidos presentada por 
un ácido nucleico que se sintetiza mediante una polimerasa de ácido nucleico dependiente de ADN o ARN. Si el 
ácido nucleico comprende dos cadenas (es decir, es "bicatenario"), y a veces incluso si el ácido nucleico comprende 
solo una cadena (es decir, es "monocatenario"), la cadena que sirve para especificar la secuencia de nucleótidos 55
presentada por un ácido nucleico que se sintetiza es el "molde" o "la cadena molde". El ácido nucleico sintetizado 
por la ácido 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 dúplex de ácido nucleico 
siempre están alineadas de modo que los extremos 5’ de las dos cadenas están en extremos opuestos del dúplex (y, 
por necesidad, entonces son los extremos 3'). Se requiere un cebador para que los moldes de ARN y ADN inicien la 60
síntesis mediante una ADN polimerasa, pero no se requiere un cebador para iniciar la síntesis mediante una ARN 
polimerasa dependiente de ADN, que, en general, se denomina simplemente "ARN polimerasa".

"Transcripción" o "transcripción in vitro" o "IVT" significa la formación o síntesis de una molécula de ARN por una 
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ARN polimerasa usando una molécula de ADN como molde usando una reacción 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 nucleótidos a la que una ARN polimerasa que reconoce dicha secuencia es 
capaz de unirse e iniciar la síntesis 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 5
un promotor reconocido por la ARN polimerasa de T7). La mayoría, 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 está 3’ de la 10
secuencia de ADN en la cadena molde que sirve para especificar la secuencia de nucleótidos 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 15
monocatenario, entonces, el promotor de la ARN polimerasa presenta solo la secuencia del promotor codificante. 
Cabe señalar que las definiciones de una "secuencia de promotor codificante" y "secuencia de promotor no 
codificante" pueden ser opuestas a lo que se esperaría de algunas personas con conocimiento en la técnica, pero la 
terminología usada en el presente documento se desarrolló en el nuevo contexto de promotores de ARN polimerasa 
monocatenarios. Se entiende y recuerda más fácilmente al observar que una secuencia promotora codificante de la 20
cadena molde (es decir, unida a los extremos 3 de las moléculas de ADNc de la primera cadena) da lugar a la 
síntesis del ARN codificante usando los procedimientos de la invención.

Una "caperuza" o un "nucleótido con caperuza" significa un nucleósido-5'-trifosfato que, en condiciones de reacción 
adecuadas, se usa como un sustrato mediante un sistema enzimático de protección con caperuza y que, de este 
modo, se une al extremo 5’ de un ARN no protegido con caperuza que comprende productos de transcripción de 25
ARN primarios (que tienen un 5'-trifosfato) o ARN que tiene un 5'-difosfato. El nucleótido que está así unido al ARN 
también se denomina en el presente documento "nucleótido con caperuza". Un "nucleótido con caperuza" es un 
nucleótido de guanina que se une a través de su extremo 5’ al extremo 5' de un producto de transcripción de ARN 
primario. El ARN que tiene el nucleótido con caperuza unido a su extremo 5’ se denomina "ARN protegido con 
caperuza" o "producto de transcripción de ARN protegido con caperuza" o "producto de transcripción protegido con 30
caperuza". Un nucleósido con caperuza común es la 7-metilguanosina o N7-metilguanosina (a veces denominada 
"caperuza convencional"), que tiene una estructura designada "m7G", en cuyo caso el ARN protegido con caperuza o 
"ARN protegido con caperuza m7G" tiene una estructura designada m7G(5’)ppp(5’)N1(pN)x-OH(3’), o de manera más 
simple, m7GpppN1(pN)x o m7G[5’]ppp[5’]N, en las que m7G representa el nucleósido con caperuza de 7-
metilguanosina, ppp representa el puente trifosfato entre los átomos de carbonos 5' del nucleósido con caperuza y el 35
primer nucleótido del producto de transcripción primario de ARN, Ni(pN)x-OH(3’) representa producto de 
transcripción primario de ARN, del que N1 es el nucleótido más 5’, "p" representa un grupo fosfato, "G" representa un 
nucleósido de guanosina, "m7" representa el grupo metilo en la posición 7 de la guanina, y "[ 5']" indica la posición en 
la que la "p" se une a la ribosa del nucleótido con caperuza y al primer nucleósido del producto de transcripción de 
ARNm ("N"). Además de esta "caperuza convencional", hay una variedad de otros análogos de caperuza de origen 40
natural y sintéticos que son conocidos en la técnica. El ARN que tiene cualquier nucleótido con caperuza se 
denomina "ARN protegido con caperuza".

Un ARN protegido con caperuza que comprende una composición o un sistema o un kit, o se usa en un 
procedimiento de la presente invención se sintetiza in vitro. En algunas realizaciones, el ARN protegido con 
caperuza se sintetiza después de la transcripción a partir de ARN transcrito in vitro, mediante la protección con 45
caperuza del ARN monocatenario que tiene un grupo trifosfato 5’ o ARN monocatenario que tiene un grupo difosfato 
5' usando un sistema enzimático de protección con caperuza (por ejemplo, usando un sistema enzimático de 
protección con caperuza que comprende una ARN guaniltransferasa; por ejemplo, un sistema enzimático de 
protección con caperuza de vaccinia o un sistema enzimático de protección con caperuza de Saccharomyces 
cerevisiae).50

Como alternativa, en algunas otras realizaciones, el ARN protegido con caperuza sintetizado durante la transcripción 
mediante la transcripción in vitro (IVT) de un molde de ADN que contiene un promotor de ARN polimerasa, en las 
que, además de la GTP, la reacción de IVT también contiene un análogo de caperuza dinucleotídico (por ejemplo, un 
análogo de caperuza de m7GpppG o un análogo de caperuza de N7-metil,2’-O-metil-GpppG AR-CA o un análogo de 
caperuza N7-metil,3’-O-metil-GpppG ARCA) o un análogo de caperuza de dinucleótido fosforotioato o tio-ARCA 55
(Grudzien-Nogalska E, y col., 2007), usando procedimientos conocidos en la técnica (por ejemplo, usando un kit de 
protección con caperuza AMPLICAP™ T7 para la fabricación de un ARN protegido con caperuza de m7GpppG o, por 
ejemplo, usando un kit de transcripción de ARN con 5mC y Ψ con ARCA INCOGNITO™ T7 o un kit de transcripción 
kit de transcripción MESSAGEMAX™ T7 ARCA-CAPPED MESSAGE para la fabricación de ARN protegido con 
caperuza de ARCA, CELLSCRIPT, INC, Madison, WI, EE.UU.). Sin embargo, algunas realizaciones de los 60
procedimientos, de las composiciones o de los sistemas o kits (por ejemplo, en procedimientos en los que el ARNm 
usado para dicha introducción de ARNm codificante de al menos un factor de reprogramación en una célula que 
presenta un primer estado diferenciado o fenotipo, en los que el ARN monocatenario o ARNm se protegió con 
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caperuza durante la transcripción usando un análogo de caperuza), el ARN monocatenario o ARNm se trató además 
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 protección con caperuza posterior a la transcripción de un producto de transcripción de ARNm primario 5'-
trifosforilado in vivo (o usando un sistema enzimático de protección con caperuza in vitro) se produce a través de 5
varias etapas enzimáticas (Higman y col., 1992, Martin y col., 1975, Myette y Niles, 1996).

En general, las siguientes reacciones enzimáticas participan en la protección con caperuza del ARNm eucariota:

(1) la ARN trifosfatasa escinde el trifosfato 5’ de ARNm a un difosfato,

pppN1(p)Nx-OH(3’) → ppN1(pN)x-OH(3’) + Pi;

y luego10

(2) la ARN guaniltransferasa cataliza la unión de GTP al difosfato 5’ de la mayoría de los nucleótidos 5’ (N1) del 
ARNm,

ppN1(pN)x-OH(3’) + GTP → G(5’)ppp(5’)N1(pN)x-OH(3’) + PPi;

y finalmente,

(3) la guanina-7-metiltransferasa, usando S-adenosil-metionina (AdoMet) como cofactor, cataliza la metilación del 15
nitrógeno 7 de la guanina en el nucleótido con caperuza,

G(5’)ppp(5’)N1(pN)x-OH(3’) + AdoMet → m7G(5’)ppp(5’)N1(pN)x-OH(3’) + AdoHyc.

El ARN que resulta de la acción de la ARN trifosfatasa y las actividades enzimáticas de ARN guaniltransferasa, así 
como el ARN que es además metilado por la actividad enzimática de la guanina-7-metiltransferasa, se denomina en 
el presente documento "ARN protegido con caperuza 5’" o "ARN protegido con caperuza", y un "sistema enzimático 20
de protección con caperuza que comprende ARN-guaniltransferasa" o, de manera más simple, un "sistema 
enzimático de protección con caperuza" o una "enzima de protección con caperuza" significa en el presente 
documento cualquier combinación de uno o más polipéptidos que tienen las actividades enzimáticas que dan lugar a 
"ARN protegido con caperuza". Los sistemas enzimáticos de protección 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 25
(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 enzimático de protección 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 invención. En algunas realizaciones, el sistema 
enzimático de protección con caperuza es un sistema enzimático de protección con caperuza de poxvirus. En 30
algunas realizaciones preferidas, el sistema enzimático de protección con caperuza es un sistema enzimático de 
protección con caperuza de virus vaccinia. En algunas realizaciones, el sistema enzimático de protección con 
caperuza es un sistema enzimático de protección con caperuza de Saccharomyces cerevisiae). Además, 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 enzimático 35
de protección con caperuza puede originarse a partir de una fuente, o una o más 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 invención pueden mostrar un nucleótido con caperuza modificado; en algunas realizaciones, las moléculas 40
de ARN monocatenario se protegen con caperuza usando un sistema enzimático de protección con caperuza según 
lo descrito por Jendrisak; J y col., en la Solicitud de Patente de EE.UU. con número de serie 11/787352 (publicación 
n.º 20070281336). Un "nucleótido con caperuza modificado" de la presente invención significa un nucleótido con 
caperuza en el que el azúcar, la base de ácido nucleico o el enlace internucleosídico están modificados 
químicamente en comparación con el correspondiente nucleótido con caperuza de 7-metilguanosina canónico. Los 45
ejemplos de un nucleótido con caperuza modificado incluyen un nucleótido con caperuza que comprende: (i) un 2'- o 
3'-desoxiguanosina-5'-trifosfato modificado (o guanina 2'- o 3'-ácido desoxirribonucleico-5'-trifosfato) en el que la 
posición 2'- o 3'-desoxi de la fracción de azúcar desoxirribosa se sustituye con un grupo que comprende un grupo 
amino, un grupo azido, un grupo flúor, un grupo metoxi, un grupo tiol (o mercapto) o un grupo metil-tio (o grupo 
metilmercapto); o (ii) un guanosina-5'-trifosfato modificado, en el que el oxígeno O6 de la base de guanina está 50
sustituido con un grupo metilo; o (iii) 3'-desoxiguanosina. Por razones de claridad, se entenderá 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 limitación, 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’-55
OMe-GTP), respectivamente. Después de la unión del nucleótido con caperuza modificado al extremo 5’ del ARN no 
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protegido con caperuza que comprende productos de transcripción de ARN primario (o ARN que tiene un difosfato 
5’), la parte de dicho nucleótido con caperuza modificado que se une al ARN no protegido con caperuza que 
comprende los productos de transcripción de ARN primario (o ARN que tiene difosfato 5’) puede denominarse en el 
presente documento "nucleósido con caperuza modificado" (es decir, sin hacer referencia a los grupos fosfato a los 
que está unido), pero, a veces, se denomina "nucleótido con caperuza modificado".5

Un "ARN protegido con caperuza de nucleótido modificado" es una molécula de ARN protegido con caperuza que se 
sintetiza usando un sistema enzimático de protección con caperuza y un nucleótido con caperuza modificado, en el
que el nucleótido con caperuza en su extremo 5’ comprende el nucleótido de caperuza modificado o un ARN 
protegido con caperuza que se sintetiza durante la transcripción en una reacción de transcripción in vitro que 
contiene un análogo de caperuza modificado dinucleotídico en el que el análogo de caperuza dinucleotídico contiene 10
la modificación química en el nucleótido de caperuza. En algunas realizaciones, el análogo ce caperuza 
dinucleotídico modificado es un análogo 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 transcripción 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 nucleótido 15
en posición más 5’.

Las células humanas y animales poseen una amplia selección de mecanismos de defensa que comprenden 
sensores de ARN y vías de señalización para protegerlos contra la introducción exógena de ARN. Es importante 
entender estos mecanismos de defensa celular y tenerlos en cuenta al diseñar moléculas de ARN para su 
introducción en una célula humana o animal con el fin de reprogramar la célula a otro estado de diferenciación o 20
fenotipo (por ejemplo, para investigación clínica o para medicina regenerativa o inmunoterapia) para que esas 
moléculas de ARN eviten o minimicen la inducción y/o activación de numerosos sensores de ARN y vías de 
señalización. Entre estos, se encuentran los "sensores de ARN de ARN bicatenario" y las "vías de señalización 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 25
introduce en la célula como resultado de la infección por virus. En particular, la inducción del sistema de interferón 
(IFN) por ARN bicatenario es el principal activador de la respuesta de una célula de mamífero a la detección 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 activación por 
ARN bicatenario, el IFN de tipo I induce y activa una proteína quinasa Ser/Thr ahora conocida comúnmente como 30
PKR (anteriormente conocida también como quinasa Eif2ak2, Prkr, Tik, DAI, P1-eIF-2 y p68). La PKR inhibe la 
traducción del ARNm catalizando la fosforilación de la subunidad alfa del factor 2 de inicio de la traducción eucariota 
(eIF-2α). La síntesis de proteínas celulares se inhibe cuando tan solo el 20 % de las moléculas de eIF-2α se 
fosforilan. La inhibición significativa de la síntesis de proteína reduce la expresión del ARN monocatenario que se 
introduce, mediante lo que se contrarresta el resultado deseado para el que se introdujo el ARN monocatenario, y si 35
la síntesis de proteína 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'OAS)/RNasa L. Las enzimas 2’-5'OAS se componen de dos dominios que se ensamblan en la célula para 
formar un sitio de activación de ARN bicatenario. Tras la unión 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 40
monómeros de RNasa L enzimáticamente inactivos, que se dimerizan para formar dímeros de RNasa L 
enzimáticamente activos. Los dímeros de RNasa L activos luego degradan el ARN en la célula, disminuyendo aún 
más la síntesis de proteínas. Aún más, con respecto al reconocimiento inmune innato del ARN que se introduce en 
una célula (por ejemplo, por infección con un virus ARN), los receptores citoplásmicos o citosólicos RIG-I (codificado 
por el gen I inducible por ácido retinoico) y MDA5 (codificado por el gen 5 asociado con la diferenciación del 45
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 específicamente y se une a los grupos trifosfato 5' en ARN monocatenario o ARN 
bicatenario, pero no reconoce ni se une a esos ARN si están 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; 50
Saito T y col., 2008; Schlee M y col., 2009; Uzri D y Gehrke L, 2009). Por otra parte, MDA-5 reconoce 
específicamente y se une a ARN bicatenario largo, en lugar de ARN bicatenario corto como RIG-I). Además, Zust y 
col. (2011) mostraron que MDA-5 también media en la detección de ARN monocatenario que carece de caperuza 5’ 
con una estructura cap1; por lo tanto, un virus corona mutante que carecía de actividad 2'-O-metiltransferasa y 
producía ARN monocatenario tenía una estructura capO que produjo la inducción dependiente de MDA-5 de 55
interferones de tipo I en ratones, mientras que el virus corona de tipo silvestre que tenía actividad 2'-O-
metiltransferasa y producía ARN monocatenario que tenía una estructura cap1 no produjo la inducción de 
interferones de tipo I, y la inducción del interferón de tipo I por virus deficientes en 2'-O-metiltransferasa dependió de 
MDA5 citoplásmico. Tras la detección de ARN que presenta uno o más de los elementos que reconocen, los 
sensores de ARN citoplásmico RIG I o MDA-5 inician las cascadas de señalización que inducen la expresión de las 60
citocinas, incluyendo los interferones tipo I (IFN-α e IFN-β ), que son secretados por las células activadas para 
transmitir señales de peligro a las células vecinas. Estas señales de peligro se transmiten por la unión de los 
interferones secretados a receptores de interferón de tipo I en las superficies de las células vecinas, y el receptor de 
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interferón de tipo I activado (IFNAR) desencadena una vía de señalización que consiste en factores de transcripción 
Jak y STAT, activando así la expresión de numerosos genes estimulados por interferón. Además, se sabe que el 
ARN bicatenario también se une a otros sensores de ARN celulares que dan lugar a la inducción y/o activación de 
muchos genes. Por ejemplo, el ARN bicatenario induce directa o indirectamente factores de transcripción de la 
familia IRF, en particular, IRF 1, IRF 3, IRF 5 e IRF 7, que, a su vez, inducen la producción de más IFN de tipo I, y el 5
IFN de tipo I induce aproximadamente mil genes estimulados por IFN. La inducción de estos y otros sensores de 
ARN y vías de respuesta inmune innata (por ejemplo, receptores de tipo TLR3, TLR7 y TLR8; gen I inducible por 
ácido retinoico (RIG-I); gen 5 asociado a la diferenciación del melanoma (MDA5); y posiblemente la helicasa (LGP2), 
dan lugar a la inhibición de la síntesis de proteínas en la célula afectada y, finalmente, la apóptosis inducida por ARN 
bicatenario a través de la señalización del receptor de la muerte, incluyendo la activación de caspasa-8. Se ha 10
informado que la quinasa N-terminal PKR, RNasa L, IRF3 y c-Jun son componentes de las vías proapoptóticas 
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 patógenos que comprenden ARN. Posiblemente, los preparados de ARN que contienen incluso pequeñas 
cantidades de ARN bicatenario pueden desencadenar una respuesta inmune innata in vivo, tal como una respuesta 15
inducida por interferón (IFN) y/o activada por IFN, que conduce a la supresión de la traducción y a la muerte celular 
in vivo (Yang S y col., 2001; Wianny F y Zernicka-Goetz M, 2000).

En algunos EJEMPLOS del presente documento que describen realizaciones de los procedimientos que 
comprenden la reprogramación de células que presentan un primer estado diferenciado o fenotipo a células que 
presentan un segundo estado o fenotipo diferenciado, se realizó la qRT-PCR en ARN celular total purificado de 20
células transfectadas con mezclas de reprogramación de ARNm para cuantificar los niveles de ARNm en esas 
células que serían indicativos de la inducción de sensores de ARN o de genes de respuesta del sistema inmune 
innato. Por ejemplo, en determinados experimentos, la qRT-PCR se realizó usando pares de cebadores para 
amplificar los niveles de expresión de los ARNm codificantes de IFNB, RIG1, OAS3 e IFIT1 en células que se 
reprogramaban usando mezclas de ARNm codificantes de los factores de reprogramación de iPSC, en los que 25
dichos ARNm se trataron con el procedimiento de tratamiento con RNasa III descrito en el presente documento o se 
purificaron por HPLC. Por ejemplo, en estos ensayos de qRT-PCR, los niveles de expresión de los ARNm 
codificantes de IFNB, RIG1, OAS3 y IFIT1, normalizados para los niveles de expresión de ciertos genes 
constitutivos, fueron bajos, y los niveles de ARNm para estos genes en las células transfectadas con mezcla de 
reprogramación de ARNm tratado con RNasa III fueron similares a los niveles de ARNm para estos genes en las 30
células transfectadas con la misma mezcla de reprogramación de ARNm que se purificó mediante HPLC. Por lo 
tanto, en algunas realizaciones, la activación o inducción de la expresión de uno o más sensores de ARN o genes de 
respuesta inmune innata se detecta, se analiza, se mide y/o se cuantifica mediante la detección, el ensayo, la 
medición y/o la cuantificación de los niveles o niveles relativos de ARNm expresados en las células mediante PCR o 
qRT-PCR (por ejemplo, tras la introducción de mezclas de reprogramación de ARNm en dichas células).35

En algunas realizaciones, una composición, un sistema, un kit o un procedimiento de la presente invención 
comprende o usa una composición que comprende ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro usando una 
reacción de amplificación de ARN. Una "reacción de amplificación de ARN" o un "procedimiento de amplificación de 
ARN" significa un procedimiento para aumentar la cantidad de ARN correspondiente a una o múltiples secuencias de
ARN deseadas en una muestra. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el procedimiento de amplificación de ARN 40
comprende: (a) sintetizar ADNc de primera cadena complementario a una o más moléculas de ARN deseadas por la 
extensión de ADN polimerasa dependiente de ARN o transcripción inversa de uno o más 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 
ADNc bicatenario con una ARN polimerasa que se une a dicho promotor en condiciones de transcripción mediante lo 45
que se obtiene el ARN correspondiente a una o más moléculas de ARN deseadas. A menos que se indique lo 
contrario en relación con una realización específica de la invención, una amplificación de ARN de acuerdo con la 
presente invención significa una reacción de amplificación de ARN codificante, que significa una reacción de 
amplificación de ARN que sintetiza ARN codificante (por ejemplo, ARN que tiene la misma secuencia que un ARNm 
u otro producto de transcripción de ARN primario, en lugar del complemento de esa secuencia). Las reacciones de 50
amplificación de ARN codificante conocidas en la técnica, que están abarcadas dentro de la presente definición 
incluyen, aunque sin limitación, los procedimientos que sintetizan ARN codificante descritos en Ozawa y col. (2006) y 
en las solicitudes de patente de EE.UU. n.º 20090053775; 20050153333; 20030186237; 20040197802; y 
20040171041. El procedimiento de amplificación de ARN descrito en la solicitud de patente de EE.UU. n.º 
20090053775 (actualmente, patentes de EE.UU. n.º 8.039.214 y 8.329.887) por Dahl y Sooknanan es un 55
procedimiento preferido para obtener ARN amplificado derivado de una o más células, cuyo ARN amplificado se usa 
luego para producir ARNm para su uso en los procedimientos de la presente invención.

Como se usa en el presente documento, "RNasa III", cuando se usa en el presente documento con respecto a un 
procedimiento, una composición, un kit o un sistema de la invención significa una endoRNasa de la familia de las 
RNasas III. En realizaciones preferidas de los procedimientos, de las composiciones o de los kits que comprenden 60
RNasa III, o del uso o procedimientos de uso de los mismos, la RNasa III se une y digiere ARN bicatenario que 
contiene un mínimo de dos vueltas de la doble hélice de forma A, (aproximadamente 20 pb), pero no el ARN 
monocatenario, a oligonucleótidos de ARN bicatenario pequeños que tienen un tamaño de aproximadamente 12 a 
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15 pb de longitud. En algunas realizaciones preferidas, la RNasa III es una RNasa III de clase I. En algunas 
realizaciones preferidas, la RNasa III se deriva de una fuente microbiana (por ejemplo, una fuente procariota). En 
una realización preferida, la RNasa III es una enzima derivada de E. coli, o un fragmento funcional o variante 
enzimática de la misma. En algunas otras realizaciones, la RNasa III genera oligorribonucleótidos de ARN 
bicatenario de menos de aproximadamente 30 nucleótidos de longitud. En realizaciones preferidas, la RNasa III 5
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 aminoácidos con RNasa III de E. coli. Sin embargo, la 
RNasa III, que a veces se abrevia como "RIII" en el presente documento, puede ser cualquier endoribonucleasa 
específica de doble cadena (endoRNasa) que digiera ARN bicatenario, pero no ARN monocatenario, en un grado 10
similar a RNasa III de Escherichia coli, ya sea en condiciones de reacción aproximadamente similares a las descritas 
en el presente documento, o en otras condiciones de reacción que sean óptimas para otra RNasa III altamente 
purificada particular que carezca de actividad endorribonucleasa y exorribonucleasa en el ARN monocatenario. Se 
pueden identificar las condiciones de reacción óptimas para otras enzimas de la familia de las RNasas III mediante el 
uso del nuevo sustrato de ARN que comprende partes monocatenarias y bicatenarias desarrolladas en el presente 15
documento (FIG. 1); este sustrato permite un análisis y una optimización rápidos, exactos y precisos de la actividad 
de RNasa específica del ARN bicatenario, y la especificidad de la digestión 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 III de la presente invención, que digiere mucho más 
completamente los contaminantes de ARN bicatenario de muestras de ARN que comprenden principalmente ARN 20
monocatenario, mientras que preservan mejor la integridad del ARN monocatenario que las condiciones del 
procedimiento de ensayo de RNasa III 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 25
extremo 3’ de un ácido 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 ácido nucleico que se extiende puede ser el extremo 3' 
del mismo molde de ARN, en cuyo caso, la síntesis de ADNc se ceba intramolecularmente, o el extremo 3’ del ácido 
nucleico que se extiende puede ser el extremo 3’ de otro ácido nucleico que sea diferente del molde de ARN y que 
se hibrida con el molde de ARN, en cuyo caso, la síntesis de ADNc se ceba intermolecularmente. Todas las 30
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 específica monocatenaria" significa una DNasa que digiere 
específicamente 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 35
otra molécula de ácido nucleico (por ejemplo, mediante emparejamiento de bases intermolecular) o formando parte 
de la misma molécula de ácido nucleico (por ejemplo, mediante emparejamiento de bases intramolecular). La DNasa 
específica de ADN monocatenario puede ser una endonucleasa o una exonucleasa, siempre que esté activa en la 
digestión específica del ADN monocatenario a monómeros o oligodesoxirribonucleótidos cortos. En realizaciones 
preferidas, los productos de digestión usando la DNasa específica de ADN monocatenario no sirven como 40
cebadores en presencia de una molécula de ácido nucleico monocatenario que sea capaz de servir como molde en 
las condiciones de reacción usadas en el procedimiento. La exonucleasa I, exonucleasa VII y la exonucleasa Rec J 
son ejemplos de DNasas específicas de ADN monocatenario.

Como se usa en el presente documento, una "RNasa específica monocatenaria" significa una RNasa que digiere 
específicamente el ARN monocatenario, pero que no digiere el ADN monocatenario, o el ARN o ADN que se hibrida 45
o forma complejos con ARN o ADN complementarios, bien formando parte dicho ARN o ADN complementario de 
otra molécula de ácido nucleico (por ejemplo, mediante emparejamiento de bases intermolecular) o formando parte 
de la misma molécula de ácido nucleico (por ejemplo, mediante emparejamiento de bases intramolecular). La RNasa 
específica de ARN monocatenario puede ser una endonucleasa o una exonucleasa, siempre que sea activa en la 
digestión específica del ARN monocatenario a monómeros u oligorribonucleótidos cortos que no sirvan como 50
cebadores en presencia de una molécula de ácido nucleico monocatenario que pueda servir como molde en las 
condiciones de reacción usadas en el procedimiento. La RNasa I de E. coli es una RNasa específica 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 mayoría de los eucariotas, procariotas y virus eucariotas, que usa selectivamente ATP para 55
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 reacción global (Edmonds, 1990), son altamente 
conservadas estructuralmente (Gershon, 2000) y carecen de especificidad intrínseca por secuencias particulares o 
tamaños de moléculas de ARN determinados si la PAP se separa de proteínas que reconocen las señales de 
poliadenilación AAUAAA (Wilusz y Shenk, 1988), se pueden usar enzimas PAP de tipo silvestre y recombinantes 60
purificadas de cualquiera de una variedad de fuentes para la presente invención. Por ejemplo, en alguna 
realizaciones de las composiciones, de los kits o de los procedimientos de la invención, 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 
más ARN monocatenarios o ARNm que contienen nucleósidos que comprenden una o más bases de ácido nucleico 
modificadas que dan lugar a una reducción de la inducción o activación de un sensor de ARN o mecanismo de 
respuesta inmune innata en comparación con los nucleósidos que comprenden bases de ácido nucleico GAUC 5
canónicas (por ejemplo, cada una de las que codifican un factor de reprogramación, por ejemplo, un factor de 
inducción de células iPS). En otras realizaciones, el ARN monocatenario o ARNm poliadenilado o con cola de poli(A) 
comprende nucleósidos que comprenden solo bases de ácido nucleico canónicas, y no comprende nucleósidos que 
comprenden una o más bases de ácido nucleico modificadas que den lugar a una reducción de la inducción o 
activación de un sensor de ARN o mecanismo de respuesta inmune innata en comparación con las bases GAUC.10

En algunas realizaciones preferidas de las composiciones, de los kits o de los procedimientos de la invención, 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 
región de codificación" o (secuencia de codificación" ("cds") o "presenta un marco de lectura abierto" ("ORF") de una 
proteína o de un polipéptido en particular (por ejemplo, un determinado factor de reprogramación proteico o 15
polipeptídico), lo que significa que cada ARN monocatenario o ARNm presenta una agrupación lineal de tripletes de 
codones definidos por la secuencia de nucleótidos que se extiende desde el codón de inicio de la traducción hasta el 
codón de terminación de la traducción para una proteína o un polipéptido en particular. Además de presentar el ORF 
de una determinada proteína, 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 20
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 codón de inicio (AUG), que está seguido de otra 'G' (Kozak M., 1987). La secuencia consenso de Kozak 
desempeña un papel importante en el inicio del procedimiento de traducción.25

En algunas realizaciones preferidas de las composiciones, de los kits o de los procedimientos de la invención, el uno 
o más ARN monocatenarios o ARNm sintetizados in vitro y/o los ARN monocatenarios o ARNm purificados 
presentan al menos una secuencia UTR 5’ heteróloga, secuencia de Kozak, secuencia IRES, o la secuencia UTR 3’ 
que da lugar a una mayor traducción a la proteína codificada cuando dichos respectivos ARN monocatenarios se 
introducen en células eucariotas en comparación con los mismos ARN monocatenarios que no muestran dicha 30
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- (α-)globina o beta-
(β-)globina de Xenopus o humano, o en las que la UTR 5’ es una secuencia presentada por el ARN del virus del 
ataque químico del tabaco (TEV).

En algunas realizaciones preferidas de una composición, de un kit y procedimiento de la invención, la composición 35
de ARN que comprende ARN monocatenario o ARNm se trata o se purifica (por ejemplo, tratando con una RNasa 
específica del ARN bicatenario (por ejemplo, una endorribonucleasa específica del ARN bicatenario)(endoRNasa), 
por ejemplo, RNasa III recombinante o de tipo silvestre,o un fragmento activo o una variante de la misma), tratando 
con un anticuerpo específico del RN bicatenario y/o purificando mediante la extracción con fenol-cloroformo, la 
precipitación con acetato de amonio o cromatografía, incluyendo la HPLC) (por ejemplo, antes del uso de dicha 40
composición que comprende ARN monocatenario o ARNm en el procedimiento de la invención para la 
reprogramación). En algunas realizaciones de las composiciones, de los kits y de los procedimientos de la invención, 
el ARN monocatenario o ARNm tratado o purificado presenta una caperuza 5’ que comprende 7-metilguanina o un 
análogo 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 45
además una caperuza 5’ que tiene una estructura cap1, en la que el hidroxilo 2' de la ribosa del penúltimo nucleótido 
5’ está metilado. En algunas realizaciones, en las que el ARN monocatenario o ARNm tratado o purificado presenta 
una caperuza 5', el uno o más ARN monocatenarios o ARNm sintetizados in vitro usados en dicho tratamiento y/o 
dicha purificación presentan la caperuza 5’ (es decir, antes de dicho tratamiento o purificación). Por lo tanto, en 
algunas realizaciones, el uno o más ARN monocatenarios o ARNm sintetizados in vitro usados para dicho 50
tratamiento y/ dicha purificación comprenden ARN monocatenarios o ARNm protegidos con caperuza. En algunas de 
estas realizaciones, la una o más moléculas de ARN monocatenario sintetizadas in vitro que presentan la caperuza 
5’ se sintetizaron antes de dicho tratamiento y/o purificación: (i) durante la transcripción mediante la incorporación de 
un análogo de caperuza (por ejemplo, un análogo de caperuza antiinverso o ARCA, o por ejemplo, un tio-ARCA) 
durante la transcripción in vitro (por ejemplo, usando el kit de transcripción MESSAGEMAX™ T7 ARCA-CAPPED 55
MESSAGE o el kit de transcripción de ARN con 5mC- y Ψ IN-COGNITO™ T7 ARCA, CELLSCRIPT, INC., Madison, 
WI, EE.UU.); o (ii) tras la transcripción, incubando moléculas de ARN monocatenario transcritas in vitro con un 
sistema enzimático de protección 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 enzimático de protección con caperuza genera la metilación del hidroxilo 2’ de la ribosa en el penúltimo 60
nucleótido 5’ (por ejemplo, usando el sistema de producción de ARNm convencional T7 mSCRIPT™, o usando un 
sistema de transcripción in vitro separado, tal como el kit de IVT de ARN convencional T7-SCRIBF™, el kit de 
transcripción de ARN con Ψ INCOG-NITO™ T7 o el kit de transcripción de ARN con Ψ y 5mC INCOGNITO™ T7 
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para obtener ARN monocatenario, y el sistema de protección con caperuza de m7G SCRIPTCAP™ para obtener 
ARN capO (todos de CELLSCRIPT, Inc.); en algunas realizaciones preferidas, el sistema enzimático de protección 
con caperuza produce además la metilación del hidroxilo 2’ de la ribosa en el penúltimo nucleótido 5' para generar el 
ARN cap1, y otra etapa de síntesis 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-5
metiltransferasa SCRIPTCAP™, CELLSCRIPT, INC.).

En algunas realizaciones preferidas de una composición, de un kit y procedimiento de la invención, en las que el 
ARN monocatenario o ARNm tratado y/o purificado presenta una caperuza 5', el uno o más ARN monocatenarios 
sintetizados in vitro están protegidos con caperuza; en algunas realizaciones, antes del uso de los ARN 
monocatenarios o ARNm en un procedimiento de reprogramación, otra etapa de síntesis de dichos ARN 10
monocatenarios o ARNm sintetizados in vitro comprende: tras la transcripción, 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 protección 
con caperuza comprende la protección con caperuza con un sistema enzimático de protección con caperuza que 
comprende ARN guaniltransferasa y 2'-O-metiltransferasa. En algunas realizaciones, dicha protección con caperuza 15
después de la transcripción 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 protección con 
caperuza de m7G SCRIPTCAP™, el kit de 2'-O-metiltransferasa SCRIPTCAP™ o el sistema de producción de 
ARNm convencional T7 mSCRIPT™ con respecto a los componentes del sistema enzimático de protección con 
caperuza (todos de CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE.UU.).20

En algunas realizaciones preferidas de una composición, de un kit o de un procedimiento de la invención, el uno o 
más ARN monocatenarios o ARNm sintetizados in vitro usados para dicho tratamiento están 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 composición 
de ARN que comprende ARN monocatenario o ARNm tratado y/o purificado está significativamente libre de ARN no 25
protegidos con caperuza que presentan un grupo trifosfato 5’. En determinadas realizaciones, el uno o más ARN 
monocatenarios sintetizados in vitro usados para dicho tratamiento, los ARN monocatenarios tratados y/o los ARN 
monocatenarios purificados consisten en una población de moléculas de ARN monocatenario que tienen: (i) más del 
90 % de moléculas de ARN monocatenario protegido con caperuza; (ii) más del 95 % de moléculas de ARN 
monocatenario protegido con caperuza; (iii) más del 98 % de moléculas de ARN monocatenario protegido con 30
caperuza; (ii) más del 99 % de moléculas de ARN monocatenario protegido con caperuza; o (v) más del 99,9 % de 
moléculas de ARN monocatenario protegido con caperuza. En algunas realizaciones en las que la población de 
moléculas de ARN monocatenario también comprende moléculas contaminantes de ARN no protegido con caperuza 
que presentan un trifosfato 5’, antes de usar dicha composición de ARN que comprende dichas moléculas de ARN 
monocatenario para la reprogramación, el procedimiento comprende además: incubar el uno o más ARN 35
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, WI, 
EE.UU.) o con ARN 5’polifosfatasa (epicentre technologies); en algunas realizaciones en las que la al menos una 40
enzima es ARN 5’ polifosfatasa, dichas moléculas de ARN monocatenario para la reprogramación se incuban 
además 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 incubación con fosfatasa alcalina o con ARN 5’-polifosfatasa 
y, opcionalmente, también con nucleasa dependiente de fosfato 5’ TER-MINATOR™ o exorribonucleasa de Xrnl, son 45
particularmente útiles para eliminar los ARN monocatenarios no protegidos con caperuza de los ARN 
monocatenarios protegidos con caperuza que se fabricaron mediante la protección con caperuza durante la 
transcripción mediante la incorporación de un análogo de caperuza durante una reacción de transcripción 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 50
que, a diferencia de las células especializadas o diferenciadas, que normalmente no se replican por sí mismas, 
pueden proliferar mediante la división de células individuales en dos células hijas que son idénticos a la célula madre 
durante largos períodos; (2) no están especializadas, lo que significa que no tienen ninguna estructura específica 
para realizar funciones especializadas; y (3) pueden dar lugar a tipos de células especializadas mediante un proceso 
denominado "diferenciación". Se puede encontrar información sobre células madre en un sitio web del National 55
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 útero.

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 diferenciación espontánea del cuerpo embrioide (por ejemplo, véanse los 60
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 realización de ensayos de inmunotinción 
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fluorescente usando anticuerpos fluorescentes que se unen a proteínas que se sabe que se expresan en células 
pluripotentes (por ejemplo, véanse lo EJEMPLOS). Otro tipo de ensayo más que se puede realizar para evaluar la 
pluripotencia es la reacción en cadena de la polimerasa de transcripción inversa cuantitativa o qRT-PCR, a veces, 
simplemente denominada "qPCR". En estos ensayos, la qPCR se realiza para cuantificar el nivel relativo de 
expresión de ciertos ARNm codificantes de proteínas que se sabe que se expresan o que se expresan en ciertos 5
niveles relativos en células pluripotentes en comparación con los niveles de expresión de ciertos genes constitutivos 
que se expresan de manera aproximadamente constitutiva. Los ejemplos de ARNm de pluripotencia que pueden 
analizarse mediante qRT-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 reprogramación descritos en el presente 10
documento, se midieron niveles significativamente más altos de ARNm codificantes de CRIPTO, GDF3, NANOG, 
OCT4 y REX1 en las estirpes de iPSC generadas a partir de la reprogramación de ARNm con ARNm tratado con 
RNasa III o purificado mediante HPLC en comparación 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 15
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 expresión de marcadores de células madre embrionarias y la capacidad de diferenciación 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 20
mantienen estas ciertas propiedades definitorias de las células madre embrionarias tras la propagación repetida en 
cultivo.

Un "factor de reprogramación" significa una proteína, un polipéptido u otra biomolécula que, cuando se usa sola o en 
combinación con otros factores o condiciones, causa un cambio en el estado de diferenciación de una célula en la 
que se introduce o se expresa el factor de reprogramación. En algunas realizaciones preferidas de los 25
procedimientos de la presente invención, el factor de reprogramación es una proteína o un polipéptido que es 
codificado por un ARNm que se introduce en una célula, generando así una célula que presenta un estado cambiado 
de diferenciación en comparación con la célula en la que se introdujo el ARNm. En algunas realizaciones preferidas 
de los procedimientos de la presente invención, el factor de reprogramación es un factor de transcripción. Una 
realización de un factor de reprogramación usado en un procedimiento de la presente invención es un "factor de 30
inducción de iPS", que significa una proteína, un péptido u otra biomolécula que, cuando se usa sola o en 
combinación con otros factores o condiciones, produce un cambio en el estado de diferenciación de una célula en la 
que se introduce y/o se expresa el factor de inducción de células iPS a una célula madre pluripotente inducida (o 
iPSC).

Un "factor de reprogramación de ARNm" significa un ARNm codificante de un factor de reprogramación que consiste 35
en una proteína o un polipéptido. Un "factor de inducción de iPSC de ARNm" es una realización de un factor de 
reprogramación de ARNm, y significa un ARNm codificante de un factor de inducción de iPSC.

Las expresiones "mezcla de reprogramación de ARNm" o "mezcla de factor de reprogramación de ARNm" o "mezcla 
de reprogramación de ARN monocatenario" o "mezcla de factor de reprogramación de ARN monocatenario" se usan 
indistintamente en el presente documento, y significan una mezcla de ARNm codificantes de diferentes factores de 40
reprogramación, cada uno de los cuales consiste en una proteína o un polipéptido.

De forma similar, Las expresiones "mezcla de reprogramación de iPSC de ARNm" o "mezcla de factores de 
inducción de iPSC de ARNm" o "mezcla de reprogramación de iPSC de ARN monocatenario" o "mezcla de factores 
de inducción de iPSC de ARN monocatenario" se usan indistintamente en el presente documento, y significan una 
mezcla de ARNm codificantes de diferentes factores de inducción de iPSC, cada uno de los cuales consiste en una 45
proteína o en un polipéptido. Un "factor de inducción de células iPS" o "factor de inducción de iPSC" es una proteína, 
un polipéptido u otra biomolécula que, cuando se usa sola o en combinación con otros factores de reprogramación, 
produce la generación de una célula desdiferenciada o células iPS de células somáticas. Los ejemplos de factores 
de inducción de células iPS incluyen OCT4, SOX2, c-MYC, KLF4, NANOG y LIN28. Los factores de inducción de 
células iPS incluyen secuencias polipeptídicas de longitud completa o fragmentos biológicamente activos de las 50
mismas. Del mismo modo, un ARNm codificante de un factor de inducción de células iPS puede codificar un 
polipéptido de longitud completa o fragmentos biológicamente activos del mismo. Las secuencias de molde de ADN 
para los ARNm codificantes de los factores de inducción de iPS ilustrativos se muestran en las SEQ ID NO: 2-10. En 
determinadas realizaciones, la presente invención 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 55
ARN monocatenario o de ARNm que comprenden además, unidos a estas secuencias de ARN monocatenario o 
ARNm, oligorribonucleótidos que presentan cualquiera de las secuencias UTR 5’ y 3', secuencias de Kozak, 
secuencias EXP, nucleótidos 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 descubrirán en el futuro, que pueden usarse en lugar de las que se usan 60
en el presente documento, uniéndolas a estas secuencias de ARNm codificantes de proteínas con el fin de optimizar 
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la traducción 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.

"Diferenciación" o "diferenciación celular" significa el proceso biológico que ocurre de forma natural mediante el que 
una célula que presenta un estado de diferenciación o un tipo celular menos especializado (por ejemplo, un óvulo 
fertilizado, una célula de un embrión o una célula de un organismo eucariota) se convierte en una célula que 5
presenta un estado de diferenciación o tipo celular más especializado. Los científicos, incluyendo los biólogos, 
biólogos celulares, inmunólogos y embriólogos, usan una variedad de procedimientos y criterios para definir, 
describir o caracterizar diferentes células según su “tipo celular”, “estado diferenciado” o “estado de diferenciación”. 
En general, una célula se define, describe o cataliza con respecto a su “tipo celular”, “estado diferenciado” o “estado 
de diferenciación” en función de uno o más fenotipos presentados por esa célula, fenotipos que incluyen la forma, 10
una actividad o función bioquímica o metabólica, la presencia de ciertas biomoléculas en la célula (por ejemplo, 
basándose en manchas que reaccionan con biomoléculas específicas), o en la célula (por ejemplo, basándose en la 
unión de uno o más anticuerpos que reaccionan con biomoléculas específicas 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 "diferenciación" o 15
"diferenciación celular” se puede producir también en células en cultivo. Como se usa en el presente documento, se 
entenderá que la diferencia entre una célula que presenta un primer estado de diferenciación, estado diferenciado, 
tipo de célula o fenotipo, y una célula que presenta un segundo estado de diferenciación, estado diferenciado, tipo 
de célula o fenotipo puede variar desde una diferencia en la expresión relativa de una sola proteína a diferencias en 
la expresión de múltiples proteínas; por lo tanto, en algunas realizaciones, la célula que presenta un segundo estado 20
de diferenciación, estado diferenciado, tipo de célula o fenotipo difiere de la célula que presenta un primer estado de 
diferenciación, estado diferenciado, tipo de célula o fenotipo, porque la célula que presenta un segundo estado de 
diferenciación, estado diferenciado, tipo de célula o fenotipo expresa una proteína o múltiples proteínas que está o 
están codificadas por una molécula de ARNm que se introducen en la célula que presenta el primer estado de 
diferenciación, estado diferenciado, tipo de célula o fenotipo, mientras que, en otras realizaciones, la célula que 25
presenta un segundo estado de diferenciación, estado diferenciado, tipo de célula o fenotipo difiere de la célula que 
presenta un primer estado de diferenciación, estado diferenciado, tipo de célula o fenotipo, porque la célula que 
presenta un segundo estado de diferenciación, estado diferenciado, tipo de célula o fenotipo expresa una o más 
proteínas que están inducidas por moléculas de ARNm que se introducen en la célula que presenta el primer estado 
de diferenciación, estado diferenciado, tipo de célula o fenotipo, incluso aunque una o más de esas proteínas 30
pueden no estar codificadas por dichas moléculas de ARNm que se introducen en la célula que presenta un primer 
estado de diferenciación, estado diferenciado, tipo de célula o fenotipo.

El término "reprogramación", como se usa en el presente documento, significa un procedimiento inducido o no 
natural de cambio de estado de diferenciación o fenotipo de una célula en respuesta a la administración de uno o 
más factores de reprogramación en el célula, directamente (por ejemplo, mediante la administración de factores de 35
reprogramación proteicos o polipeptídicos en la célula) o indirectamente (por ejemplo, mediante la administración del 
preparado de ARN purificado de la presente invención que comprende una o más moléculas de ARNm, cada una de 
las cuales codifica un factor de reprogramación) y mantiene las células en condiciones (por ejemplo, medio, 
temperatura, niveles de oxígeno y de CO2, matriz, factores de crecimiento, citocinas, inhibidores de citocinas y otras 
condiciones ambientales) que son propicias para la diferenciación. El término "reprogramación", como se usa en el 40
presente documento, no pretende significar ni referirse a una dirección o vía de diferenciación específica (por 
ejemplo, de un tipo celular menos especializado a un tipo celular más especializado), y no excluye procedimientos 
que proceden en una dirección o vía de diferenciación de lo que normalmente se observa en la naturaleza. Por lo 
tanto, en diferentes realizaciones de la presente invención, "reprogramación” significa e incluye todos y cada uno de 
los siguientes:45

(1) "Desdiferenciación", que significa un proceso mediante el que una célula que presenta un estado de 
diferenciación o tipo de célula más especializado (por ejemplo, un fibroblasto de mamífero, un queratinocito, una 
célula muscular o una célula neuronal) se convierte en una célula que presenta un estado de diferenciación o tipo 
celular menos especializado (por ejemplo, una célula iPS);

(2) "Transdiferenciación", que significa un proceso mediante el que una célula que presenta un estado de 50
diferenciación o tipo de célula más especializado (por ejemplo, un fibroblasto de mamífero, un queratinocito o 
una célula neuronal) se convierte en una célula que presenta otro estado de diferenciación o tipo celular más 
especializado (por ejemplo, de un fibroblasto o queratinocito a una célula muscular); y

(3) "Rediferenciación" o "diferenciación esperada" o “diferenciación natural”, que significa un proceso mediante el 
que una célula que presenta cualquier estado de diferenciación o tipo celular particular se convierte en una célula 55
que presenta otro estado de diferenciación o tipo celular como cabría esperar en la naturaleza si la célula 
estuviera presente en su lugar o entorno natural (por ejemplo, en un embrión 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 más factores de 
reprogramación).

Una "RNasa específica de ARN bicatenario", en el presente documento, significa una exorribonucleasa o 60
endorribonucleasa que digiere ARN bicatenario, pero no ARN monocatenario, a monorribonucleótidos o 
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oligorribonucleótidos pequeños (por ejemplo, a oligorribonucleótidos que tienen un tamaño inferior a 
aproximadamente 30 nucleótidos), pero que no digiere ARN monocatenario.

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

La expresión "composición de ARN purificado o tratado" (que, cuando se usa en un procedimiento de la presente 
invención, a veces se denomina solo "ARN monocatenario", "ARNm" o una "composición de ARN"), pretende 
significar una composición que comprende o consiste en uno o más ARN monocatenarios o ARNm tratados o 
purificados que están sustancialmente libres, casi libres, esencialmente libres, prácticamente libres, extremadamente 
libres o absolutamente libres de moléculas de ARN bicatenario como se define en el presente documento.10

Por ejemplo, una composición de ARN, o ARN monocatenario o ARNm, que está sustancialmente libre de moléculas 
de ARN bicatenario contendría menos de cinco nanogramos de ARN bicatenario de un tamaño superior a 
aproximadamente 40 pares de bases de longitud por microgramo de ARN.

Por ejemplo, una composición de ARN, o ARN monocatenario o ARNm, que está casi libre de moléculas de ARN 
bicatenario contendría menos de un nanogramo de ARN bicatenario de un tamaño superior a aproximadamente 40 15
pares de bases de longitud por microgramo de ARN.

Por ejemplo, una composición de ARN, o ARN monocatenario o ARNm, que está esencialmente libre de moléculas 
de ARN bicatenario contendría menos de 0,5 nanogramos de ARN bicatenario de un tamaño superior a 
aproximadamente 40 pares de bases de longitud por microgramo de ARN.

Por ejemplo, una composición de ARN, o ARN monocatenario o ARNm, que está prácticamente libre de moléculas 20
de ARN bicatenario contendría menos de 100 picogramos de ARN bicatenario de un tamaño superior a 
aproximadamente 40 pares de bases de longitud por microgramo de ARN.

Por ejemplo, una composición de ARN, o ARN monocatenario o ARNm, que está extremadamente libre de 
moléculas de ARN bicatenario contendría menos de 10 picogramos de ARN bicatenario de un tamaño superior a 
aproximadamente 40 pares de bases de longitud por microgramo de ARN.25

Por ejemplo, una composición de ARN, o ARN monocatenario o ARNm, que está absolutamente libre de moléculas 
de ARN bicatenario contendría menos de 2 picogramos de ARN bicatenario de un tamaño superior a 
aproximadamente 40 pares de bases de longitud por microgramo de ARN.

De forma similar, también se entenderá en el presente documento que una "composición de ARN" o una 
"composición de ARN monocatenario" o "moléculas de ARN monocatenario" o "ARNm" o una "mezcla de 30
reprogramación" o una "mezcla de reprogramación de ARN monocatenario" o una "mezcla de reprogramación de 
ARNm " o una "mezcla de reprogramación de iPSC de ARN monocatenario" o una "mezcla de reprogramación de 
iPSC de ARNm" o una "mezcla de inducción de iPSC de ARN monocatenario" o una "mezcla de factores de 
reprogramación de ARNm" o "una mezcla de factores de reprogramación" o " una mezcla de factores de inducción 
de iPSC" (o similar) que está o están "prácticamente libres", "extremadamente libres" o "absolutamente libres" de 35
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 tamaño superior a aproximadamente 40 pares 
de bases está presente por microgramo de ARN en dicha composición de ARN, composición de ARN 
monocatenario, moléculas de ARN monocatenario, ARN monocatenario, ARNm, mezcla de reprogramación de iPSC 
de ARN monocatenario, mezcla de reprogramación de iPSC de ARNm, mezcla de factores de reprogramación de 40
ARNm, mezcla de factores de reprogramación, mezcla de factores de inducción 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 específico del ARN 
bicatenario J2 (English & Scientific Consulting, Szirák, Hungría) (por ejemplo, en comparación con cantidades 
conocidas de patrones de ARN bicatenario manchados en membranas de nylon en ensayos paralelos usando 45
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.

Descripción de la invención

La invención se expone en las reivindicaciones adjuntas. Las realizaciones de la descripción que no entran dentro 50
del ámbito de las reivindicaciones se proporcionan solo con fines ilustrativos y no forman parte de la presente 
invención.

En algunas realizaciones, la presente invención se refiere a composiciones y a procedimientos para reprogramar 
células somáticas a células madre pluripotentes. Por ejemplo, la presente invención proporciona composiciones de 
ARN que comprenden ARN monocatenario (por ejemplo, moléculas de ARNm) y su uso en la reprogramación de 55
células somáticas humanas o animales (por ejemplo, de mamífero) a células madre pluripotentes. Por ejemplo, en 
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algunas realizaciones, la invención proporciona moléculas de ARN monocatenario modificadas con pseudouridina 
(modificadas con Ψ) y/o modificadas con 5-metilcitidina (m5C), que están al menos prácticamente libres de 
moléculas de ARN bicatenario, más preferentemente, al menos extremadamente libres de moléculas de ARN 
bicatenario, y lo más preferentemente, absolutamente libres de moléculas de ARN bicatenario, y que codifican 
factores de reprogramación.5

Los experimentos realizados durante el desarrollo de las realizaciones de la presente invención demostraron que las 
moléculas de ARNm se pueden administrar a las células e inducir un proceso de desdiferenciación para generar 
células desdiferenciadas, que incluyen células madre pluripotentes. Por lo tanto, la presente invención proporciona 
composiciones y procedimientos para generar células desdiferenciadas o iPS. De forma sorprendente, la 
administración de ARNm monocatenario que está al menos prácticamente libre, y preferentemente, al menos 10
extremadamente libre o al menos absolutamente libre de ARN bicatenario puede proporcionar una generación 
altamente eficaz de células desdiferenciadas o iPS. De forma inesperada y sorprendente, no solo ARNm modificado, 
tal como ARNm modificado con pseudouridina (Ψ) y/o 5-metilcitidina (m5C) codificantes de factores de inducción de 
células iPS, sino también ARNm no modificado codificante de dichos factores de inducción de células iPS, dan lugar 
a la generación altamente eficaz de células desdiferenciadas o células iPS.15

En algunas realizaciones, la presente invención proporciona procedimientos de desdiferenciación de una célula 
somática que comprenden: introducir ARNm codificante de uno o más factores de inducción de iPSC en una célula 
somática para generar una célula desdiferenciada.

En algunas realizaciones, la presente invención proporciona procedimientos de desdiferenciación de una célula 
somática que comprenden: introducir una composición de ARN monocatenario que comprende moléculas de ARNm 20
codificantes de uno o más factores de inducción de iPSC en una célula somática; 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 invención para reprogramar una célula de un primer estado de diferenciación o 25
fenotipo a un segundo estado de diferenciación 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 específico 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 invención para 30
reprogramar una célula de un primer estado de diferenciación o fenotipo a un segundo estado de diferenciación 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 más 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 35
composiciones, sistemas o kits que realizan dicho procedimiento, o de composiciones que resultan del uso de dichos 
procedimientos, la composición de ARN que comprende ARN monocatenario o ARNm usada para dicha introducción 
está sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, prácticamente libre, extremadamente libre o 
absolutamente libre de ARN bicatenario.

En algunas realizaciones, la presente invención proporciona procedimientos para cambiar el estado de 40
diferenciación (o estado diferenciado) de una célula eucariota (por ejemplo, una célula humana o animal) que 
comprende: introducir una composición de ARN monocatenario que comprende moléculas de ARNm codificantes de 
uno o más factores de reprogramación 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 proteínas en cantidades suficientes y 
durante el tiempo suficiente para generar una célula, en los que la célula presenta un estado cambiado de 45
diferenciación en comparación con la célula en la que se introdujo el ARNm. En realizaciones preferidas de este 
procedimiento, la composición de ARN monocatenario está sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libre, 
prácticamente libre, extremadamente libre o absolutamente libre de ARN bicatenario.

En algunas realizaciones, la presente invención proporciona procedimientos para cambiar el estado de 
diferenciación de una célula eucariota (por ejemplo, una célula humana o animal) que comprende: introducir una 50
composición de ARN monocatenario que comprende de ARNm codificante de uno o más factores de reprogramación 
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 proteínas en cantidades suficientes y durante el tiempo suficiente para generar 
una célula presente un estado de diferenciación cambiado en comparación con la célula en la que se introdujo el 
ARNm. En realizaciones preferidas de este procedimiento, la composición de ARN monocatenario está 55
sustancialmente libre, casi libre, esencialmente libres, prácticamente libres, extremadamente libre o absolutamente 
libre de ARN bicatenario. En algunas realizaciones, el estado de diferenciación cambiado es un estado de 
diferenciación de desdiferenciación en comparación con la célula en la que se introdujo el ARNm. Por ejemplo, en 
algunas realizaciones, la célula que presenta el estado de diferenciación cambiado es una célula madre pluripotente 
que está desdiferenciada en comparación con una célula somática en la que se introdujo el ARNm (por ejemplo, una 60
célula somática 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 somática de un linaje, fenotipo o función, y la 
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célula que presenta el estado de diferenciación cambiado es una célula somática que presenta un linaje, un fenotipo 
o una función 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 transdiferenciación (Graf y Enver, 2009).

Los procedimientos de la invención no se limitan a una célula en la que se introduce el ARNm en particular. En 
algunas realizaciones de cualquiera de los procedimientos de reprogramación de una célula eucariota, la célula en la 5
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 fúngica. En algunas 
realizaciones de cualquiera de los procedimientos de reprogramación de una célula eucariota, la célula en la que se 
introduce el ARNm es una célula normal que procede de un organismo que está exento de una enfermedad 10
conocida. En algunas realizaciones de cualquiera de los procedimientos de reprogramación de una célula eucariota, 
es una célula de un organismo que tiene una enfermedad conocida. En algunas realizaciones de cualquiera de los 
procedimientos de reprogramación de una célula eucariota, la célula en la que se introduce el ARNm es una célula 
que está exenta de una patología conocida. En algunas realizaciones de cualquiera de los procedimientos de 
reprogramación de una célula eucariota, la célula en la que se introduce el ARNm es una célula que presenta un 15
estado patológico o una patología conocida (por ejemplo, una célula cancerosa o una célula beta pancreática que 
presenta propiedades metabólicas características de una célula diabética).

La invención no se limita al uso de un tipo específico de célula (por ejemplo, a un tipo de célula somática específica) 
en las realizaciones de los procedimientos que comprenden la introducción de ARNm codificante de uno o más 
factores de inducción de células iPSC con el fin de generar una célula desdiferenciada ( por ejemplo, una célula 20
desdiferenciada o una célula iPS). Se contempla cualquier célula que se someta a desdiferenciación usando factores 
de inducción de células iPS. Dichas células incluyen, aunque sin limitación, fibroblastos, queratinocitos, adipocitos, 
linfocitos, linfocitos T, linfocitos B, células de sangre de cordón mononuclear, células de mucosa bucal, células 
hepáticas, 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 25
acondicionado libre de células (por ejemplo, un medio acondicionado por fibroblastos embrionarios de ratón o 
acondicionado por MEF). Por ejemplo, en algunas realizaciones de los procedimientos de reprogramación de una 
célula humana o de mamífero que presenta un primer estado diferenciado o fenotipo a un segundo estado 
diferenciado o fenotipo mediante la introducción repetida o continua de ARN monocatenario o ARNm codificante de 
uno o más factores de reprogramación, las células de dicha reprogramación se incuban sobre células alimentadoras 30
durante y/o después de dicha introducción; en otras realizaciones, las células se incuban en un medio acondicionado 
con MEF (por ejemplo, preparado según lo descrito por Xu y col., 2001) en ausencia de células alimentadoras 
durante y/o después de dicha introducción, en lugar de sembrarlas en placa sobre una capa alimentadora. En 
algunas realizaciones, este procedimiento es más rápido y más eficaz que otros procedimientos de reprogramación 
con los protocolos publicados que comprenden transfectar células con plásmidos de ADN o vectores lentivíricos 35
codificantes de los mismos o factores de reprogramación similares en un medio no acondicionado con MEF (por 
ejemplo, Aoi y col., 2008). En algunas otras realizaciones, se usa el medio de reprogramación de ARNm de 
Stemgent PLURITON™ para cultivar las células somáticas que se transfectan con la composición de ARN purificado 
que comprende moléculas de ARN monocatenario codificantes de uno o más factores de inducción de células iPS 
hasta que se inducen células desdiferenciadas o iPS, después de lo que las células desdiferenciadas o iPS, o las 40
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 reprogramación sin 
alimentadoras desarrollado por los presentes inventores para reprogramar fibroblastos humanos a iPSC) para la 
reprogramación 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 reprogramación (por ejemplo, 45
para evitar la rediferenciación de las células o colonias iPS o desdiferenciadas en células somáticas. Como se 
demuestra más adelante, dicho medio de reprogramación sin alimentadoras proporcionó una mejor generación y sin 
alimentadoras de células y colonias desdiferenciadas o iPS a partir de células somáticas humanas (por ejemplo, 
fibroblastos). La invención no se limita, sin embargo, a las condiciones de cultivo usadas. Cualquier condición de 
cultivo o medio ahora conocidos o identificados posteriormente como útiles para los procedimientos de la invención 50
(por ejemplo, para generar células desdiferenciadas o células iPS a partir de células somáticas y mantener dichas 
células) se contempla para su uso con la invención. 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 introducción de ARNm comprende administrar el 55
ARNm en la célula (por ejemplo, una célula somática humana o de otro animal) con un reactivo de transfección (por 
ejemplo, reactivo de transfección de ARNm TRANSIT™, MirusBio, Madison, WI). Sin embargo, la invención no está 
limitada por la naturaleza del procedimiento de transfección usado. De hecho, se contempla cualquier procedimiento 
de transfección 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 60
soporte la vida, ya sea que dichas células comprendan células aisladas o células que comprendan un tejido u órgano 
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 transfección comprende un lípido 
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(por ejemplo, liposomas, micelas, etc.). En algunas realizaciones, el reactivo de transfección comprende una 
nanopartícula o un nanotubo. En algunas realizaciones, el reactivo de transfección comprende un compuesto 
catiónico (por ejemplo, polietilenimina o PEI). En algunas realizaciones, el procedimiento de transfección usa una 
corriente eléctrica para administrar el ARNm en la célula (por ejemplo, mediante electroporación).

Los datos presentados en el presente documento muestran que, con respecto al ARNm introducido en la célula, 5
ciertas cantidades de los ARNm usados en los EJEMPLOS descritos en el presente documento dieron lugar a una 
mayor eficacia y a la inducción más rápida de células madre pluripotentes a partir de las células somáticas 
particulares usados de otras cantidades de ARNm. Sin embargo, los procedimientos de la presente invención no se 
limitan al uso de una cantidad específica del ARNm de introducción en la célula. Por ejemplo, en algunas 
realizaciones, se usó un total de tres dosis, comprendiendo cada dosis 18 microgramos de cada uno de seis ARNm 10
diferentes, cada uno codificando un factor de reprogramación humano diferente, para introducir el ARNm en 
aproximadamente 3 x 105 fibroblastos humanos en una placa de 10 cm (por ejemplo, administrado usando un 
reactivo de transfección que contenía lípidos), aunque, en otras realizaciones, se usaron cantidades mayores o 
menores de los ARNm para introducirlas en las células.

La invención no se limita a una forma química en particular del ARNm usado, siempre que la forma particular de 15
ARNm funcione para su aplicación prevista, aunque ciertas formas de ARNm pueden producir resultados más 
eficaces, que son realizaciones preferidas en el presente documento. En algunas realizaciones preferidas, el ARNm 
está 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 nucleótidos, por ejemplo, preferentemente 100-200, 150-200 
nucleótidos o más de 150 nucleótidos), aunque, en algunas realizaciones, se usa una cola de poli A más larga o más 20
corta. En algunas realizaciones, el ARNm usado en los procedimientos está protegido con caperuza. Para aumentar 
al máximo la eficacia de la expresión y para reducir al mínimo la respuesta inmune innata en las células, se prefiere 
que la mayoría, y más 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 enzimático de 25
protección 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 más del 90 %, más del 95 % o más del 98 % 
de las moléculas de ARNm. En realizaciones incluso más preferidas, se protege con caperuza más del 99 %, más 
del 99,5 % o más del 99,9 % de la población de moléculas de ARNm. En realizaciones preferidas, las moléculas de 
ARNm usadas en los procedimientos de la presente invención tienen un caperuza con una estructura cap1, en la 30
que el penúltimo nucleótido con respecto al nucleótido con caperuza tiene un grupo metilo en la posición 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 protección con caperuza SCRIPTCAP™ y las enzimas 2'-O-metiltransferasa 
SCRIPTCAP™ (CELLSCRIPT, INC., Madison, WI) o los componentes enzimáticos de protección con caperuza 
equivalentes del sistema de producción de ARNm convencional T7 mSCRIPT™, como se describe en la literatura 35
del producto provista con esos productos (CELLSCRIPT, INC., Madison, WI). En algunas realizaciones, el ARNm 
usado en los procedimientos de la presente invención tienen un nucleótido con caperuza modificado. Por ejemplo,
en algunas realizaciones, el ARNm que comprende un nucleótido con caperuza modificado se sintetiza como se 
describe en la solicitud de patente de EE.UU. con n.º de serie 11/787352 (Publicación n.º 20070281336). Por lo 
tanto, en algunas realizaciones preferidas, el ARN primario usado en la reacción de enzima de protección con 40
caperuza se sintetiza mediante transcripción in vitro (IVT) de una molécula de ADN codificante del ARN que se va a 
sintetizar. El 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 transcripción a partir de entonces. La IVT se puede realizar usando cualquier ARN 
polimerasa siempre que la síntesis del molde codificante del ARN se inicie específica y suficientemente a partir de un 
promotor de ARN polimerasa afín respectivo. En algunas realizaciones preferidas, la ARN polimerasa se selecciona 45
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 protección con caperuza 
posterior a la transcripción de ARN transcrito in vitro para los procedimientos que comprenden introducir ARNm 
purificado que comprende o consiste en al menos un ribonucleósido modificado, cuyo ARNm codifica al menos un 
factor de reprogramación, en una célula que presenta un primer estado diferenciado o fenotipo para generar una 50
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 transcripción usando un análogo de protección 
con caperuza dinucleotídico en la reacción de IVT (por ejemplo, usando un kit AMPLICAP™ T7 o un kit de 
transcripción MESSAGEMAX™ T7 ARCA-CAPPED MESSAGE; CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE.UU.). Si la 
protección con caperuza se realiza durante la transcripción, Preferentemente, el análogo de caperuza dinucleotídico 55
es un análogo de caperuza antiinverso (ARCA). Sin embargo, se prefiere el uso de una reacción de IVT separada, 
seguida de un sistema enzimático de protección con caperuza, que dé lugar a aproximadamente un 100 % del ARN 
protegido con caperuza, frente a la protección con caperuza durante la transcripción, 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 invención están protegidas con 60
caperuza (por ejemplo, más del 80 %, más del 90 %, más del 95 %, más del 98 %, más del 99 %, más del 99,5 % o 
más del 99,9 % de la población de moléculas de ARNm están protegidas con caperuza). En algunas realizaciones 
preferidas, el ARNm usado en los procedimientos de la presente invención tiene un caperuza con una estructura 
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cap1, que significa que el penúltimo nucleótido con respecto al nucleótido con caperuza tiene un grupo metilo en la 
posición 2' de la ribosa. El ARN protegido con caperuza sintetizado durante la transcripción mediante el uso de un 
análogo de caperuza dinucleotídico en la reacción de IVT puede convertirse en ARNm que tiene una estructura cap1 
mediante la incubación 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 información y los 5
protocolos proporcionados en la literatura del producto.

Los presentes investigadores habían descubierto previamente que el ARNm de cap1 se suele expresar en proteína a 
niveles más 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 10
ARNm usado en los procedimientos tiene un caperuza con una estructura capO, que significa que el penúltimo 
nucleótido con respecto al nucleótido con caperuza no tiene un grupo metilo en la posición 2' de la ribosa. Con 
algunos productos de transcripción, pero no todos, la transfección de células eucariotas con ARNm que tiene una 
caperuza con una estructura cap1 da lugar a un nivel superior o mayor duración de la expresión proteica en las 
células transfectadas en comparación con la transfección de las mismas células con el mismo ARNm, pero con un 15
caperuza que tiene una estructura capO. En algunas realizaciones, el ARNm usado en los procedimientos de la 
presente invención tienen un nucleótido 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 contenía bien uridina o pseudouridina en lugar de uridina, e ARNm que contenía pseudouridina se 20
expresó a un nivel superior o durante más tiempo que el ARNm que contenía uridina. Por lo tanto, en algunas 
realizaciones preferidas, una o más o todas las uridinas contenidas en el/los ARNm usado/s en los procedimientos 
de la presente invención se reemplaza/n por pseudouridina (por ejemplo, sustituyendo la pseudouridina-5'-trifosfato 
en la reacción 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 invención contiene uridina y no contiene pseudouridina. Además, para 25
lograr objetivos específicos, una base de ácido nucleico, una fracción de azúcar o un enlace internucleósido de uno 
o más de los nucleótidos del ARN monocatenario o ARNm que se introduce en la célula eucariota en los 
procedimientos de la invención puede comprender una base de ácido nucleico, una fracción de azúcar o un enlace 
internucleósido modificados.

La invención tampoco está limitada con respecto a la fuente del ARN monocatenario o ARNm sintetizado in vitro que 30
se administra en la célula eucariota en los procedimientos de la invención. En algunas realizaciones, tales como las 
descritas en los EJEMPLOS, el ARN monocatenario o ARNm se sintetiza in vitro mediante la transcripción de un 
molde de ADN que comprende un gen clonado en un vector de plásmido linealizado, o un producto de amplificación 
por PCR o RT-PCR, protección con caperuza, usando un sistema enzimático de protección con caperuza, y 
poliadenilación, usando una poli-A polimerasa. En algunas otras realizaciones, el ARN monocatenario o ARNm que 35
se administra en la célula eucariota se deriva de una célula o una muestra biológica. Por ejemplo, en algunas 
realizaciones, el ARNm derivado de una célula o muestra biológica se obtiene amplificando el ARNm de la célula o 
muestra biológica usando una reacción de amplificación de ARN. En algunas realizaciones preferidas, el ARNm 
derivado de la célula o muestra biológica se amplifica para generar ARN codificante de acuerdo con los 
procedimientos descritos en la patente de EE.UU. n.º 8.039.214.40

Con respecto a los procedimientos que comprenden introducir ARNm codificante de uno o más factores de inducción 
de células iPSC para generar una célula desdiferenciada (por ejemplo, una célula iPS), la invención no está limitada 
por la naturaleza de los factores de inducción de células iPS usados. Cualquier ARNm que codifique uno o más 
factores de inducción proteicos ahora conocidos, o que se descubran más tarde, que encuentren uso en la 
desdiferenciación, se contemplan para su uso en la presente invención. En algunas realizaciones, se emplean uno o 45
más ARNm codificantes de KLF4, LIN28, c-MYC de tipo silvestre, c-MYC(T58A) (Wang X y col., 2011; Wasylishen A. 
R., y col. 2011), L-MYC, NANOG, OCT4 o SOX2. Se han identificado proteínas OCT-3/4 y ciertos miembros 
proteicos de la familia de genes SOX (SOX1, SOX2, SOX3 y SOX15) como reguladores de la transcripción 
implicados en el procedimiento de inducción. 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 y 50
LIN28, que se han identificado para aumentar la eficacia de la inducción. Uno o más de estos factores pueden 
usarse en ciertas realizaciones.

Aunque las composiciones y los procedimientos de la invención se pueden usar para generar células iPS, la 
invención no se limita a la generación de dichas células. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el ARNm codificante 
de uno o más factores de reprogramación se introduce en una célula para generar una célula con un estado de 55
diferenciación cambiado en comparación con la célula en la que se introdujo el ARNm. Por ejemplo, en algunas 
realizaciones, el ARNm codificante de uno o más factores de inducción de células iPS se usa para generar una 
célula desdiferenciada que no sea una célula iPS. Dichas células encuentran uso en investigación, detección de 
fármacos y otras aplicaciones.

En algunas realizaciones, la presente invención proporciona además procedimientos que emplean las células 60
desdiferenciadas generadas mediante los procedimientos anteriores. Por ejemplo, dichas células encuentran uso en 
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investigación, detección de fármacos y aplicaciones terapéuticas en seres humanos u otros animales. Por ejemplo, 
en algunas realizaciones, las células generadas encuentran uso en la identificación y caracterización de factores de 
inducción de células iPS, así como otros factores asociados con la diferenciación o desdiferenciación. 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 5
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 además para generar una célula diferenciada que tenga el mismo estado de 
diferenciación o tipo de célula que la célula somática a partir de la que se generó la célula desdiferenciada. En 10
algunas otras realizaciones, la célula desdiferenciada generada usando los procedimientos anteriores (por ejemplo, 
una célula iPS) se trata además para generar una célula diferenciada que tenga un diferente estado de 
diferenciación o tipo de célula en comparación con la célula somática a partir de la que se generó 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 más factores de 15
reprogramación 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 diferenciación o tipo de célula 
cambiado en comparación con la célula desdiferenciada generada (por ejemplo, la célula iPS generada) en la que se 
introduce el ARNm codificante de uno o más factores de reprogramación. En algunas de estas realizaciones, la 
célula diferenciada generada que tiene el estado de diferenciación cambiado se usa para investigación, detección de 20
fármacos y aplicaciones terapéuticas (por ejemplo, en seres humanos u otros animales). Por ejemplo, las células 
diferenciadas generadas encuentran uso en la identificación y caracterización de los factores de reprogramación 
asociados con la diferenciación. 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 25
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 más 
factores de inducción de iPSC en una célula somática; 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 30
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 días. En algunas realizaciones del procedimiento, el tiempo 
suficiente para generar un célula desdiferenciada (por ejemplo, una célula iPS) es superior a ocho días (por ejemplo, 
9 días, 10 días, 11 días, 12 días, 13 días, 14 días, 15 días, 16 días, 17 días, 18 días o más). Entre otros factores, los 35
factores de inducción de células iPS particulares usados, y sus dosis y dosis relativas, así 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 requirió un tiempo mayor (por ejemplo, al menos aproximadamente 17 días) para generar 40
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 días para generar células iPS). En algunas realizaciones 
preferidas de este procedimiento, la eficacia de reprogramación para generar células desdiferenciadas es mayor o 
igual a 50 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 reprogramación para generar 45
células desdiferenciadas es mayor o igual a 100 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 
reprogramación para generar células desdiferenciadas es mayor o igual a 150 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 reprogramación para generar células desdiferenciadas es mayor o igual a 200 células 50
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 reprogramación 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 reprogramación para 
generar células desdiferenciadas es mayor o igual a 400 células desdiferenciadas (por ejemplo, iPSC) por 3 x 10555
células de entrada en las que se introduce el ARNm. En algunas realizaciones preferidas de este procedimiento, la 
eficacia de reprogramación para generar células desdiferenciadas es mayor o igual a 500 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 reprogramación para generar células desdiferenciadas es mayor o 
igual a 600 células desdiferenciadas por 3 x 105 células de entrada (por ejemplo, iPSC) en las que se introduce el 60
ARNm. En algunas realizaciones preferidas de este procedimiento, la eficacia de reprogramación para generar 
células desdiferenciadas es mayor o igual a 700 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 
reprogramación para generar células desdiferenciadas es mayor o igual a 800 células desdiferenciadas (por ejemplo, 
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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 reprogramación para generar células desdiferenciadas es mayor o igual a 900 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 reprogramación para generar células desdiferenciadas 
es mayor o igual a 1000 células desdiferenciadas (por ejemplo, iPSC) por 3 x 105 células de entrada en las que se 5
introduce el ARNm. Por lo tanto, en algunas realizaciones preferidas, este procedimiento tuvo una eficacia de más 
del doble que el protocolo publicado que comprende la administración de factores de reprogramación con un vector 
vírico (por ejemplo, un vector de lentivirus). En algunas realizaciones preferidas, este procedimiento fue más de 5 
veces más eficaz que el protocolo publicado que comprende la administración de factores de reprogramación con un 
vector vírico (por ejemplo, un vector de lentivirus). En algunas realizaciones preferidas, este procedimiento fue más 10
de 10 veces más eficaz que el protocolo publicado que comprende la administración de factores de reprogramación 
con un vector vírico (por ejemplo, un vector de lentivirus). En algunas realizaciones preferidas, este procedimiento 
fue más de 20 veces más eficaz que el protocolo publicado que comprende la administración de factores de 
reprogramación con un vector vírico (por ejemplo, un vector de lentivirus). En algunas realizaciones preferidas, este 
procedimiento fue más de 25 veces más eficaz que el protocolo publicado que comprende la administración de 15
factores de reprogramación con un vector vírico (por ejemplo, un vector de lentivirus). En algunas realizaciones 
preferidas, este procedimiento fue más de 30 veces más eficaz que el protocolo publicado que comprende la 
administración de factores de reprogramación con un vector vírico (por ejemplo, un vector de lentivirus). En algunas 
realizaciones preferidas, este procedimiento fue más de 35 veces más eficaz que el protocolo publicado que 
comprende la administración de factores de reprogramación con un vector vírico (por ejemplo, un vector de 20
lentivirus). En algunas realizaciones preferidas, este procedimiento fue más de 40 veces más eficaz que el protocolo 
publicado que comprende la administración de factores de reprogramación con un vector vírico (por ejemplo, un 
vector de lentivirus).

La presente invención proporciona además composiciones (sistemas, kits, mezclas de reacción, células, ARNm) 
usados o útiles en los procedimientos y/o generados mediante los procedimientos descritos en el presente 25
documento. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la presente invención proporciona ARNm codificante de un factor 
de inducción de células iPS, teniendo el ARNm pseudouridina en lugar de uridina.

La presente invención proporciona además composiciones que comprenden un reactivo de transfección y un ARNm 
codificante de un factor de inducción de células iPS (por ejemplo, una mezcla de reactivo de transfección y ARNm).

En algunas realizaciones, las composiciones comprenden ARNm codificante de una pluralidad (por ejemplo, 2 o 30
más, 3 o más, 4 o más, 5 o más, o 6) de factores de inducción de células iPS, incluyendo, pero sin limitación, KLF4, 
LIN28, c-MYC, NANOG, OCT4 y SOX2.

Las composiciones pueden comprender además cualquier otro reactivo o componente suficiente, necesario o útil 
para poner en practicar cualquiera de los procedimientos descritos en el presente documento. Dichos reactivos o 
componentes incluyen, aunque sin limitación, reactivos de transfección, medio de cultivo (por ejemplo, medio 35
acondicionador de MEF), células (por ejemplo, células somáticas, 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 detección/análisis, y similar.

En determinadas realizaciones, los ARN monocatenarios o ARNm que comprenden una composición, un kit o un 40
procedimiento de la invención se purifican o se tratan para generar composiciones de ARN tratado o purificado, o 
preparados de ARN monocatenario o de ARNm que tienen la mayoría 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 composición o en el preparado de ARN purificado o 
tratado se purifica para eliminar los contaminantes, incluyendo los contaminantes de ARN (por ejemplo, 45
contaminantes de ARN bicatenario) de modo que esté sustancialmente libre, prácticamente libre, extremadamente 
libre o absolutamente libre de dichos contaminantes. La presente invención no está limitada con respecto a los 
procedimientos de purificación o de tratamiento usados para purificar el ARN monocatenario o ARNm para los 
procedimientos del presente documento que usan una composición de ARN purificado o tratado (por ejemplo, que 
comprende un ARN monocatenario o ARNm) para inducir un efecto biológico o bioquímico (por ejemplo, para 50
reprogramar una célula humana o de mamífero de un estado diferenciado o fenotipo a un segundo estado 
diferenciado o fenotipo), y la invención 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 purificación del ARN monocatenario o ARNm elimina los contaminantes que son tóxicos 55
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 traducción 
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 60
realizaciones, el ARN monocatenario o ARNm se purifica usando un sustrato de resina polimérica que comprende un 
copolímero de estirendivinilbenceno derivado de C18 y un agente de emparejamiento de iones de acetato de 
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trietilamina (TEAA) en el tampón 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 tamaño; en algunas 
realizaciones, la purificación del ARN monocatenario o ARNm se realiza usando HPLC, pero, en algunas otras 
realizaciones, se usa una columna de flujo por gravedad para la purificación. En algunas realizaciones, el ARN 
monocatenario o ARNm se purifica usando un procedimiento descrito en el libro titulado "RNA Purification and 5
Analysis" de Douglas T. Gjerde, Lee Hoang y David Hornby, Publicado por Wiley-VCH, 2009. En algunas 
realizaciones, la purificación de ARN monocatenario o ARNm se lleva a cabo en un modo no desnaturalizante (por 
ejemplo, a una temperatura inferior a aproximadamente 50 ºC, por ejemplo, a temperatura ambiente). En algunas 
realizaciones, la purificación de ARN monocatenario o ARNm se lleva a cabo en un modo parcialmente 
desnaturalizante (por ejemplo, a una temperatura inferior a aproximadamente 50 ºC y 72 ºC). En algunas 10
realizaciones, la purificación de ARN monocatenario o ARNm se lleva a cabo en un modo desnaturalizante (por 
ejemplo, a una temperatura superior a aproximadamente 72 ºC). Como es evidente, los expertos en la materia 
sabrán que la temperatura de desnaturalización depende de la temperatura de fusión (Tf) del ARN monocatenario o 
ARNm que se está purificando, así como de las temperaturas de fusión del ARN, ADN o híbridos de ARN/ADN que 
contaminan el ARN monocatenario o ARNm. En algunas otras realizaciones, el ARN monocatenario o ARNm se 15
purifica según lo descrito por Mellits K. H. y col., 1990). Tras observar esa incubación de ARN transcrito in vitro (IVT-
ARN) con RNasa III usando las condiciones descritas por Robertson y col. (Robertson, H. D. y col., 1968) 
antagonizaron la activación de DAI en un sistema de traducción in vitro libre de células, estos autores usaron una 
purificación en tres etapas para eliminar los contaminantes, que puede usarse en realizaciones de la presente 
invención. La etapa 1 fue electroforesis en gel de poliacrilamida al 8 % en urea 7 M (condiciones de 20
desnaturalización). La banda principal de ARN se escindió del corte de gel y se sometió a electroforesis en gel de 
poliacrilamida al 8 % en condiciones no desnaturalizantes (sin urea), y la banda principal se recuperó del corte de 
gel. Se realizó una purificación adicional en una columna de celulosa CF-11 usando una fase móvil de etanol-tampón 
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 A y col. 1982. J. Gen. Virol. 59: 139-148) 25
y la etapa de purificación final fue cromatografía de celulosa. Se usó un procedimiento de purificación de IVT-ARN 
de 3 etapas similar que comprendía electroforesis en gel desnaturalizante, electroforesis en gel no desnaturalizante 
y cromatografía CF-11 por Peery y Mathews (Peery T. y Mathews, M. B. 1997). Estos autores dijeron que la RNasa 
III podría 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 30
ARN monocatenario o ARNm se purifica usando una columna de hidroxiapatita (HAP) en condiciones no 
desnaturalizantes o a temperaturas más altas (por ejemplo, según 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 cromatografía líquida de 35
intercambio aniónico débil en condiciones no desnaturalizantes (por ejemplo, según lo descrito por Easton L. E. y 
col., 2010. RNA 16: 647-653, para limpiar reacciones de transcripción in vitro). En algunas realizaciones, el ARN 
monocatenario o ARNm se purifica usando uno o más 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 realización 
más, el ARN monocatenario o ARNm usado en las composiciones, kits o procedimientos de la presente invención se 40
purifica usando un procedimiento que comprende tratar el ARN monocatenario o ARNm con una enzima que actúe 
específicamente (por ejemplo, que digiera) uno o más ARN contaminantes o ácidos nucleicos contaminantes (por 
ejemplo, incluyendo el ADN), pero que no actúe (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 invención se purifica usando un procedimiento que comprende tratar el ARNm con 45
una enzima ribonucleasa III (RNasa III) (por ejemplo, RNasa III de E. coli) y el ARN monocatenario o ARNm se 
purifica a continuación de los productos de digestión con RNasa III. Una enzima ribonucleasa III (RNasa III), en el 
presente documento, significa una enzima que digiere ARN bicatenario de más 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 invención se purifica usando un procedimiento que 50
comprende tratar el ARN monocatenario o ARNm con una o más otras enzimas que digieran específicamente uno o 
más ARN contaminantes o ácidos nucleicos contaminantes (por ejemplo, incluyendo el ADN).

En algunas realizaciones, los resultados descritos en el presente documento demuestran un procedimiento de la 
presente invención para reprogramar una célula que presenta un primer estado de diferenciación o fenotipo a una 
célula que presenta un segundo estado de diferenciación o fenotipo (por ejemplo, la reprogramación de una célula 55
madre mesenquimal de ratón a un mioblasto, por ejemplo, la reprogramación de un fibroblasto humano a una célula 
neuronal; por ejemplo, la reprogramación de una célula somática; por ejemplo, un fibroblasto, queratinocito o célula 
sanguínea a 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 o > 18 días) o continua en una célula que 
presenta un primer estado de diferenciación o fenotipo una mezcla de reprogramación de ARNm que comprende60
ARNm modificado con pseudouridina (GAΨC) codificante de uno o más factores de reprogramación proteicos (por 
ejemplo, uno o más factores de transcripción), en las que el ARNm de GAΨC: (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 cromatografía o 
electroforesis a baja presión o por gravedad) o se trata con una endorribonucleasa específica del ARN bicatenario 
(por ejemplo, RNasa III) en condiciones en las que: por ejemplo, para el ARNm codificante de proteína MYOD, 65
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menos del 1 % del ARN total que comprende dicha mezcla de reprogramación de ARNm usada para dicha 
introducción comprende ARN bicatenario; por ejemplo, para ARNm codificante de factores de reprogramación 
proteicos para inducir células neuronales o células iPS, menos del 0,01 % del ARN total que comprende dicha 
mezcla de reprogramación de ARNm usada para dicha introducción comprende ARN bicatenario; y mantener la 
célula en condiciones para generar una célula reprogramada que presente un segundo estado de diferenciación o 5
fenotipo. En algunas realizaciones preferidas, la caperuza presenta una estructura cap1, en la que el penúltimo 
nucleótido 5’ comprende un grupo 2'-O-metilo.

En otras determinadas realizaciones, estos resultados demuestran un procedimiento de la presente invención para 
reprogramar una célula que presenta un primer estado de diferenciación (por ejemplo, una célula somática; por 
ejemplo, un fibroblasto, queratinocito, una célula sanguínea) o fenotipo a una célula que presenta un segundo estado 10
de diferenciación (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 días) o 
continua en la célula que presenta un primer estado de diferenciación o fenotipo una mezcla de reprogramación de 
ARNm que comprende ARNm de GAUC sin modificar codificante de uno o más factores de reprogramación 
proteicos (por ejemplo, uno o más factores de transcripción), en las que el ARNm de GAUC sin modificar: (i) 15
presenta una caperuza en su extremo 5' y una cola de poliA en su extremo 3'; (ii) se purifica (por ejemplo, mediante 
HPLC o cromatografía o electroforesis a baja presión o por gravedad) o se trata con una endorribonucleasa 
específica del ARN bicatenario (por ejemplo, RNasa III) en condiciones en las que (por ejemplo para ARNm 
codificante de proteína MYOD, menos del 0,1 % del ARN total que comprende dicha mezcla de reprogramación de 
ARNm usada para dicha introducción comprende ARN bicatenario; por ejemplo, para ARNm codificante de factores 20
de reprogramación proteicos para inducir células iPS, menos del 0,004 % del ARN total que comprende dicha 
mezcla de reprogramación de ARNm usada para dicha introducción comprende ARN bicatenario); y cultivar la célula 
en condiciones para generar una célula reprogramada que presente un segundo estado de diferenciación o fenotipo. 
En algunas realizaciones preferidas, la caperuza presenta una estructura cap1, en la que el penúltimo nucleótido 5’ 
comprende un grupo 2'-O-metilo. En algunas realizaciones preferidas del procedimiento de reprogramación de una 25
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 somática (por 
ejemplo, un fibroblasto o queratinocito humano), la mezcla de reprogramación de ARNm usada para dicha 
introducción (por ejemplo, transfección) en la célula que presenta el primer estado de diferenciación comprende bien 
ARNm de GAΨC modificados con pseudouridina, ARNm de GAΨm5C modificados con pseudouridina y 5-30
metilcitidina, o ARNm de GAUC no modificados que presentan una estructura cap1, en cada caso con colas de poliA 
con al menos nucleósidos de 50 aminoácidos (por ejemplo, nucleósidos de aproximadamente 150 aminoácidos); en 
el que dicha mezcla de reprogramación de ARNm codifica una mezcla seleccionada entre: K(1-3)MO3S; K(1-3)MO3SL; 
y K(1-3)MO3SLN; en las que M = c-MYC(T58A) o c-MYC; en las que dichos ARNm de dicha mezcla de 
reprogramación de ARNm están tratados con RNasa III y están absolutamente libres de ARN bicatenario; y la célula 35
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 III

La siguiente descripción ilustra ejemplos de los materiales y procedimientos usados en general en el presente 40
documento. Siempre que ha sido posible, los solicitantes han intentado señalar cuándo 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 continuación. Sin embargo, los expertos en la materia, tras leer 
las siguientes descripciones, comprenderán cómo modificar las realizaciones específicas descritas sin desviarse del 
ámbito de la presente invención.45

Producción de un sustrato de ARN que comprende partes tanto de ARN bicatenario como de ARN 
monocatenario para su uso en el ensayo simultáneo de actividades de RNasa III tanto en ARN bicatenario 
como en ARN monocatenario

Se usó una construcción de ADN de plásmido que contenía el promotor de la ARN polimerasa T7 y T3 para la 
generación de un sustrato de ARN que comprendiera una parte central de ARN bicatenario con una parte de ARN 50
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 III tanto en ARN bicatenario como en ARN monocatenario 
simultáneamente. Se cortó una inserción de 1.671 pares de bases, como se muestra en la FIG. 1, de la estructura 
principal del plásmido con ClaI, y luego se generó ARN monocatenario (ARNmc) mediante la transcripción in vitro de 
cada cadena de ADN (FIG. 1) en dos reacciones separadas usando un kit de ARN-IVT convencional T7-Scribe™ 55
(CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, USA) o un kit de transcripción de alto rendimiento AmpliScribe™ T3 (epicentre,
Madison, WI), respectivamente. Tras el tratamiento con DNasa I para eliminar el molde de ADN, se hicieron 
precipitar los productos de la transcripción de ARN monocatenario con un volumen de acetato de amonio 5 M, y se 
volvieron a suspender en Tris-HCl 10 mM (pH 7,5) con EDTA 1 mM. Las dos cadenas de ARN monocatenario se 
hibridaron mediante la incubación de cantidades equivalentes de los ARN monocatenarios transcritos con T7 y T3 a 60
94 ºC durante 2 minutos, 72 ºC durante 10 minutos y luego enfriando lentamente hasta la temperatura ambiente. El 
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ARN hibridado resultante tenía 1.671 bases de longitud con una región monocatenaria de 255 bases en un extremo 
y una región monocatenaria de 136 bases en el otro extremo.

Producción de un ARN monocatenario de control

Se linealizó con EcoRI una construcción de plásmido que contiene un promotor de ARN polimerasa T7 con un 
inserción de 955 bases. Se usó el kit de ARN-IVT convencional T7-Scribe ™ para transcribir el ARN a partir del 5
molde. El tratamiento con DNasa I y la precipitación con acetato de amonio se realizaron como se ha descrito 
anteriormente, y el producto de la transcripción de ARN monocatenario se volvió a suspender en agua.

Ensayo simultáneo de la actividad de RNasa III en sustratos de ARN bicatenario y ARN monocatenario en 
diferentes condiciones de reacción

Se ajustó un microgramo del sustrato de ARN que comprendía partes tanto de ARN bicatenario como de ARN 10
monocatenario, (Denominado en el presente documento "sustrato de ARN" o "sustrato de ARN bicatenario") a una 
concentración final de 20 ng/microlitro, y se trató con RNasa III 20 nM usando el kit de eliminación de ARN 
bicatenario MINiMMUNE™ incubado (CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE. UU.) a 37 ºC durante 10 minutos en 
una mezcla de reacción de 50 microlitros que variaba en composición. En una realización, la mezcla de reacción 
contenía concentraciones finales de Tris-acetato 33 mM (pH 8) como tampón, acetato de potasio 200 mM como sal 15
monovalente y acetato de magnesio entre 1 mM y 10 mM como fuente de cationes de magnesio divalentes. Las 
reacciones también contenían 0,8 unidades por microlitro de inhibidor de la RNasa SCRIPTGUARD™ 
(CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE.UU.). Se detuvieron las reacciones mediante la adición de EDTA a la misma 
concentración final que la concentración de cationes de magnesio divalentes usada en el ensayo (por ejemplo, 1 mM 
a 10 mM final).20

La digestión del sustrato de ARN se analizó por electroforesis en gel desnaturalizante. En resumen, se analizaron 
muestras de 10 microlitros de cada reacción de RNasa III de 50 microlitros mediante electroforesis en gel 
desnaturalizante en agarosa al 1 %, gel de urea 1 M en tampón de TBE x 1. Las muestras se desnaturalizaron 
durante 2 minutos a 94 ºC en tampón de carga que contenía formamida, y se colocaron junto a marcadores de ARN 
Millennium™ (Ambion/Life Technologies). Los geles se tiñeron con colorante de gel de ácido nucleico SYBR® Gold 25
(Invitrogen/Life Technologies).

Ensayos de transferencia de puntos para el ensayo o la cuantificación del ARN bicatenario usando 
anticuerpos específicos 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 dejó secar el ADN 30
sobre la membrana de nylon durante 30 minutos a temperatura ambiente. Entonces, se bloquearon las membranas 
en tampón 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, Szirák, Hungría) se añadieron entonces a 1 microgramo/ml en tampón de bloqueo a 
temperatura ambiente durante 1 hora en una plataforma giratoria. Las membranas se lavaron entonces 6 veces 35
durante 5 minutos con 20 ml de tampón de lavado (Tris-HCl 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 
tampón de bloqueo al que se añadió una dilución 1:1000 del anticuerpo secundario (HRP anti-IgG de ratón, Cell 
Signaling Techologies, Danvers, MA). Las membranas se lavaron de nuevo 6 veces durante 5 minutos con 20 ml de 
tampón de lavado (Tris 25 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, Tween 20 al 0,05 %). Después, se añadieron volúmenes 40
iguales de sustratos quimioluminiscentes SUPERSIGNAL WEST PICO™ (Thermo Scientific, Waltham, MA), y se 
dejó que el color se desarrollara durante 5 minutos en una plataforma giratoria. Se tomaron imágenes de los puntos 
al exponer la película en la habitación oscura y luego revelar la película 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 reprogramación de células que 45
presentan un primer estado diferenciado o fenotipo a un segundo estado diferenciado o fenotipo (por 
ejemplo, la reprogramación de células somáticas 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 reprogramación de iPSC

Se sembraron células Nuff (fibroblastos de prepucio humano P9 irradiados (donante 11) (GlobalStem, Rockville, MD) 50
a una densidad de 5 x 105 células/pocillo en una placa de 6 pocillos recubiertos de gelatina. Se cultivaron las Nuff 
durante la noche a 37 ºC, CO2 al 5 % en medio de cultivo para Nuff (DMEM Invitrogen n.º de catálogo 11965-118, 
Hyclone FBS Fisher al 10 % n.º de catálogo SH30070.03HI, GLUTAMAX™ Invitrogen n.º de catálogo 35050-061, 
Pen/Estrep Invitrogen n.º de catálogo 15140-122). Se sembraron fibroblastos BJ (ATCC) a 1 x 104 células por pocillo 
en células Nuff que habían sido tratadas el día anterior. Entonces, se incubaron las células en medio de fibroblastos 55
BJ (Advanced MEM, Hyclone FBS Fisher al 10 % n.º de catálogo SH30070.03HI, GLUTAMAX Invitrogen n.º de 
catálogo 35050-061, Pen/Estrep Invitrogen n.º de catálogo 15140-122) durante la noche a 37 ºC, CO2 al 5 %.
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Protocolo de transferencia de ARNm TransIT™

Se retiró el medio de fibroblastos BJ de los fibroblastos BJ sembrados sobre células alimentadoras Nuff, y se 
reemplazó por medio de reprogramación de ARNm PLURITON™ (Stemgent, Cambridge, MA) (medio base con 
suplemento y penicilina/estreptomicina) (2 ml) con o sin 4 microlitros de proteína recombinante B18R (EBiosciences, 
San Diego, CA) hasta una concentración final de 200 ng/ml. Los medios se cambiaron inmediatamente antes de 5
cada transfección con el reactivo de transfección de ARNm Mirus (Mirus Bio, Madison, WI). Para transfectar los 
fibroblastos BJ, se añadieron de 0,6 a 1,4 microgramos de la mezcla de ARNm a 3:1:1:1:1 que comprendía 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 transfección de ARNm TransIT™ 
(microlitros por microgramo de ARNm) (Mirus Bio) con el ARNm. Se incubó la mezcla de ARNm-TransIT durante 2 10
minutos, y luego se añadió a cada pocillo de fibroblastos BJ sobre Nuff alimentadoras en medio PLURITON. Al día 
siguiente, se cambiaron los medios PLURITON antes de transfectar la misma dosis de ARNm usando refuerzo de 
TransIT y el reactivo de transfección de ARNm TransIT. Se reemplazó el medio PLURITON acondicionado con Nuff 
por medio PLURITON el sexto día de las transfecciones. A menos que se indique lo contrario, se realizó un total de 
18 transfecciones para cada experimento de reprogramación.15

Protocolo de diferenciación espontánea de cuerpos embrioides

Se procesaron algunas colonias de iPS que se recogieron y se pasaron múltiples veces (al menos 5 veces) para la 
diferenciación espontánea 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 días en placas de 6 pocillos 
de baja unión en medio de iPSC (medio DMEM/F12 suplementado con sustituyente de suero KNOCKOUT™ al 20 20
%, L-glutamina 0,1 mM, aminoácidos no esenciales y penicilina/estreptomicina (todos de Invitrogen). La mitad del 
medio se cambió todos los días durante el período de 8 días. Después de ocho días en cultivo en suspensión, 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, aminoácidos no 
esenciales y penicilina/estreptomicina) y se incubaron durante 8 días más. Se lavaron los cultivos en PBS y luego se 25
fijaron en paraformaldehído al 4 % en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se tiñeron las células 
usando anticuerpos que reconocen Desmin (Thermo Scientific, Fremont, CA), actina de músculo liso α (SMA) 
(Sigma, St. Lou es MO), fetoproteína alfa (AFP) (Sigma, St. Louis MO), SOX17 (R & D Systems, Minneapolis, MN) y 
beta-tubulina de clase III (Covance, Emeryville, CA). Se reconocieron estos anticuerpos primarios con el anticuerpo 
secundario fluorescente anti-555 de ratón (Cell Signaling Technologies, Danvers, MA). Se tomaron imágenes en un 30
microscopio Nikon epifluorescente TS100.

Tinción con fosfatasa alcalina como marcador de células iPS

Se lavan las células una vez en PBS x 1, seguido de la fijación en paraformaldehído 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 tampón AP (Tris 0,1 M, pH 9,5, NaCl 0,1 M, 35
MgCl2 5 mM). Luego se añadieron 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 tampón AP, que luego se añadió a las células durante 5-10 minutos hasta que se desarrolló la 
mancha. Una vez que se desarrolló el color púrpura, se lavaron las células al menos tres veces con TBST y, 
opcionalmente, dos veces con PBS x 1, y se realizó el recuento de las colonias teñidas, o se almacenaron en PBS 40
para la obtención de imágenes y realizar el recuento de las colonias.

Inmunización 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 realizó la obtención de imágenes de células vivas Tra-1-60 con el anticuerpo anti-Tra-1-60 
humana de ratón StainAlive Dylight™ 488 (Stemgent) de acuerdo con las especificaciones del fabricante. En 45
resumen, se diluyó un anticuerpo TRA-1-60 estéril (anticuerpo anti-Tra-1-60 humana StainAlive™ DyLight™ 488; 
Stemgent) 1:100 en medio de reprogramación. El día 18 del protocolo de reprogramación, se retiró el medio y se 
incubaron las células en medio que contenía TRA-1-60 durante 30 minutos a 37 ºC con CO2 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 
reprogramación durante la generación de imágenes inmunofluorescentes. Este anticuerpo permite la tinción de las 50
células vivas, en lugar de fijar las células y sacrificarlas para la generación de imágenes.

Procedimientos para la inmunotinción de células fijas de iPSC

Se lavaron colonias de iPSC dos veces en solución tamponada con fosfato (PBS) x 1 y se fijaron en 
paraformaldehído al 4 % en PBS a temperatura ambiente durante media hora. Tras 3 lavados en PBS x 1, las 
células se lavaron 3 veces en tampón de lavado, (PBS con Triton-X100 al 0,1 %) y se bloquearon durante una hora a 55
temperatura ambiente en solución de bloqueo, Triton-X100 al 0,1 %, BSA al 1 %, FBS al 2 % en PBS. Se diluyeron 
los anticuerpos primarios a 1:500 en solución de bloqueo y se aplicaron a las células durante la noche a 4 ºC. Las 
células se lavaron 6 veces en tampón de lavado. Se diluyeron los anticuerpos secundarios a 1:1.000 en tampón de 
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bloqueo, se aplicaron durante 2 horas a temperatura ambiente a oscuras. Tras 6 lavados con tampón de lavado, las 
células se lavaron dos veces en PBS x 1 antes de la generación de imágenes. Los anticuerpos primarios usados 
fueron:

anticuerpo de conejo OCT4 (Santa Cruz Biotechnology); anticuerpo de ratón TRA-1-60 (Cell Signaling 
Technology); anticuerpo de ratón LIN28 (Cell Signaling Technology); anticuerpo de conejo NANOG (Cell 5
Signaling Technology); anticuerpo de ratón SSEA4 (Cell Signaling Technology); anticuerpo de ratón 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-ratón Alexa Fluor® 555 (Molecular Probes, Life Technologies).

Construcción de moldes de ADN para la transcripción in vitro de ARN monocatenarios o ARNm codificantes 10
de factores de reprogramación de iPSC (por ejemplo, factores de reprogramación o inducción de iPSC)

Se amplificaron por PCR los marcos de lectura abiertos (ORF) de la mayoría de los genes humanos (por ejemplo,
KLF4, Lin28, NANOG, Oct4, Sox2) a partir de clones de ADNc (por ejemplo, Open Biosystems, Huntsville, AL) o 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 plasmídico basado 15
en pUC corriente abajo de un promotor de ARN polimerasa T7 (Mackie 1988, Studier y Moffatt 1986), y se 
secuenciaron para confirmar la precisión del ORF clonado. En algunas realizaciones preferidas, los ORF anteriores 
se ligaron en sitios EcoRV (para c-MYC) o EcoRV/SpeI (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 específicas, el vector basado en pUC19 se modificó mediante la inserción de un promotor 20
T7 seguido de la UTR 5' de β-globina de Xenopus laevis, un sitio de clonación múltiple que consiste en los sitios de 
restricción BglII, EcoRV y SpeI para la inserción de un gen de interés, y finalmente, la UTR 3’ de β-globina de 
Xenopus laevis. Los plásmidos se linealizaron con Sail antes de la transcripción in vitro; por ejemplo, el promotor de 
ARN polimerasa T7 (subrayado/negrita), las UTR 5’ y 3’ de β-globina de Xenopus laevis (subrayadas/cursiva) y el 
sitio de restricción de SalI (GTCGAC/subrayado) se representan en la SEQ ID NO: 1. Los plásmidos de ADN 25
basados en pUC19 que comprenden la SEQ ID NO. 1 con inserciones de ADN codificantes de un factor de inducción 
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 incubación durante una noche con Sail, y luego se purificaron mediante extracción con 30
fenol/cloroformo o fenol/cloroformo/alcohol isoamílico. Se hizo precipitar el ADN lineal con precipitación en acetato 
de sodio/etanol, seguida de un lavado con etanol al 70 %. El ADN lineal se reconstituyó en agua y se procesó en un 
gel de agarosa para comprobar que el plásmido estaba completamente linealizado. Los ADN plasmídicos tratados 
con Sail se reconstituyeron en agua y se procesaron en un gel de agarosa para verificar que todos los plásmidos se 
habían linealizado para su uso en la transcripción in vitro. Entonces, se usó el plásmido linealizado como molde para 35
la transcripción in vitro como se describe en el presente documento.

Síntesis in vitro de ARNm codificantes de factores de inducción de iPSC para la reprogramación

Se usó el sistema de producción de ARNm T7 mSCRIPT™ (CELLSCRIPT, INC, Madison, WI, EE.UU.) para producir 
ARNm no modificado con una estructura Cap1 5’ y una cola de poli(A) 3’ (por ejemplo, con aproximadamente 150 
restos de aminoácidos). El sistema de producción de ARNm T7 mSCRIPT™ también se usó para producir ARNm 40
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 aminoácidos), excepto que se usó 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 transcripción in vitro. Por ejemplo, las moldes linealizados se usaron para la transcripción in vitro como se 45
describe en la literatura proporcionada con el sistema de producción de ARNm convencional mSCRIPT™ T7 
(CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE.UU.), de la siguiente manera: se usó 1 microgramos de molde de ADN lineal 
en reacciones x 1 junto con 2 microlitros de tampón de transcripción T7-SCRIBF™ x 10, 1,8 microlitros de ATP 100 
mM, 1,8 microlitros de CTP o m5CTP 100 mM (Trilink Biotechnologies, San Diego, CA), 1,8 microlitros de GTP 100 
mM, 1,8 microlitros de UTP o ΨTP 100 mM (CELLSCRIPT), 2 microlitros de DTT 100 mM, 0,5 microlitros de 50
inhibidor de RNasa SCRIPTGUARD™ y 2 microlitros de solución enzimática T7-SCRIBF™.

Tras la transcripción in vitro (IVT), se digirieron los moldes de ADN con DNasa I, y luego se limpiaron ARNm 
transcritos in vitro por extracción con fenol-cloroformo y precipitación en acetato de amonio como se describe en el 
apartado del procedimiento de limpieza rápida de ARN. En resumen, se incubaron las reacciones de transcripción in 
vitro a 37 ºC durante 1 hora, seguido de la adición de 1 microlitro de DNasa I libre de RNasa y de la incubación 55
durante 15 minutos más a 37 ºC. El ARN se precipita añadiendo un volumen igual de acetato de amonio 5 M seguido 
de la incubación 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 continuación con RNasa III como se describe en el apartado del 

ES 2 676 600 T3

 



76

procedimiento de tratamiento con RNasa III, tras lo que se limpiaron los ARNm de nuevo como se describe en el 
apartado del procedimiento de limpieza rápida de ARN.

Después, se protegió con caperuza cada uno de los ARNm con ARNm de cap1 (o, en otras realizaciones, con 
ARNm de cap0) usando la enzima de protección con caperuza SCRIPTCAP™ y las enzimas 2'-O-metiltransferasa 
SCRIPTCAP™ (o para el ARNm de cap0, solo la enzima de protección con caperuza SCRIPTCAP™) como se 5
describe en el sistema de producción de ARNm convencional T7 mSCRIPT™: En resumen, se añadieron 60 
microgramos de ARN transcrito in vitro a 10 microlitros de tampón de protección 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 protección con 
caperuza SCRIPTCAP™, y agua hasta 100 microlitros. Todas las reacciones de protección con caperuza se 10
incubaron a 37 ºC durante 1 hora seguido de directamente la reacción formación de colas de poli(A).

La síntesis de ARNm con cola de poli(A) se realizó usando el sistema de producción de ARN T7 
mSCRIPT™(CELLSCRIPT, Inc.) de la siguiente manera: se añadieron 12 microlitros de tampón de formación 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 15
incubaron a 37 ºC 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 rápida de ARN o como se describe en el 
sistema de producción de ARNm convencional T7 mSCRIPT™. Por lo tanto, las reacciones se terminaron mediante 
dos extracciones en fenol/cloroformo/isoamilo, seguidas de la precipitación con un volumen igual de acetato de 20
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 reprogramación de iPSC se 
evaluaron para determinar la expresión tras la transfección de células humanas. Por ejemplo, en algunos 
experimentos, cada uno de los ARN monocatenarios transcritos in vitrocon cola de poli(A) y cap1 (con nucleótidos de 25
150 aminoácidos) fabricados con sustitución 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 expresión y la ubicación 
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 análisis de 30
inmunofluorescencia 24 horas después de la transfección. En resumen, las células 1079 se lavaron con PBS y se
fijaron en paraformaldehído 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 
tampón 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-35
humano de ratón con n.º de catálogo sc-5279, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA; NANOG anti-humano de 
conejo con n.º de catálogo 3580; KLF4 anti-humano de conejo con n.º de catálogo 4038; LIN28 anti-humano de 
ratón con n.º de catálogo 5930; c-MYC anti-humano de conejo con n.º de catálogo 5605; o SOX2 anti-humano de 
conejo con n.º de catálogo 3579; todos de Cell Signaling Technology, Beverly, MA) a una dilución de 1:500 en 
tampón de bloqueo. Tras lavar 5 veces en PBS + Triton X-100 al 0,1 %, las células se incubaron durante 2 horas con 40
anticuerpo ALEXA Fluor 488 anti-conejo (n.º de catálogo 4412, Cell Signaling Technology), anticuerpo secundario 
anti-FITC de ratón (n.º de catálogo F5262, Sigma) o un Alexa Fluor 555 anti-ratón (n.º de catálogo 4409, Cell 
Signaling Technology) a diluciones de 1:1000 en tampón de bloqueo. Se tomaron imágenes en un microscopio 
invertido Nikon TS100F (Nikon, Tokio, Japón) con una cámara digital monocromática de 2 megapíxeles (Nikon) 
usando el software de elementos NIS (Nikon). Los niveles endógenos de proteínas KLF4, LIN28, NANOG, OCT4 y 45
SOX2 no fueron detectables por inmunofluorescencia en células 1079 no transfectadas, aunque, en algunos casos, 
los niveles endógenos de c-MYC fueron relativamente altos en células 1079 no transfectadas. Las transfecciones 
con ARNm codificantes de los factores de transcripción, KLF4, c-MYC, NANOG, OCT4 y SOX2 dieron lugar a la 
ubicación principalmente nuclear de cada proteína 24 horas después de las transfecciones de ARNm, mientras que 
la proteína de unión al ARNm citoplasmático, LIN28, se localizó en el citoplasma.50

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

A menos que se indique lo contrario para un experimento particular, los factores de reprogramación de ARNm 
usados en los procedimientos de inducción de iPSC se diluyeron a 100 ng/ml, y se preparó una mezcla que contenía 55
los factores en una proporción molar de 3:1:1:1:1 de OCT4/SOX2/KLF4/LIN28/MYC (por ejemplo, cMYC, 
cMYC(T58A) o L-MYC), y se dividió en alícuotas que contenían aproximadamente de 1 a 1,4 microgramos de ARN 
total. Por ejemplo, en una realización que comprendía el uso de 1,1 microgramos totales al día por pocillo de ARNm 
para la reprogramación, se preparó en una proporción molar de 3:1:1:1:1 de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y c-MYC o 
c-MYC (T58A) mezclando los siguientes volúmenes de una solución de 100 ng/ml de cada factor de reprogramación 60
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; más 109,6 microlitros de agua, formando un volumen total de 1 ml. [Como 
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alternativa, en algunas realizaciones, se reemplazó una parte del agua por una solución acuosa de ARNm 
codificante de proteína verde fluorescente potenciada (EGFP) a 100 ng/ml como marcador de transfección].

Procedimiento de limpieza rápida de ARN

El siguiente protocolo proporciona un procedimiento de limpieza rápida de ARN para la extracción de enzimas, 
nucleótidos, oligonucleótidos pequeños y otros componentes del ARN de la reacción de transcripción in vitro (IVT) o 5
de tratamiento con RNasa III. No pretende ser un procedimiento para la purificación extensa de ARN monocatenario
o ARNm. Este procedimiento de limpieza comprende la extracción en fenol-cloroformo, seguida de la precipitación 
con acetato de amonio para retirar la proteína y hacer precipitar selectivamente el ARN, dejando el ADN residual no 
digerido y los trifosfatos 5’ de los nucleósidos no incorporados en el sobrenadante. Sin limitar el procedimiento con 
respecto a las cantidades específicas de ARN purificadas o los volúmenes de reactivos específicos, que pueden 10
aumentarse a escala o ajustarse, a continuación, se presenta una realización del procedimiento usado con respecto 
a la presente invención.

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

2. Se añade un volumen (200 microlitros) de fenol/cloroformo saturado con TE. Se agita con formación de vórtice 15
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 añade un volumen (200 microlitros) de acetato de amonio 5 M, se mezcla bien y luego se incuba durante 
15 minutos en hielo.20

6. Se sedimenta el ARN por centrifugación a >10.000 xg durante 15 minutos a 4 ºC.

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 espectrofotometría o fluorimetría.25

Ejemplo de un procedimiento de tratamiento con RNasa III de la presente invención

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 rápida de ARN 
descrito en el presente documento, en una mezcla de reacción de 200 microlitros que contiene Tris-acetato 33 mM 
(pH 8) como tampón, acetato de potasio 200 mM como sal monovalente, y entre aproximadamente 1 mM y 4 mM 30
(más preferentemente, aproximadamente 2-3 mM, y lo más preferentemente 2 mM) de acetato de magnesio como la 
sal de magnesio, y RNasa III 20 nM (CELLSCRIPT, INC., Madison, WI 53713) durante 30 minutos a 37 ºC. A menos 
que se indique lo contrario, los ARN monocatenarios se trataron con RNasa III usando el tratamiento con RNasa III 
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 usó hasta aproximadamente 10 mM de acetato de 35
magnesio para el tratamiento con RNasa III con el fin de evaluar el efecto de diferentes concentraciones de cationes 
de magnesio divalentes sobre la actividad de la RNasa III para la eliminación del ARN bicatenario. En algunas 
realizaciones, las reacciones de tratamiento con RNAsa III 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 III se detienen mediante la adición de EDTA a una concentración suficiente para formar 40
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 además usando el procedimiento de limpieza 
rápida de ARN, que comprende la extracción usando fenol/cloroformo saturado con TE, la precipitación 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 rápida de ARN). En algunas realizaciones, el ARN 45
monocatenario o ARNm tratado con RNasa III se vuelve a suspender luego en agua.

Ejemplo 1: La concentración de cationes de magnesio durante el tratamiento con RNasa III tiene efectos 
importantes sobre la integridad del ARN monocatenario y la plenitud de la digestión con RNasa III del ARN 
bicatenario

Se trató un microgramo de ARN bicatenario con RNasa III 20 nanomolar en tampones de reacción que contenían 50
acetato de magnesio de 0 a 10 mM en el tampón. Las condiciones de tratamiento ideales digerirían la región de ARN 
bicatenario de 1.671 nucleótidos de longitud del producto de la transcripción y dejarían intactos dos fragmentos de 
ARN monocatenarios de 255 y 136 nucleótidos 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 III. Lo que es más importante, 
las bandas de ARN monocatenario eran del tamaño correcto y estaban intactas, según las manchas mínimas 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 5
aumentaban hasta 10 mM, indicó que una concentración óptima de acetato de magnesio para la digestión con 
RNasa III estaba en el intervalo de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 4 mM, y más preferentemente, de 
aproximadamente 1 mM a 3 mM. Esto fue una gran sorpresa, porque los expertos que habían trabajado en la técnica 
de la RNasa III, al menos hasta donde saben los presentes inventores, no había enseñado que la concentración de 
acetato de magnesio era importante para la reacción de la RNasa III, habiendo establecido que podía usarse en un 10
amplio intervalo de concentraciones de hasta 100 mM. Por lo tanto, la observación 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 
mostró por primera vez que se necesitaba una concentración de cationes de magnesio divalentes mucho más baja 
que la establecida anteriormente para mantener la integridad del ARN monocatenario, y que la concentración de 10 15
mM que se había usado en la técnica era demasiado alta y conducía a una degradación del ARN monocatenario. 
Aún más, como se muestra en otra parte del presente documento, la digestión del ARN bicatenario fue incompleta 
cuando se realizó el tratamiento con RNasa III usando la concentración de cationes de magnesio 10 mM, lo que fue 
muy sorprendente, porque este nivel de cationes de magnesio para la digestión con RNasa III se ha estado 
enseñando en la técnica durante aproximadamente 35 años sin que se cuestionara ni se cambiara.20

Aún más, como se muestra en el EJEMPLO 9, la eficacia biológica de los ARNm monocatenarios modificados (por 
ejemplo, ARNm modificados con pseudouridina) para la expresión de las proteínas codificadas que comprenden 
factores de reprogramación de iPSC fue mayor si los ARNm modificados codificantes de los factores de 
reprogramación de iPSC se trataron con el tratamiento de RNasa III usando Mg2+ 2 mM en lugar de Mg2+ 10 mM. 
Aún más sorprendentemente, la efectividad de los ARN monocatenarios o ARNm no modificados (GAUC) tratados 25
con RNasa III codificantes de los factores de inducción de células iPS que se trataron con la RNasa III usando Mg2+

2 mM en lugar de Mg2+ 10 mM fueron muy diferentes, sin que se produjera la inducción de células iPS usando Mg2+

10 mM, pero produciéndose la inducción de muchas células iPS mediante el ARNm tratado con RNasa III usando 
Mg2+ 2 mM (por ejemplo, EJEMPLO 10).

Ejemplo 2: Los efectos de la concentración de cationes de magnesio divalentes sobre la plenitud de la 30
digestión con RNasa III del ARN bicatenario son detectables usando el anticuerpo monoclonal específico del 
ARN bicatenario J2

Se digirieron diferentes cantidades conocidas de un sustrato de ARN bicatenario usando el tratamiento con RNasa III 
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 35
anticuerpo monoclonal específico 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 más. Por consiguiente, se escogió el anticuerpo monoclonal J2, porque puede 
reconocer solamente tamaños biológicamente relevantes de ARN bicatenario que inducirán la producción de 40
interferón a través de la activación de TLR3.

Los resultados del ensayo de transferencia de puntos, como se muestra en la FIG. 3, muestran que la digestión de 
los contaminantes de ARN bicatenario por la RNasa III varió con la concentración de cationes de magnesio 
divalentes presente en la reacción. En este caso, la mayor parte del contaminante de ARN bicatenario se digirió a 
una concentración final de acetato de magnesio inferior a aproximadamente 5 mM, y la digestión pareció ser 45
completa entre aproximadamente 2 mM y aproximadamente 4 mM de cationes de magnesio divalentes.

Ejemplo 3: Efecto de la concentración de cationes de Mg2+ sobre la plenitud de la digestión del ARN 
bicatenario mediante composiciones de RNasa III detectado usando anticuerpo monoclonal específico del 
ARN bicatenario K1

Las muestras que contenían diferentes cantidades conocidas de ARN bicatenario se trataron con RNasa III en 50
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 III.

Como se muestra en el EJEMPLO 2, se necesitan tramos de ARN bicatenario de 40 pb o más para dimerizar TLR3 
con el fin de generar una respuesta inmune innata. Similar al anticuerpo monoclonal J2, el anticuerpo monoclonal 55
puede reconocer el ARN bicatenario de 40 pb o más. Por consiguiente, se escogió este anticuerpo, porque puede 
reconocer solo fragmentos de ARN bicatenario biológicamente relevantes que inducirán la producción de interferón a 
través de la activación 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 varió en función de la concentración de cationes de magnesio divalentes usados para el tratamiento con 
RNasa III. Usando el anticuerpo K1, la digestión del contaminante de ARN bicatenario pareció casi completarse a 
una concentración final de acetato de magnesio de entre aproximadamente 1 mM y 5 mM, y la digestión del ARN 
bicatenario pareció completarse a entre aproximadamente 2 mM y 4 mM de acetato de magnesio.5

Ejemplo 4: Efectos del tratamiento con RNasa III sobre la integridad de los productos de transcripción de 
ARN monocatenario pequeño (255 nucleótidos o 156 nucleótidos) y grande (955 nucleótidos) y el grado de 
digestión del ARN bicatenario con diferentes concentraciones de Mg+2

Se mezcló un microgramo del sustrato de ARN que comprendía tanto ARN bicatenario de 1.671 pares de bases 
como ARN monocatenario de 255 y 136 nucleótidos, y un producto de transcripción de control de ARN 10
monocatenario de 955 nucleótidos, y se trató con RNasa III 20 nanomolar en tampones de reacción que contenían 
acetato de magnesio 0 a 10 mM. En condiciones ideales, la reacción digeriría la parte de ARN bicatenario de 1.671 
pares de bases del sustrato de ARN y dejaría los extremos de ARN monocatenario de 255 nucleótidos y 136 
nucleótidos de este sustrato de ARN y el producto de transcripción de control de ARN monocatenario de 955 
nucleótidos sin digerir e intactos.15

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 pequeño como grande varió en función 
de la concentración del catión de magnesio divalente presente en la reacción. En este caso, se produjo una digestión 
de contaminante de ARN bicatenario óptima cuando la concentración final de acetato de magnesio estaba entre 
aproximadamente 1 y 4 mM de magnesio divalente, y preferentemente, entre aproximadamente 2 mM y 20
aproximadamente 3 mM de magnesio divalente. A estas concentraciones de catión de magnesio divalente, la parte 
de ARN bicatenario del sustrato de ARN se digirió aproximadamente por completo y se observó un manchado 
mínimo de las bandas de ARN monocatenario en el gel, evidencia de que ambos productos de transcripción de ARN 
monocatenario permanecieron conservados e intactos.

Ejemplo 5: Ejemplo de los análisis realizados para evaluar los efectos de la [Mg+2] en presencia de diferentes 25
sales monovalentes, en este caso, glutamato de potasio 200 mM, sobre la actividad de RNasa III en el ARN 
bicatenario y ARN monocatenario, incluyendo los efectos sobre la plenitud de la digestión del ARN 
bicatenario y la integridad delo ARN monocatenario

Se trató un microgramo de ambos productos de transcripción de ARN bicatenario y ARN monocatenario con RNasa 
III 20 nanomolar en la mezcla de reacción que contenía Tris-acetato 33 mM, pH 8, glutamato de potasio 200 mM (en 30
lugar de acetato de potasio) y diferentes concentraciones de catión divalente que varían 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 III 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 35
presente EJEMPLO 5, las reacciones óptimas incluyeron entre aproximadamente 1 y aproximadamente 5 mM de 
concentración final de acetato de magnesio, y más preferentemente, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 4 
mM de concentración final de acetato de magnesio.

Ejemplo 6: Efecto de la RNasa III sobre la integridad del ARN monocatenario y el grado de digestión del ARN 
bicatenario usando Mg+2 1 mM y diferentes concentraciones de glutamato de potasio40

En las reacciones que contenían ambos productos de transcripción de ARN bicatenario y ARN monocatenario, se 
aumentó la concentración de glutamato de potasio en la reacción de 0 a 300 mM de concentración final. Cada 
reacción contenía RNasa III 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 III presenta patrones de unión superiores y 
digestión del contaminante a concentraciones específicas de sal de glutamato de potasio. A esta concentración de 45
acetato de magnesio, el ARN bicatenario pareció ser digerido aproximadamente por completo, y el ARN 
monocatenario no se digirió significativamente en todas las concentraciones de glutamato de potasio ensayadas.

Ejemplo 7: Efecto de los tratamientos con RNasa III de sustratos de ARN bicatenario o ARN monocatenario 
en reacciones separadas que comprenden 1 mM de concentración final de Mg+2 y concentraciones variables 
de acetato de potasio como sal monovalente50

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

Como se puede ver en la FIG. 8, a una concentración final de cationes de Mg2+ 1 mM, la RNasa III digirió 
eficazmente el sustrato de ARN bicatenario, pero no digirió el ARN monocatenario, a toda la concentración de 55
acetato de potasio de entre 50 y 300 mM de concentración 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 iónica, pero, siempre que la concentración final sea suficiente (por 
ejemplo, de al menos aproximadamente 50 mM de concentración final), ni la identidad ni la concentración de sal 
monovalente afecta significativamente a la actividad de RNasa III 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 habían 
aconsejado que la concentración de sal monovalente era una variable importante de optimizar con el fin de afectar a 5
la actividad y la especificidad de la RNasa III por el ARN bicatenario. Sin quedar ligados a teoría alguna, los 
presentes solicitantes creen que la función de la sal monovalente con respecto a la digestión con RNasa III es la de 
mantener una fuerza iónica 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 
III. Como se menciona en otra parte del presente documento, contrariamente a lo que se ha enseñado previamente 10
en la técnica, los solicitantes descubrieron que la concentración final de cationes de magnesio divalentes es muy 
importante para la actividad y especificidad óptimas de la RNasa III por el ARN bicatenario, y que la concentración 
final de cationes de magnesio para la actividad óptima y especificidad del RNasa III hacia el ARN bicatenario es 
preferentemente de aproximadamente 1-4 mM, lo más preferentemente, de aproximadamente 2-3 mM, que es 
mucho más baja de lo que se había enseñado previamente en la técnica.15

Ejemplo 8: Efecto del tratamiento con RNasa III sobre la integridad del ARN monocatenario y el grado de 
digestión del ARN bicatenario con cantidades crecientes de ARN bicatenario añadidas a la mezcla de 
reacción

La cantidad de ARN bicatenario que puede ser digerida en una incubación de 10 minutos a 37 ºC con RNasa III 20 
nM se aumentó secuencialmente de un microgramo (a una concentración de 20 ng/microlitro final) a 20 microgramos 20
(400 ng/microlitro finales). La mezcla de reacción contenía 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 reacción. Se usa un microgramo de ARN monocatenario en el 
procedimiento de tratamiento con RNasa III descrito en el presente documento para garantizar la digestión completa 
del ARN bicatenario evitando cualquier posibilidad de insuficiente RNasa III debido a una muestra particular que 25
contenga niveles más altos de ARN bicatenario. Sin embargo, los expertos en la materia comprenderán que se 
puede usar menos RNasa III, y comprenderán que se podría hacer una valoración similar a la que se describe en el 
presente documento para determinar la cantidad de RNasa III necesaria para determinados tipos de muestras.

Ejemplo 9: Efecto de los tratamientos con RNasa III en presencia de diferentes niveles de cationes de 
magnesio divalentes sobre los niveles de traducción in vivo del ARNm codificante de luciferasa transfectado 30
en fibroblastos BJ

Se trató ARNm de luciferasa de luciérnaga durante 20 minutos con RNasa III en una mezcla de reacción que 
contenía tampón 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 III se limpió mediante extracción con fenol-cloroformo, precipitación usando acetato de 
amonio y lavado con etanol al 70 % (como en el procedimiento de limpieza rápida de ARN descrito en el presente 35
documento), y se transfectó en fibroblastos humanos BJ en pocillos por triplicado. Dieciocho horas después de la 
transfección, 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 promedió para los ensayos 
duplicados de las muestras por triplicado (n = 6), y se normalizó por la cantidad de proteína del lisado celular.

Como se muestra en la FIG. 10, el ARNm de luciferasa que se trató con RNasa III usando cationes de magnesio 40
divalentes 2 mM presentó una actividad de luciferasa medida mucho mayor (~9 veces) en comparación con el 
ARNm de luciferasa tratado con RNasa III usando cationes de magnesio divalentes 10 mM. Esto muestra además 
que la concentración de magnesio usada en la técnica durante aproximadamente 35 años no da lugar a una 
actividad biológica óptima del ARNm tratado con RNasa III. Aunque sorprendente e inesperado, este resultado 
coincide con otros hallazgos de los presentes inventores de que el uso de la RNasa III para tratar ARN 45
monocatenario o ARNm no digirió contaminantes de ARN bicatenario de manera eficaz usando cationes de 
magnesio 10 mM, como se enseña en la técnica, como el uso de cationes de magnesio 1-4 mM. Aún más, los 
presentes inventores descubrieron que los cationes de magnesio 1-3 mM, y preferentemente aproximadamente 2 
mM, son más 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 50
bajas concentraciones descubiertas de cationes de magnesio para los tratamientos con RNasa III del ARN 
monocatenario o ARNm que se introduce de manera repetida o continua en células humanas o animales para inducir 
un efecto biológico o bioquímico. En el EJEMPLO 10, el efecto biológico es la reprogramación de células somáticas 
humanas a células madre pluripotentes inducidas.

Ejemplo 10: Efectos de los tratamientos con RNasa III usando diferentes niveles de Mg2+ en la capacidad del 55
ARNm de cola de poli (A), cap1 sin modificar (-150 adenosinas) codificantes de factores de reprogramación 
de iPSC para reprogramar células somáticas a células madre pluripotentes inducidas ("iPSC") en ausencia 
de un inhibidor de las vías de respuesta inmune innata

En este EXAMPLE 10, se muestra que los ARNm codificantes de factores de reprogramación de iPSC, en los que 
dichos ARNm contienen únicamente nucleótidos no modificados (GAUC) y no contienen un nucleótido modificado 60
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que reduzca una respuesta inmune innata (a excepción del nucleótido con caperuza 5’-terminal que comprende 7-
metilguanina y el penúltimo nucleótido 5' 2'-O-metilado al que se une el nucleósido con caperuza, que juntos 
comprenden la estructura de caperuza cap1) pueden usarse para reprogramar células somáticas de mamíferos sin 
necesidad de un inhibidor de la respuesta inmune innata tal como la proteína B18R, siempre que los ARNm se traten 
usando los procedimientos de tratamiento con RNasa III descritos en el presente documento. Por lo tanto, en este 5
experimento, se usó una mezcla de factores de reprogramación de ARNm que comprendía ARNm no modificados 
codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, NANOG y cMYC(T58A) en una proporción molar de 3:1:1:1:1:1, en los 
que los ARNm fueron tratados con RNasa III en presencia de acetato de potasio 200 mM como sal monovalente y 
acetato de magnesio 1, 2, 3, 4, 5 o 10 mM para evaluar la importancia de la concentración de cationes de magnesio 
divalentes en la etapa de tratamiento con RNasa III para la inducción de iPSC. En otro aspecto de este experimento, 10
los ARNm se trataron con RNasa III 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 concentración de cationes de magnesio divalentes en la etapa de tratamiento con RNasa III para la 
inducción de iPSC.

Los procedimientos para usar las células alimentadoras y sembrar fibroblastos BJ en placas para la reprogramación 15
y para usar el reactivo de transfección TransIT™ (Mirus Bio) para la reprogramación fueron como se ha descrito 
anteriormente. En resumen, se sembraron 1,25 x 105 de fibroblastos sobre 5 x 105 de células alimentadoras NuFF. 
Las células se transfectaron diariamente durante 13 días con 1,2 microgramos de una mezcla de reprogramación de 
ARNm de 100 ng por microlitro que comprendía una proporción molar de 3:1:1:1:1:1 que contenía OCT4, SOX2, 
KLF4, LIN28, NANOG y cMYC(T58A). La transfección se realizó con 2,4 microlitros de cada refuerzo de Bio 20
TransIT™ y reactivo de transfección 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 cambió diariamente antes de transfectar las células. El día 13, las células se fijaron, se 
inmunotiñeron para el marcador fosfatasa alcalina de iPSC, y se contó el número de colonias de iPSC teñidas con 
fosfatasa alcalina para cada tratamiento.25

Como se muestra en la siguiente Tabla 1, los números de células iPS positivas en fosfatasa alcalina inducidas en las 
células transfectadas una vez al día con ARNm que habían sido tratados con RNasa III en presencia de acetato de 
magnesio 1 o 2 mM fueron mucho más altos que en las células transfectadas una vez al día 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 día con la mezcla de reprogramación de ARNm que 30
comprendía ARNm que se habían tratado con RNasa III 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 III en presencia de diferentes concentraciones de Mg2+ para 
generar iPSC positivas en fosfatasa alcalina tras transfecciones repetidas de fibroblastos BJ.

Sal de potasio monovalente 
usada para el tratamiento con 
RNasa III

Concentración de Mg(OAc)2

usada para el tratamiento con 
RNasa III

Número de colonias de iPSC 
positivas en fosfatasa alcalina el 
Día 13

Acetato 1 mM 110

Acetato 2 mM 70

Acetato 3 mM 3

Acetato 4 mM 3

Acetato 5 mM 2

Acetato 10 mM 0

Glutamato 2 mM 27

Glutamato 10 mM 0

Estos resultados demuestran que los procedimientos de tratamiento con RNasa III descritos en el presente 
documento, que comprenden el tratamiento de ARN transcrito in vitro con RNasa III en presencia de Mg2+35
aproximadamente 1-4 mM, eliminaron el ARN bicatenario en una medida suficiente para permitir la reprogramación 
de los fibroblastos a iPSC tras transfecciones repetidas de células somáticas de fibroblastos BJ humanos con esta 
mezcla de reprogramación de ARNm que comprende 6 ARNm diferentes codificantes de diferentes factores de 
reprogramación proteicos. En el presencia de Mg2+ 1 o 2 mM, el tratamiento con RNasa III eliminó muy eficazmente 
el ARN bicatenario de una mezcla de reprogramación de ARNm de modo que la reprogramación de las células 40
somáticas de fibroblastos BJ se reprogramó eficazmente a células desdiferenciadas o células madre pluripotentes 
inducidas positivas en fosfatasa alcalina. Por el contrario, Por el contrario, una mezcla de reprogramación de ARNm 
que comprendía los mismos ARNm tratados usando Mg2+10 mM, la concentración 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 reprogramación de las células 45
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somáticas de fibroblastos BJ a células desdiferenciadas o células madre pluripotentes inducidas positivas en 
fosfatasa alcalina en, por los demás, las mismas condiciones. Las diferencias de inmunotinción también se vieron 
respaldadas por las diferencias morfológicas observadas entre las células tratadas con Mg2+1-2 mM en comparación 
con 10 mM. Por ejemplo, los fibroblastos BJ transfectados diariamente con ARNm tratados con RNasa III en Mg2+ 2 
mM presentaron colonias de iPSC, mientras que los fibroblastos BJ transfectados diariamente con ARNm tratados 5
con RNasa III en Mg2+10 mM no presentaron una nueva morfología.

Los presentes investigadores creen que la reprogramación con éxito de células somáticas humanas o animales a 
células iPSC usando únicamente ARN monocatenario no modificado no se ha informado ni demostrado previamente. 
Sin quedar ligados a teoría alguna, se cree que otros no han tenido éxito en la reprogramación de células humanas o 
animales con ARN monocatenarios no modificados, porque no han reconocido la importancia de purificar o tratar el 10
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 prácticamente 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 prácticamente libres de ARN bicatenario, y más 
preferentemente, extremadamente libres o incluso absolutamente libres de ARN bicatenario. Por ejemplo, los 15
presentes investigadores han descubierto procedimientos sencillos, rápidos y eficaces para tratar los ARN 
monocatenarios con una RNasa específica del ARN bicatenario que dé lugar a ARN monocatenarios que estén al 
menos prácticamente libres de ARN bicatenario. Un ejemplo de dicha RNasa específica del ARN bicatenario que 
puede usarse para este fin es la RNasa III endorribonucleasa. Los presentes investigadores han descubierto también 
que, de forma sorprendente e inesperada, un procedimiento de uso de la RNasa III que se informó en la literatura 20
para retirar el ARN bicatenario del ARN monocatenario con el fin de eliminar la actividad inhibidora del ARN 
bicatenario en la traducción in vitro no retiraba suficiente ARN bicatenario del ARN monocatenario para que los ARN 
monocatenarios tratados con ese procedimiento pudieran usarse para la traducción en células vivas o para la 
reprogramación de células vivas humanas o animales de un estado de diferenciación a otro estado de diferenciación 
(por ejemplo, para la reprogramación de células somáticas humanas o animales a células iPS). De hecho, los 25
intentos de los presentes investigadores por usar ARN monocatenarios que se habían tratado con RNasa usando el 
procedimiento de la literatura para transfecciones repetidas para generar iPSC finalmente dieron lugar a la muerte de 
esas células. Aún más, no solo el procedimiento de uso de RNasa III para eliminar el ARN bicatenario para 
aplicaciones in vitro no funcionó para las aplicaciones in vivo (y dio lugar a la apóptosis de las células transfectadas 
con ARN monocatenarios tratados de esta manera), sino que el procedimiento también degradó los ARN 30
monocatenarios que los investigadores deseaban traducir en las células vivas. En otras palabras, no solo es que el 
procedimiento de RNasa III de la literatura no lograra eliminar suficientemente el ARN bicatenario no deseado, sino 
que también destruyó una parte de los ARN monocatenarios deseados codificantes de las proteínas de interés. A 
continuación, los presentes investigadores trataron de modificar todas las condiciones de los autores del 
procedimiento de la RNasa III para crear ARN monocatenario para aplicaciones in vitro, pero desafortunadamente no 35
sirvieron. Por lo tanto, aunque los autores del procedimiento existente sugerían que podría ser beneficioso aumentar 
la concentración de la sal monovalente en la reacción de RNasa III a una concentración que fuera más alta o más 
baja que la que sugerían, los presentes inventores lo intentaron sin éxito. También probaron varias sales 
monovalentes diferentes y variaron sus concentraciones, pero esto tampoco dio lugar a una eliminación suficiente 
del ARN bicatenario para los ARN monocatenarios que se usaban para reprogramar células vivas, no redujo 40
suficientemente la toxicidad de los ARN monocatenarios, y aún así, dañó o destruyó al menos una parte de los ARN 
monocatenarios deseados. El cambio de otras variables sugeridas por los autores del procedimiento publicado 
tampoco logró el objetivo deseado. Sin quedar ligados a teoría alguna, los presentes investigadores creen que la 
dificultad se debió a los niveles extremadamente bajos de ARN bicatenario que pueden ser detectados por la 
respuesta inmune innata y otros sensores de ARN que están presentes en las células humanas y animales para 45
proteger a esas células de la infección por virus de ARN bicatenario y otros patógenos. 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. Aún más, la respuesta inmune innata y otros sensores de ARN (por ejemplo, 50
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 mínima 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 inhibición de la síntesis de proteínas en dichas células. La respuesta inicial puede 55
sensibilizar a las células para que sean aún más sensibles a las subsecuentes introducciones repetidas de los ARN 
monocatenarios en las células, provocando una mayor toxicidad e inhibición de la síntesis de proteínas (por ejemplo, 
Kalal M. y col. 2002; Stewart II, 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 somáticas humanas a células iPS, la respuesta inmune innata y otras respuestas de sensores 60
de ARN se inducen cada vez que los ARN monocatenarios codificantes de los factores de reprogramación 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 síntesis de proteínas, inducir citotoxicidad y, si se prolongan, 
producir la muerte celular.

65
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Ejemplo 11. Reprogramación sin células alimentadoras de células somáticas humanas a células iPS en 
Matriz GFR MATRIGEL™ usando ARNm que contienen pseudouridina codificantes de factores de inducción 
de iPSC en ausencia de un inhibidor o agente que reduzca la expresión de una vía de respuesta inmune 
innata

Materiales y procedimientos para el EJEMPLO 115

En las realizaciones del EXAMPLE 11, cada ARN monocatenario que contiene pseudouridina sintetizado in vitro (es 
decir, sintetizado usando ψTP en lugar de UTP en la reacción de IVT) que codifica un factor de inducción 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 inducción de iPSC se trataron con RNAsa III con 
Mg(OAc)2 1 mM antes de proteger con caperuza el y añadir cola al ARN monocatenario. En este EXAMPLE 11, las 10
reacciones de tratamiento con RNAsa III también contenían 0,8 U/microlitro de inhibidor de RNasa 
SCRIPTGUARD™ (CELLSCRIPT, INC.).

Reprogramación sin células alimentadoras de fibroblastos humanos a células iPSC usando factores de 
inducción de iPSC de ARNm monocatenario

Antes de su uso para la reprogramación, se sembraron fibroblastos BJ (ATCC) a 5 x 104 células por pocillo en placas 15
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™-I 2 mM (Invitrogen, Carlsbad, CA), un medio esencial mínimo (MEM) útil para el crecimiento de 
fibroblastos.

Al día siguiente, se cambió el medio a un "Medio de reprogramación sin células alimentadoras" desarrollado por los 20
presentes solicitantes. Este medio de reprogramación sin células alimentadoras se componía 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™-I 2 mM (Invitrogen), 
solución de aminoácidos no esenciales 0,1 mM (Invitrogen), 2 micromolar del inhibidor del factor de crecimiento 
transformante β (TGFβ) STEMOLECULE™ SB431542 (Stemgent®, Cambridge, MA, EE.UU.), 0,5 micromolar del 25
inhibidor de la vía de señalización de MEK STEMOLECULE™ PD0325901 (Stemgent) y/o 10 ng/ml de citocina de 
ratón 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 antibióticos de penicilina-estreptomicina. En 
algunos experimentos, se usa una concentración menor o mayor de uno o más de estos inhibidores (por ejemplo, 1-
20 micromolar del inhibidor de TGFβ, 0,5-10 micromolar del inhibidor de la señalización de MEK y/o 5-50 ng/ml la 30
citocina recombinante de ratón, 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, TGFβ en la MATRIGEL™ u otra matriz 
extracelular, las concentraciones de los inhibidores usados pueden variar en función de los reactivos y de los medios 
usados. En algunos experimentos, se omitió el inhibidor de TGFβ, el inhibidor de la señalización de MEK y/o LIF del 
medio de reprogramación sin células alimentadoras. El medio de reprogramación sin células alimentadoras se 35
cambió diariamente una hora antes de cada transfección con factores de reprogramación de ARNm. Las células se 
transfectaron diariamente durante 18 días consecutivos usando el kit de transfección de ARNm TRANSIT™ (Mirus 
Bio LLC, Madison, WI, EE. UU.) como se describe en la literatura del producto: En resumen, se diluyó una solución 
que comprendía una mezcla de todos los factores de reprogramación del ARNm con 250 microlitros de medio de 
suero reducido OPTI-MEM® I (Invitrogen, Carlsbad, CA), y luego se añadieron 2,4 microlitros de TRANSIT™ 40
BOOST y se mezcló, seguidos de 2,4 microlitros del reactivo de transfección TRANSIT™. En algunas realizaciones, 
no se usó inhibidor de la expresión de una vía de respuesta inmune innata. En algunas otras realizaciones, se 
añadieron 132 ng de ARNm que contenía pseudouridina codificante de la proteína B18R a los factores de 
reprogramación que comprenden ARNm codificante de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC para la reprogramación 
de los fibroblastos BJ. Esta mezcla de transfección se aplicó gota a gota a las células. Las células se incubaron a 37 45
ºC en CO2 al 5 % hasta la transfección del día siguiente. Después de 18 transfecciones, se cambió el medio a un 
"Medio de mantenimiento de iPSC" diferente que se componía de DMEM/F12 complementado con reemplazo de 
suero KNOCKOUT™ al 20 %, L-glutamina 1 mM, solución de aminoácidos no esenciales 0,1 mM y 100 ng/ml de 
factor de crecimiento de fibroblastos humanos recombinante (FGF) (todos de Invitrogen, Carlsbad, CA) con 
antibióticos de penicilina-estreptomicina durante unos días más hasta que las colonias de iPSC fueron lo 50
suficientemente grandes como para recogerlas manualmente.

En otro experimento para evaluar el efecto del uso de diferentes concentraciones del inhibidor de TGFβ, 
STEMOLECULE™ SB431542, se llevó a cabo una reprogramación de los fibroblastos BJ como se ha descrito 
anteriormente, excepto que la concentración del inhibidor de TGFβ STEMOLECULE™ SB431542 usada en el medio 
de reprogramación fue una concentración de 0, 1,2 o 4 micromolar, y, en este experimento, los fibroblastos BJ se 55
transfectaron durante solo 17 días consecutivos en lugar de durante 18 días.

En otro experimento para evaluar el efecto del uso de diferentes concentraciones del inhibidor de MEK 
STEMOLECULE PD0325901™, la reprogramación de los fibroblastos BJ se llevó a cabo como se ha descrito 
anteriormente con una concentración 2 micromolar del inhibidor de TGFβ, y el inhibidor de MEK PD0325901 
STEMOLECULE™ se usó en el medio de reprogramación a una concentración de 0, 0,5, 1, 2, 10 o 15 micromolar, y, 60
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en este experimento, los fibroblastos BJ se transfectaron durante solo 17 días consecutivos en lugar de durante 18 
días.

Mantenimiento de colonias de iPSC generadas a partir de reprogramación de células somáticas humanas sin 
células alimentadoras usando factores de inducción de iPSC de ARNm monocatenario

Las colonias de iPSC resultantes dela reprogramación sin células alimentadoras se recogieron y se transfirieron 5
manualmente a placas de 12 pocillos recubiertas con 42 ng por pocillo de matriz de GFR MATRIGEL™ (BD 
Biosciences) que contenía un medio compuesto de una mitad de medio mTESR®-1 (StemCell Technologies, 
Vancouver, BC, Canadá) 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 pequeñas permeable a las 
células de quinasas asociadas a Rho. Las placas se incubaron a 37 ºC en CO2 al 5 % durante la noche, tras lo que 10
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 solución de dispasa (1 mg/ml) 
en medio DMEM/F12 (StemCell Technologies, Vancouver, BC, Canadá) en placas recubiertas con matriz de GFR 
MATRIGE™ de 6 pocillos (BD Biosciences); se incubaron las iPSC en la solución de dispasa durante 7 minutos a 37 
ºC y CO2 al 5 %, se lavaron tres veces con 3 ml de medio DMEM/F12, se eliminaron en medio mTESR®-1 (StemCell 15
Technologies) y se sembraron en pocillos de un placa recubierta con matriz de GFR MATRIGEL™ nueva (BD 
Biosciences) a proporciones de división apropiadas.

Inmunocitoquímica de las colonias de iPSC

Se lavaron las células dos veces en solución tamponada con fosfato (PBS) x1 y se fijaron en paraformaldehído al 4 
% en PBS a temperatura ambiente durante media hora. Tras 3 lavados en PBS x1, las células se lavaron 3 veces en 20
tampón de lavado (Triton-X100 al 0,1 % en PBS) y se bloquearon durante una hora a temperatura ambiente en 
solución de bloqueo (Triton-X100 al 0,1 %, BSA al 1 %, FBS al 2 % en PBS). Se diluyeron los anticuerpos primarios 
a 1:1.000 en solución de bloqueo y se aplicaron a las células durante la noche a 4 ºC. Las células se lavaron 6 veces 
en tampón de lavado, y se aplicaron los anticuerpos secundarios, diluidos a 1:1.000 en tampón de bloqueo, durante 
2 horas a temperatura ambiente a oscuras. Tras 6 lavados con tampón de lavado, las células se lavaron dos veces 25
en PBS x1 antes de la generación de imágenes.

Protocolo de diferenciación 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 ºC en CO2 al 5 %. Se neutralizó TrypLE a una proporción de 1:1 con mTESR suplementado 
con inhibidor de ROCK Y27632 10 micromolar (Stemgent) y 25 microgramos/ml de gentamicina (Invitrogen, 30
Carlsbad, CA), se centrifugó y se volvió a suspender en el mismo medio. Se sembraron las iPSC disociadas a 5 x 
106 células en matraces T25 de fijación ultrabaja (Corning Life Sciences, Lowell, MA) y se incubaron durante una 
noche a 37 ºC en CO2 al 5 %. Al día siguiente, los medios se intercambiaron a mTESR al 50 % y medio de transición 
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 35
dividieron en 2 matraces T25 de fijación ultrabaja. Durante los 12 días siguientes,se alimentaron los agregados con 
medio de inducción cardíaca, 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 cardíaco, DMEM bajo en glucosa (Invitrogen, Carlsbad, CA), FBS al 10%, 25 microgramos/ml de 
gentamicina.40

Resultados del EJEMPLO 11

Los fibroblastos BJ sembrados en matriz de GFR MATRIGEL™ se transfectaron diariamente durante 18 días 
consecutivos con factores de reprogramación de ARNm que contenían pseudouridina codificantes de OCT4, SOX2, 
KLF4, LIN28 y cMYC o cMYC(T58A) en medio de reprogramación sin células alimentadoras. Los factores de 
reprogramación de ARN monocatenario se componían de ARNm que contenían pseudouridina preparados como se 45
ha descrito anteriormente y en la literatura proporcionada con el sistema de producción de ARNm convencional 
mSCRIPT™ T7 (CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE.UU.), excepto que la uridina-5'-trifosfato (UTP) se sustituyó 
por pseudouridina-5'-trifosfato (ΨTP) y, antes de la protección con caperuza o de la poliadenilación, los ARN 
transcritos in vitro se trataron usando el tratamiento con RNasa III como se describe en el presente documento con 
una concentración de 1 mM de acetato de Mg. No se usaron células alimentadoras. A menos que se indique 50
específicamente lo contrario, no se usó proteína B18R ni otro inhibidor o agente que reduzca la expresión de una vía 
de respuesta inmune innata. Las células sobrevivieron y crecieron hasta la confluencia, y hacia el final del régimen 
de transfección, eran realmente demasiado confluentes. En los experimentos en los que se usaron ARNm que 
contenían pseudouridina codificantes del mutante cMYC(T58A) de la proteína cMYC, las colonias de iPSC 
comenzaron a aparecer alrededor del día 14, tras 15 transfecciones (Figura 11), contando como primer día de 55
transfección el día 0. En los experimentos en los que se usaron ARNm codificantes de la versión larga de tipo 
silvestre de la proteína cMYC, las colonias de iPSC comenzaron a aparecer alrededor del día 16. En este 
experimento, las colonias de iPSC se obtuvieron solo cuando la proteína LIF o un inhibidor de TGFβ o MEK de 
molécula pequeña (por ejemplo, inhibidor de TGFβ 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 reprogramación de ARNm en los que se usó medio de reprogramación de ARNm 
PLURITON™ (Stemgent) en matriz de GFR MATRIGEL™ sin células alimentadoras, se observó la muerte celular 
masiva en la primera semana de transfecciones con los mismos factores de reprogramación de ARNm que 
contenían pseudouridina codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y la versión larga de tipo silvestre de cMYC; 5
todos los fibroblastos BJ murieron en el medio PLURITON™, y no se observaron colonias de iPSC. Usando el 
ARNm que contiene pseudouridina codificante de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y mutante cMYC(T58A) en ausencia 
de las moléculas pequeñas, SB431542 (inhibidor de TGFβ), PD0325901 (inhibidor de MEK) y LIF (factor inhibidor de 
la leucemia), murió la mayoría de las células en el medio PLURITON™, pero un pequeño número de células 
supervivientes pudieron formar colonias de iPSC después de 18 transfecciones. Sin embargo, se generaron muchas 10
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 reprogramación 
de ARNm que contienen pseudouridina codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC (T58A) en el medio de 
reprogramación sin células alimentadoras suplementado con inhibidor de TGFβ SB431542, inhibidor de MEK 
PDO325901 y LIF, como se describe en el presente ejemplo (por ejemplo, véase la FIG.12).15

Las colonias de iPSC que se formaron en matriz de GFR MATRIGEL™ en el medio de reprogramación sin células 
alimentadoras y se desarrollaron como se describe en el presente ejemplo se tiñeron positivamente para una 
fosfatasa alcalina, característica de las colonias de iPSC (FIG. 12). Tras un par de días 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 20
se esperaba para las iPSC, necesitando pasarse cada 3 o 4 días mediante la división en solución de dispasa, y 
habiéndose mantenido en cultivo durante al menos 10 pasadas hasta la fecha. Las células de las colonias también 
se tiñeron positivamente para los marcadores de pluripotencia de iPSC: NANOG, TRA-1-60, SSEA4, OCT4 y SOX2 
(por ejemplo, FIG. 13). Los resultados de inmunotinción 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 reprogramación para reprogramar 25
fibroblastos BJ a células iPS, en la que se añadieron 132 ng de ARNm que contenía pseudouridina codificante de la 
proteína B18R a los factores de reprogramación que comprendían ARNm que contenían pseudouridina codificantes 
de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC. Otras estirpes de células iPSC inducidas en ausencia de ARNm codificante 
de la proteína B18R o usando otras condiciones descritas en el presente ejemplo también se tiñen positivamente 
para los marcadores de pluripotencia de iPSC.30

Se determinó previamente que los fibroblastos BJ humanos a 1 x 104 tenían una densidad celular óptima por pocillo 
en una placa de 6 pocillos para el éxito de la inducción de iPSC sobre células alimentadoras. Los experimentos 
iniciales de reprogramación indicaron que una densidad celular de 1 x 104 de fibroblastos BJ por pocillo no fue 
suficiente para generar tantas colonias de iPSC a partir de la reprogramación sin células alimentadoras de los 
fibroblastos BJ en la matriz de GFR MATRIGEL™ como las generadas a partir de la reprogramación usando células 35
alimentadoras. Sin embargo, la reprogramación sin células alimentadoras de mayores números de fibroblastos BJ a 
colonias de iPSC se logró cuando la densidad celular por pocillo de los fibroblastos BJ se aumentó hasta 5 x 104

células por pocillo en la matriz de GFR MATRIGEL™.

La siguiente Tabla 2 muestra el número de colonias de iPSC contadas el Día 18 cuando los fibroblastos BJ se 
transfectaron diariamente durante 18 días con la mezcla de ARNm que contenían pseudouridina codificantes de los 40
cinco factores de inducción de iPSC: OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC(T58A), como se ha descrito anteriormente, 
y, además, con o sin ARNm que contenía pseudouridina codificante de la proteína B18R, y se sembraron a una 
densidad celular de 5 x 104 células por pocillo en la matriz de GFR MATRIGEL™ en el medio de reprogramación sin 
células alimentadoras de iPSC desarrollaron los presentes inventores como se ha descrito anteriormente, o a una 
densidad celular de 1 x 104 células sobre células alimentadoras de fibroblastos neonatales humanos en el medio de 45
reprogramación sin células alimentadoras. El nuevo medio de reprogramación sin células alimentadoras de iPS 
usado para la reprogramación de las células sin células alimentadoras en la matriz de GFR MATRIGEL™ también 
contenía el inhibidor de TGFβ STEMOLECULE™ SB431542, el inhibidor de MEK STEMOLECULE™ PD0325901 y 
la proteína LIF como se ha descrito anteriormente.

Tabla 2. Reprogramación sin células alimentadoras de fibroblastos BJ a iPSC50

Sustrato
ARNm que contiene pseudouridina 
codificante de proteína B18R usado

Número de colonias de iPSC 
observadas

Matriz MATRIGEL sin 
células alimentadoras SÍ 72

Matriz MATRIGEL sin 
células alimentadoras NO 102

Células alimentadoras 
de fibroblastos 
neonatales humanos SÍ 81
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(continuación)

Sustrato
ARNm que contiene pseudouridina 
codificante de proteína B18R usado

Número de colonias de iPSC 
observadas

Células alimentadoras 
de fibroblastos 
neonatales humanos NO 76

La siguiente Tabla 3 muestra el número de colonias de iPSC contadas el Día 17 cuando los fibroblastos BJ se 
transfectaron diariamente durante 17 días con la mezcla de ARNm que contenían pseudouridina codificantes de los 
cinco factores de inducción de iPSC: OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC(T58A) en presencia de las concentraciones 
indicadas del inhibidor de TGFβ STEMOLECULE™ SB431542 (Stemgent).5

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

Concentración del inhibidor de TGFβ SB431542 (µM) Colonias de iPSC observadas

0 0

1 9

2 71

4 160

La siguiente Tabla 4 muestra el número de colonias de iPSC contadas el Día 17 cuando los fibroblastos BJ se 
transfectaron diariamente durante 17 días con la mezcla de ARNm que contenían pseudouridina codificantes de los 
cinco factores de inducción de iPSC: OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC(T58A) en presencia de 2 micromolar del 10
inhibidor de TGFβ STEMOLECULE™ SB431542 (Stemgent) y las concentraciones indicadas del inhibidor de MEK 
STEMOLE-CULE™ PD0325901 (Stemgent).

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

Concentración de PD0325901 (µM) Colonias de iPSC observadas

0 1

0,5 77

1 27

2 94

10 11

15 0

Diferenciación de las iPSC reprogramadas sin células alimentadoras a cardiomiocitos15

Se diferenciaron células madre pluripotentes inducidas que se habían generado a partir de la reprogramación de 
fibroblastos BJ sin células alimentadoras usando factores de reprogramación OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC de 
ARNm que contenían pseudouridina codificantes de B18R en agregados pulsátiles de cardiomiocitos usando el 
protocolo de diferenciación de cardiomiocitos descrito en el apartado de Materiales y procedimientos del EJEMPLO 
11. Los agregados de cardiomiocitos pulsátiles se observaron por primera vez tras 13 días. Se grabaron vídeos de 20
los agregados de cardiomiocitos pulsátiles.

Ejemplo 12. Estudios sobre variables que afectan a la eficacia de los ARNm codificantes de factores de 
inducción 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 25
iPSC con factores de inducción 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 reprogramación 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 proporción molar de 
3:1:1:1:1 como ha descrito anteriormente. A menos que se indique lo contrario, los ARN monocatenarios se trataron 30
con RNasa III usando el tratamiento con RNasa III 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 transfección de ARNm RNAiMAX™

Se retiraron los medios de fibroblastos BJ de los fibroblastos BJ sembrados sobre células alimentadoras Nuff, y se 
añadieron a medios de reprogramación de ARNm PLURITON™ (Stemgent, Cambridge, MA) (medios base con 
suplemento y penicilina/estreptomicina) (2 ml), y se añadieron 4 microlitros de proteína recombinante B18R 
(EBiosciences, San Diego, CA) hasta una concentración final de 200 ng/ml. Las células se incubaron a 37 ºC bajo 5
CO2 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 añadieron 12 microlitros de la mezcla de ARN a 
100 ng/µl (1,2 microgramos en total) a 48 microlitros de medio OptiMEM™ (Invitrogen, Carlsbad, CA) en el tubo A. 
En algunos experimentos, también se añadió ARNm codificante de la proteína 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 varió la 10
cantidad total de microgramos de la mezcla de ARNm usada para la transfección, 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 transfección. El tubo A se mezcló con el tubo B durante 15 minutos a temperatura ambiente, y luego la 
mezcla se añadió a los 2 ml de medio PLURITON ya en los fibroblastos BJ sembrado en Nuff. A menos que se 15
indique lo contrario, el medio se cambió 4 horas después de cada transfección con RNAiMAX™ por nuevo medio 
PLURITON con o sin proteína B18R a 200 ng/ml, y se incubó durante la noche a 37 ºC en CO2 al 5 %. Al día 
siguiente, se preparó la mezcla de transfección de la misma manera que se ha descrito anteriormente, y se 
añadieron los complejos de ARNm/ARNiMAX ™ al medio ya en cada pocillo sin cambiar el medio antes de añadir los 
complejos de ARNm/ARNiMAX ™. Los medios se cambiaron de nuevo 4 horas después de las transfecciones, y se 20
añadió proteína B18R a 200 ng/ml, y las células se incubaron durante la noche a 37 ºC en CO2 al 5 %. Se usó medio 
PLURITON acondicionado con Nuff para reemplazar el medio PLURITON el sexto día de las transfecciones. Estas 
transfecciones se repitieron todos los días 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 cambió antes de 25
cada transfección con las mezclas de ARNm codificantes de los factores de inducción de iPSC y, en algunos casos, 
con o sin ARNm codificantes de otras proteínas, o, en algunos experimentos, el medio no se modificó 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 30
añadieron a medios de reprogramación de ARNm PLURITON™ (Stemgent, Cambridge, MA) (medios base con 
suplemento y penicilina/estreptomicina) (2 ml), y se añadieron 4 microlitros de proteína recombinante B18R 
(EBiosciences, San Diego, CA) hasta una concentración final de 200 ng/ml. Los medios se pueden cambiar 
inmediatamente antes de cada transfección con el reactivo de transfección 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 35
cMYC, se añadió 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 transfección de ARNm TransIT (2 microlitros por microgramo 
de ARNm) con el ARNm. Se incubó la mezcla de ARNm-TransIT durante 2 minutos, y luego se añadió a cada pocillo 
de fibroblastos BJ sobre Nuff alimentadoras en medio PLURITON. Al día siguiente, se cambiaron los medios 40
PLURITON antes de transfectar la misma dosis de ARNm usando refuerzo de TransIT y el reactivo de transfección 
de ARNm TransIT. Se reemplazó el medio PLURITON acondicionado con Nuff por medio PLURITON el sexto día de 
las transfecciones. Se realizó un total de 18 transfecciones.

Protocolo de diferenciación espontánea de cuerpos embrioides

El protocolo de diferenciación espontánea de cuerpos embrioides se realizó como se ha descrito previamente 45
(Huangfu y col., 2008), y como se resume en el apartado de Materiales y procedimientos generales.

Tinción 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 realizó la obtención de imágenes de células vivas Tra-1-60 con el anticuerpo anti-Tra-1-60 
humana de ratón StainAlive Dylight™ 488 (Stemgent) de acuerdo con las especificaciones del fabricante.50

Resultados del EJEMPLO 12

El tratamiento con RNasa III redujo el nivel de ARN bicatenario

Todos los ARN transcritos in vitro usados en estos experimentos se trataron con RNasa III para eliminar el ARN 
bicatenario antes a las reacciones de protección con caperuza y de adición de cola (FIG. 14). Los tratamientos con 
RNasa III de los ARNm de Ψ (o ARNm de Ψ y m5C), datos no mostrados) produjeron niveles no detectables de ARN 55
bicatenario que fue reconocido por el anticuerpo monoclonal de ARN bicatenario J2 en experimentos de 
transferencia de puntos de ARN bicatenario, cuando se detectó 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 eliminación de los contaminantes de ARN 
bicatenario de los presentes ARNm reduciría enormemente la toxicidad global y, por lo tanto, mejoraría la 
reprogramación al transfectar los ARNm durante hasta 18 días seguidos. Para reducir aún más cualquier posible 
reactividad de inmunidad innata hacia los presentes ARNm, también se incorporó pseudouridina (Ψ) en lugar de 
uridina convencional (y, en algunos de los presentes ARNm, también 5-metilcitidina (m5C) en lugar de citidina); los 5
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 nucleósidos no canónicos presentan respuestas inmunes 
celulares significativamente reducidas.

Inducción de iPSC a partir de fibroblastos BJ usando protocolos RNAiMAX™

Cuando se introdujo una proporción molar de 3:1:1:1:1 de ARNm con Ψ y m5C tratados con RNasa codificantes de 10
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 transfección RNAiMAX™ cada día durante 18 días, la 
transformación de células mesenquimales a epiteliales se hizo evidente hacia el día 12 de las transfecciones, y se 
generaron colonias epiteliales fuertemente empaquetadas con altas proporciones de nucleares con respecto a 
citoplásmicas hacia el día 16 de las transfecciones. Los fibroblastos BJ que se transfectaron con dosis diarias totales 15
de 1,2 microgramos de ARNm mostraron colonias positivas de Tra-1-60 el día 18, tanto para las células 
transfectadas con ARNm codificante de c-MYC como para las células transfectadas con ARNm codificante de la 
proteína mutante c-MYC(T58A) (FIG. 15).

La Tabla 5 muestra los números relativos de colonias de iPSC observadas que eran positivas en Tra-1-60 el día 18 
de las transfecciones cuando se transfectaron fibroblastos BJ usando RNAiMAX™ con diferentes dosis de los ARNm 20
tratados con RNasa III codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y c-MYC, o c-MYC(T58A) que contenían 
nucleósidos modificados tanto con Ψ como con m5C.

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

Tratamiento N.º de colonias de iPSC el Día 18 de la 
reprogramación (positivas en Tra-1-60)

Sin tratamiento 0

Transfección simulada 0

1,2 µg de 5 Factores (cMYC) 6

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

0,6 µg de 5 Factores (cMYC) 0

0,3 µg de 5 Factores (cMYC) 0

1,2 µg de 5 Factores (cMYC T58A) 38

1,2 µg de 5 Factores (cMYC T58A) (+ 200 ng/ml de 
B18R)

20

0,6 µg de 5 Factores (cMYC T58A) 3

0,3 µg 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 más colonias a la 25
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 transfección que contenían c-MYC de tipo silvestre no dieron lugar a ninguna colonia 
de iPS a la dosis de 0,6 microgramos (Tabla 5). La adición de proteína recombinante B18R no ayudó a la eficiencia 
de la reprogramación en este experimento e incluso pareció ser perjudicial, ya que dio lugar a aproximadamente la 
mitad de las colonias de iPSC positivas en Tra-1-60 en comparación con los pocillos sin proteína B18R (Tabla 5).30

Al repetir el protocolo de transfección con RNAiMAX™ con solo la proporción molar de 3:1:1:1:1 de ARNm 
modificados con Ψ y m5C tratados con RNasa III codificantes OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y c-MYC, se volvió a ver 
una reducción del número de colonias que se asemejan morfológicamente a las colonias de iPS generadas cuando 
se usó la proteína B18R (Tabla 6). Sin quedar ligados a teoría alguna, es posible que B18R no fuera beneficiosa en 
este experimento, porque los ARNm modificados con Ψ y m5C tratados con RNasa III no generaron una respuesta 35
inmune innata sustancial.
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Tabla 6. Inducción de iPSC a partir de fibroblastos BJ ± proteína B18R usando ARNm modificados con Ψ y 
m5C tratados con RNasa III codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y c-MYC complejados con RNAiMax™

Cantidad de mezcla de ARNm usada 
para la transfección usando 
RNAiMAX™

Tratamiento adicional N.º de colonias de iPSC (basado 
en la morfología celular)

Nada - Transfección simulada Ninguno 0

1,2 µg de mezcla de ARNm Ninguno 20

1,2 µg de mezcla de ARNm + proteína B18R 8

0,8 µg de mezcla de ARNm Ninguno 5

0,8 µg de mezcla de ARNm + proteína B18R 3

0,6 µg 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 transfección 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 5
colonias se pasaron entre 5 y 10 veces antes de congelar algunas, y ensayar otras para determinar la expresión 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 cabría 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 proporción molar de 3:1:1:1:1 de ARNm modificados con Ψ 10
y m5C tratados con RNasa III codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y c-MYC a una dosis de 1,2 
microgramos/ml al día durante 18 días, y se analizaron en ensayos de diferenciación espontánea de cuerpos 
embrioides (Huangfu y col., 2008). Tras 8 días de cultivo en suspensión seguidos de 8 días más de unión 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-15
tubulina de clase III) (FIG. 17A, B y C). Con el Clon 2 de iPSC, Se generaron miocitos cardíacos palpitantes en uno 
de los pocillos.

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

Experimentos de reprogramación de iPSC similares usando el reactivo de transfección de ARNm TransIT™ (Mirus 
Bio, Madison, WI, USA) dieron lugar a muchas más colonias de iPSC, y las colonias de iPSC aparecieron antes de lo 20
que se obtuvieron usando el reactivo de transfección RNAiMAX™ (FIG. 18). Por ejemplo, se pudo ver la formación 
de colonias de iPSC en los pocillos transfectados diariamente con la dosis de 1,2 microgramos de la proporción 
molar 3:1:1:1:1 de ARNm modificados con Ψ y m5C tratados con RNasa III codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, 
LIN28 y c-MYC tan pronto como el día de transfección 10.

Tabla 7. Inducción de iPSC a partir de fibroblastos BJ transfectados con ARNm modificados con Ψ o con Ψ y 25
m5C tratados con RNasa III usando TransIT™

Número en la placa Tratamiento Número de colonias de iPSC positivas en 
fosfatasa alcalina el Día 15

1 Transfección simulada 0

2 1,2 µg de ARNm con Ψ y m5C 321

3 1,0 µg de ARNm con Ψ y m5C 125

4 0,8 µg de ARNm con Ψ y m5C 13

5 0,6 µg de ARNm con Ψ y m5C 0

6 0,4 µg de ARNm con Ψ y m5C 0

7 Transfección simulada 0

8 1,2 µg de ARNm con Ψ 49

9 1,0 µg de ARNm con Ψ 168

10 0,8 µg de ARNm con Ψ 8

11 0,6 µg de ARNm con Ψ 4

12 0,4 µg de ARNm con Ψ 0

La Tabla 7 muestra el número de colonias de iPSC generadas a partir de fibroblastos BJ humanos transfectados 
diariamente con cantidades de la proporción molar 3:1:1:1:1 de ARNm modificados con Ψ o con Ψ y m5C tratados 
con RNasa III codificantes de factores de inducción de iPSC (OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, cMYC), según lo indicado. 
Tras 15 días, las células se fijaron y se tiñeron para fosfatasa alcalina, un marcador de células madre.30
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Evaluación de la inducción de iPSC usando ARNm codificantes de diferentes combinaciones de factores de 
reprogramación

Basándose en el hallazgo de que el reactivo TransIT™ produjo un aumento impresionante del número de colonias 
de iPSC generadas a partir de fibroblastos BJ en comparación con el uso del reactivo RNAiMAX™, el reactivo 
TransIT ™ se usó luego para evaluar diferentes combinaciones de factores de reprogramación.5

Se descubrió que el uso de ARNm codificantes de los cuatro factores de inducción de iPSC (OCT4, SOX2, KLF4, c-
MYC) que mostró la generación de iPSC según Takahashi y Yamanaka (2006) bastó para reprogramar fibroblastos 
BJ a colonias de iPSC positivas en fosfatasa alcalina mediante la reprogramación del día 18. En estos experimentos, 
la inducción de colonias de iPSC usando ARNm modificados con Ψ y m5C codificantes de factores de inducción 
OCT4, SOX2, KLF4, c-MYC no pareció ser más eficaz que la obtenida usando solo los ARNm modificados con Ψ 10
codificantes de esas proteínas (FIG. 19).

Yu y col., (2007) demostraron que las células somáticas humanas podían reprogramarse sobreexpresando OCT4, 
SOX2, LIN28 y NANOG como factores de reprogramación usando sistemas lentivíricos. Posiblemente, cantidades 
más altas de los ARNm o más tratamientos con ARNm codificantes de estos factores podrían ser exitosos. Sin 
embargo, los presentes inventores no observaron ninguna colonia de iPSC positiva en fosfatasa alcalina mediante la 15
reprogramación el día 18 usando las cantidades de ARNm tratado con RNasa III codificantes de solo los factores de 
inducción OCT4, SOX2, LIN28 y NANOG evaluados, bien estando esos ARNm solo modificados con Ψ o 
modificados con Ψ y m5C.

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 podría usar en lugar de c-MYC para la inducción de iPSC. Los presentes 20
inventores descubrieron que el ARNm modificado con Ψ o con Ψ y m5C tratado con RNasa III codificante de L-MYC 
también se pudo usar en lugar de c-MYC para la reprogramación a iPSC de fibroblastos BJ en diversas 
combinaciones de factores de inducción de iPSC de ARNm. Sin embargo, la eficiencia de la generación 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. 19 y FIG. 20).25

Nakagawa M. y col., (2010) mostraron que las células humanas se pueden reprogramar a un estado pluripotente 
mediante el uso de sistemas lentivíricos para sobreexpresar solo tres factores (OCT4, SOX2 y KLF4). Los presentes 
inventores no observaron la generación de colonias de iPSC positivas en fosfatasa alcalina mediante la 
reprogramación el día 18 usando las cantidades de ARNm tratado con RNasa III codificantes de solo los factores de 
inducción OCT4, SOX2 y KLF4 sin c-MYC o L-MYC, bien estando esos ARNm solo modificados con Ψ o 30
modificados con Ψ y m5C (Tabla 8 y FIG. 19). Posiblemente, cantidades más altas de los ARNm o más tratamientos 
con ARNm codificantes de estos factores podrían ser exitosos.

Cuando se expresaron factores de reprogramación en células somáticas usando vectores episomales, otros 
descubrieron que la introducción de la expresión de 6 factores (OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, c-MYC y NANOG) 
produjo el nivel más alto de inducción de iPSC.35

Los presentes inventores descubrieron que el ARNm modificado con Ψ o modificado con Ψ y m5C tratado con 
RNasa III codificante de los seis factores, Incluyendo NANOG, en general, dio lugar a un ligero aumento Del número 
de colonias positivas en fosfatasa alcalina (ALKP) en comparación con OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y c-MYC sin 
NANOG (Tabla 8 y FIG. 19). En este experimento en particular, también observaron la formación de colonias de 
iPSC el día 10 cuando se incluyó el ARNm codificante de NANOG, en comparación con el día 11 o día 12 cuando no 40
se incluyó el ARNm codificante de NANOG con los ARNm de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y c-MYC.

Tabla 8. Inducción de iPSC de fibroblastos BJ por diferentes tipos y cantidades de ARNm de reprogramación

Numeración de la 
placa

Cantidad total, Identidad y modificación de los 
ARNm tratados con RNasa III usados para la 
transfección

Número de colonias positivas 
en fosfatasa alcalina el Día 17

Placa 5 (2 últimos 
pocillos)

Fibroblastos BJ sin tratar 0

Placa 1 (A1.2) 1,2 µg de ARNm con Ψ total codificante de OCT, 
SOX2, KLf4, LIN28, cMYC

108

CONTINUACIÓN

Placa 1 (A1.0) 1,0 µg de ARNm con Ψ total codificante de OCT, 
SOX2, KLf4, LIN28, cMYC

278

Placa 1 (B1.2) 1,2 µg de ARNm con Ψ y m5C total codificante de 
OCT, SOX2, KLf4, LIN28, cMYC

85

Placa 1 (B1.0) 1,0 µg de ARNm con Ψ y m5C total codificante de 
OCT, SOX2, KLf4, LIN28, cMYC

268
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(continuación)

Numeración de la 
placa

Cantidad total, Identidad y modificación de los 
ARNm tratados con RNasa III usados para la 
transfección

Número de colonias positivas 
en fosfatasa alcalina el Día 17

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

36

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

34

Placa 2 (D1.2) 1,2 µg de ARNm con Ψ y m5C total codificante de 
OCT, SOX2, KLf4, LIN28, L-MYC

171

Placa 2 (D1.0) 1,0 µg de ARNm con Ψ y m5C total codificante de 
OCT, SOX2, KLf4, LIN28, L-MYC

107

Placa 2 (E1.2) 1,2 µg de ARNm con Ψ total codificante de OCT, 
SOX2, KLf4, cMYC

28

Placa 2 (E1.0) 1,0 µg de ARNm con Ψ total codificante de OCT, 
SOX2, KLf4, cMYC

87

Placa 2 (F1.2) 1,2 µg de ARNm con Ψ y m5C total codificante de 
OCT, SOX2, KLf4, cMYC

207

Placa 2 (F1.0) 1,0 µg de ARNm con Ψ y m5C total codificante de 
OCT, SOX2, KLf4, cMYC

255

CONTINUACIÓN

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

0

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

3

Placa 3 (H1.2) 1,2 µg de ARNm con Ψ y m5C total codificante de 
OCT, SOX2, KLf4, L-MYC

44

Placa 3 (H1.0) 1,0 µg de ARNm con Ψ y m5C total codificante de 
OCT, SOX2, KLf4, L-MYC

17

Placa 3 (11,2) 1,2 µg de ARNm con Ψ total codificante de OCT, 
SOX2, KLf4

0

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

0

Placa 4 (J1.2) 1,2 µg de ARNm con Ψ y m5C total codificante de 
OCT, SOX2, KLf4

0

Placa 4 (J1.0) 1,0 µg de ARNm con Ψ y m5C total codificante de 
OCT, SOX2, KLf4

0

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

97

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

364

Placa 4 (L1.2) 1,2 µg de ARNm con Ψ y m5C total codificante de 
OCT, SOX2, KLf4, LIN28, cMYC, NANOG

150

Placa 4 (L1.0) 1,0 µg de ARNm con Ψ y m5C total codificante de 
OCT, SOX2, KLf4, LIN28, cMYC, NANOG

303

Placa 5 (M1.2) 1,2 µg de ARNm con Ψ total codificante de OCT, 
SOX2, LIN28, NANOG

0

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

0

Placa 5 (N1.2) 1,2 µg de ARNm con Ψ y m5C total codificante de 
OCT, SOX2, LIN28, NANOG

0

Placa 5 (N1.0) 1,0 µg de ARNm con Ψ y m5C total codificante de 
OCT, SOX2, LIN28, NANOG

0
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Ejemplo 13. Reprogramación de fibroblastos BJ en células iPS usando ARNm modificados con ψ con cola 
de Poli-A y Cap1 tratados con RNasa III codificantes de los factores de reprogramación OCT4, SOX2, KLF4, 
LIN28, NANOG y cMYC

Materiales y procedimientos para el EJEMPLO 13

Factores de reprogramación de ARNm5

Se prepararon ARNm modificados con ψ 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 proporción molar de 3:1:1:1:1:1 
como se ha descrito anteriormente. El tratamiento con RNasa III para eliminar el ARN bicatenario se realizó usando 
el ARN transcrito in vitro antes de la protección con caperuza y la formación de la cola en presencia de acetato de 10
magnesio 1 mM.

Breve descripción del procedimiento de reprogramación

Se sembraron fibroblastos BJ (ATCC) en células alimentadoras irradiadas - células NUFF humanas (fibroblastos de 
prepucio de recién nacido; Globalstem) en medio PLURITON ™ más suplemento (Stemgent) con antibióticos de 
penicilina/estreptomicina (pen/estrep), y se transfectaron diariamente durante 18 días con 800 ng de la mezcla de 15
ARNm a 3:1:1:1:1:1 con reactivo de transfección e ARNm TransIT™ (2 microlitros por microgramo de ARN; Mirus 
Bio). El medio celular se cambió diariamente, 1 hora antes de la transfección, con inhibidor de RNasa 
SCRIPTGUARD™ (0,4 U/ml; CELLSCRIPT) añadido al medio antes de la transfección. Las células de cada pocillo 
de cultivo se dividieron de 1 a 3, y se transfirieron a 3 pocillos de réplica el día 8 después de la novena transfección.

Descripción detallada del procedimiento de reprogramación20

Se sembraron células NuFF inactivadas mitóticamente de 9 pasadas a 2,5 x 105 (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 Tecnologías) y penicilina/estreptomicina x1 (Life Technologies). Veinticuatro 
horas después, se retiraron los medios y se sembraron 104 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).25

El medio de reprogramación PLURITON™ (Stemgent), con suplemento de PLU-RITON™ x1 recién añadido y 
pen/estrep x1, se cambió diariamente una hora antes de las transfecciones del ARNm. Se añadió inhibidor de la 
RNasa SCRIPTGUARD ™ a los medios de reprogramación PLURITON™ (y los medios de reprogramación 
PLURITON™ acondicionados con NuFF descritos a continuación) hasta una concentración final de 0,4 U/ml. El 
medio se añadió luego a las células diariamente, 1 hora o menos antes de las transfecciones.30

Las células se transfectaron durante 18 días consecutivos usando el kit de transfección de ARNm TransIT® (Mirus 
Bio). Se diluyeron 800 ng de mezcla de ARNm de reprogramación en 250 microlitros de Opti-MEM I (Life 
Technologies) y se añadieron 1,6 microlitros de TransIT BOOST™. se mezclaron los componentes de la reacción, 
luego se añadieron 1,6 microlitros del reactivo de transfección TransIT y se mezclaron los componentes de la 
reacción. Tras 2-5 minutos de incubación a temperatura ambiente, se aplicó la mezcla de transfección gota a gota a 35
las células. Las células se incubaron a 37 ºC en CO2 al 5 % durante la noche. Tras 6 transfecciones diarias en medio 
PLURITON™, se cambió el medio a medios de reprogramación PLURITON™ acondicionados con NuFF. Este 
medio basado en PLURITON™ se había incubado previamente en células alimentadoras NuFF durante 24 horas, 
regido y almacenado congelado hasta su uso. Cuando fue necesario, el medio acondicionado se descongeló, se 
filtró y se añadieron PLURITON™ y antibióticos nuevos, diariamente. Tras la última de las 18 transfecciones diarias, 40
las células se tiñeron en vivo con un anticuerpo contra TRA-1-60, para confirmar la producción de colonia de iPSC.

Procedimientos de inmunotinción in vivo

Se diluyó, 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™. El día 18 del protocolo de reprogramación, se retiró el 
medio y se incubaron las células en medio que contenía TRA-1-60 durante 30 minutos a 37 ºC con CO2 al 5 %. Se 45
lavaron las células dos veces con medio PLURITON™ para eliminar el anticuerpo no unido y se mantuvieron las 
células en medio nuevo de reprogramación durante la generación de imágenes inmunofluorescentes. Este 
anticuerpo permite la tinción de las células vivas, en lugar de fijar las células y sacrificarlas para la generación de 
imágenes. Basándose en la morfología y la tinción 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 había tratado con 50
RNasa III, pero solo se observaron 2 colonias de iPSC con el ARNm que contenía pseudouridina y 5-metilcitidina 
con modificación doble que se había tratado con RNasa III. Tras confirmar las colonias de células iPSC según su 
morfología y tinción de TRA-1-60, el día 19 se recogieron y se sembraron sobre células alimentadoras NuFF nuevas 
en medio acondicionado NuFF.

55

ES 2 676 600 T3

 



93

Selección de colonias de iPSC reprogramadas

Las colonias de iPSC se recogieron manualmente de placas de reprogramación y se expandieron para una 
caracterización adicional. En la recogida manual, las colonias se diseccionaron con una pipeta, se retiraron 
físicamente de la placa de reprogramación, 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 5
células se expandieron y se dividieron al alcanzarse una confluencia del 60-70 % con colagenasa IV como se ha 
descrito a continuación.

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 10
alimentadoras, las células se mantuvieron bien sobre fibroblastos neonatales humanos irradiados (GlobalStem) o 
sobre fibroblastos de ratón embrionarios irradiados (R&D Systems) sembrados a 2,5 x 105 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, solución de aminoácidos no 
esenciales 0,1 mM, 10 ng/ml de FGF recombinante humano básico (todos de Invitrogen) con antibióticos de 15
penicilina-estreptomicina. El medio se cambió diariamente. Los cultivos se dividieron cuando la población celular 
creció hasta aproximadamente del 60 % al 70 % de confluencia usando colagenasa IV como se descrito más 
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 20
MATRIGEL ™ se mantuvieron en medios de mTESR (STEMCELL Technologies) que se cambiaron diariamente. los 
cultivos se dividieron cuando la población celular creció hasta aproximadamente del 60 % al 70 % de confluencia 
usando dispasa como se describe a continuación.

División de iPSC

Para los cultivos mantenidos sobre células alimentadoras, el día anterior a la división, se sembraron placas 25
recubiertas de gelatina al 0,1 % con células alimentadoras, fibroblastos neonatales humanos irradiados (GlobalStem) 
o fibroblastos de ratón embrionarios irradiados (R&D Systems) a 2,5 x 105 células por pocillo. Las células se lavaron 
una vez con solución salina tamponada con fosfato (PBS) x1, y se aplicó 1 ml de una solución de colagenasa de tipo 
IV a 1 mg/ml en DMEM/F12 (Invitrogen). Las colonias de iPSC se incubaron en colagenasa IV en 37 ºC y CO2 al 5 % 
durante de 8 a 10 minutos hasta que los bordes de las colonias comenzaron a elevarse. Se lavaron las colonias 30
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, solución de aminoácidos no 
esenciales 0,1 mM, 10 ng/ml de FGF recombinante humano básico (todos de Invitrogen) con antibióticos de 
penicilina-estreptomicina, en volúmenes para alcanzar las proporciones de división apropiadas. Los cultivos divididos 
se sembraron en placas nuevas previamente sembradas con células alimentadoras en medio de mantenimiento de 35
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 retiró el medio y se reemplazó con 1 ml de una solución de dispasa 
a 1 mg/ml en DMEM/F12 (STEMCELL Technologies). Se incubaron los cultivos a 37 ºC y CO2 al 5 % durante 8 a 10 40
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, mTESR™ (Tecnologías 
STEMCELL) antes de sembrarlas en una nueva placa de MATRIGEL.

El día 28, después de 10 días de cultivo, tras recoger las colonias el día 19 y una posterior pasada de colagenasa de 
las células, algunas de las células se fijaron e inmunotiñeron.45

Procedimientos de inmunotinción de iPSC

Se lavaron colonias de iPSC dos veces en solución tamponada con fosfato (PBS) x 1 y se fijaron en 
paraformaldehído al 4 % en PBS a temperatura ambiente durante media hora. Tras 3 lavados en PBS x1, las células 
se lavaron 3 veces en tampón de lavado, (PBS con Triton-X100 al 0,1 %) y se bloquearon durante una hora a 
temperatura ambiente en solución de bloqueo, Triton-X100 al 0,1 %, BSA al 1 %, FBS al 2 % en PBS. Se diluyeron 50
los anticuerpos primarios a 1:500 en solución de bloqueo y se aplicaron a las células durante la noche a 4 ºC. Las 
células se lavaron 6 veces en tampón de lavado. Se diluyeron los anticuerpos secundarios a 1:1.000 en tampón de 
bloqueo, se aplicaron durante 2 horas a temperatura ambiente a oscuras. Tras 6 lavados con tampón de lavado, las 
células se lavaron dos veces en PBS x1 antes de la generación de imágenes. Las imágenes se muestran en la FIG. 
13. FIG. 15, FIG. 16, FIG. 17, FIG 22, FIG. 31 y FIG. 26.55
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Anticuerpos primarios usados:

Anticuerpo de conejo Oct4 (Santa Cruz Biotechnology)
Anticuerpo de ratón Tra-1-60 (Cell Signaling Technology)
Anticuerpo de ratón Lin28 (Cell Signaling Technology)
Anticuerpo de conejo NANOG (Cell Signaling Technology)5
Anticuerpo de ratón SSEA4 (Cell Signaling Technology)

Anticuerpos secundarios usados:

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

Diferenciación en cardiomiocitos10

Algunas colonias de iPSC se diferenciaron en cardiomiocitos como se ha descrito en el EJEMPLO 11.

Resultados del EJEMPLO 13

El día 18, había >> 100 colonias de iPSC presentes en cada uno de 3 pocillos de réplica de fibroblastos BJ que se 
habían transfectado con 18 dosis diarias de 800 ng de la mezcla molar de 3:1:1:1:1 de RNasa III, ARNm modificado 
con pseudouridina codificante de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, NANOG y cMYC. Las colonias de iPSC eran 15
demasiado numerosas para contarlas, y algunas de las colonias de iPSC ya empezaban a diferenciarse en otros 
tipos de células hacia el día 18. (100 colonias de iPSC representarían una eficiencia de ~ 1 % de la inducción de 
iPSC).

Las colonias de iPSC presentaron morfología de colonia iPSC (FIG. 21).

Las colonias vivas de iPSC se tiñeron positivamente para el marcador de células madre Tra-1-60 (FIG. 22).20

Uno de los 3 pocillos también se trató con proteína B18R de la transfección n.º 10 a n.º 18, pero no se observó 
ningún beneficio en que este pocillo tuviera un número de colonias de iPSC similar al del pocillo que no recibió la 
proteína B18R.

Se recogieron más de 50 colonias de iPSC el día 19. Algunas colonias de iPSC se trataron con colagenasa y se 
transfirieron; las colonias restantes se transfirieron a nuevas células alimentadoras el día 21.25

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

Algunas de las colonias de iPSC se fijaron e inmunotiñeron positivamente para marcadores de células madre el día 
28, 10 días de cultivo de iPSC después de la última transfección (FIG. 23).

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

Ejemplo 14. Experimentos adicionales sobre la reprogramación de fibroblastos BJ a iPSC y caracterización 30
adicional de las colonias de iPSC

Materiales y procedimientos para el EJEMPLO 14

Breve descripción del procedimiento de reprogramación

Los factores de reprogramación de iPSC que se prepararon se componían de ARNm modificados con ψ protegidos 
con caperuza en 5’ cap1 codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, NANOG y cMYC con una cola de Poli(A) de 35
aproximadamente 150 bases (con la longitud de la cola verificada mediante electroforesis en gel de agarosa 
desnaturalizante), y luego se mezclaron en una proporción molar de 3:1:1:1:1:1 como se ha descrito anteriormente. 
El tratamiento con RNasa III para eliminar el ARN bicatenario se realizó usando el ARN transcrito in vitro antes de la 
protección con caperuza y la formación de la cola en presencia de acetato de magnesio 1 mM. Las fibroblastos BJ 
(ATCC) se reprogramaron usando los factores de reprogramación de iPSC en un procedimiento de reprogramación 40
similar al descrito en el EJEMPLO 13, excepto que los fibroblastos BJ se transfectaron diariamente durante 18 días 
con un microgramo (en lugar de 800 ng) del reactivo de transfección 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 proteína recombinante B18R (eBioscience) antes tratarlos con los factores de reprogramación de 
ARNm, en cuyos casos, la solución de proteína B18R se añadió al medio de reprogramación varias horas antes de 45
añadir los factores de reprogramación de ARNm. Algunas de las colonias de iPSC también se transfirieron a una 
matriz extracelular artificial (MATRIGEL™) para la propagación 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 purificación de 
ARNm de las iPSC para el análisis de la expresión génica por qRT-PCR sin aislar también el ARNm contaminante 
de células alimentadoras. Para el cultivo sin células alimentadoras, se mantuvieron las colonias de iPSC en placas 50
de 6 pocillos recubiertas con matriz MATRIGEL™ calificada como hES (BD Biosciences). La matriz MATRIGEL se 

ES 2 676 600 T3

 



95

descongeló en hielo, se diluyó 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 cambió diariamente. Los cultivos se dividieron cuando la población 
celular creció hasta aproximadamente del 60 % al 70 % de confluencia como se describe a continuación. En las 
pasadas de los cultivos de iPSC, el medio se retiró y se reemplazó por 1 ml de una solución de dispasa a 1 mg/ml en 5
medio DMEM/F12. (STEMCELL Technologies). Los cultivos se incubaron a 37 ºC y CO2 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 suplementó con 
inhibidor de ROCK Y27632 10 uM (Stemgent). Las placas se incubaron a 37 ºC en CO2 al 5 % durante la noche. Los 10
cultivos se mantuvieron en mTESR para la expansión y la purificación del ARN para experimentos de qRT-PCR 
como se describe a continuación.

Descripción detallada del procedimiento de reprogramación del EJEMPLO 14.

Se reprogramaron fibroblastos BJ a iPSC usando los materiales, procedimientos y protocolos presentados a 
continuación.15

Materiales para la reprogramación de fibroblastos BJ a iPSC

• Medios de reprogramación PLURITON™ (Stemgent, n.º de cat. 00-0070)
• DMEM, rico en glucosa (GIBCO, n.º de cat. 11965-092, Life Technologies)
• EMEM (ATCC, n.º de cat. 302003)
• Suero bovino fetal definido (Hyclone n.º de cat. SH30070.03, Thermo)20
• GLUTAMAX™-1 (GIBCO, n.º de cat. 35050-061, Life Technologies)
• 10000 UI de Penicilina/ Estreptomicina 10.000 microgramos (x200) (MP Biomedicals, n.º de cat. 1670249, 

Thermo)
• Medio sérico reducido OPTI-MEM® I x1 (Invitrogen, n.º de cat. 11058-021)
• Fibroblastos de prepucio humano neonatal (NuFF), P9, IRR (GlobalStem n.º de cat. GSC-3001G) - pasada 9, 25

irradiado
• Fibroblastos BJ humanos de recién nacido (ATCC, n.º de cat. CRL-2522)
• Proteína recombinante B18R sin vehículo (eBioscience n.º de cat. 34-8185-85)
• Factor de crecimiento básico de fibroblastos humanos recombinante (FGFb) (AA 10-155) (GIBCO, n.º de cat. 

PHG0023, Life Technologies)30
• Kit de transfección de ARNm TransIT® (Mirus Bio, n.º de cat. 2256)
• Agua UltraPure con gelatina al 0,1 % (Millipore, n.º de cat. ES-006-B)
• Tripsina al 0,025 %, EDTA al 0,02 % para células primarias (GIBCO, n.º de cat. R-001-100, Life Technologies)
• Solución neutralizante de tripsina (GIBCO, n.º de cat. R-002-100, Life Technologies)

Composición de los medios35

• 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 reprogramación PLURITON™ - Medio Pluriton, Suplemento de Pluriton x1, Pen/Estrep x1
• Medio de reprogramación PLURITON™, acondicionado con NuFF - 25 ml de medio de reprogramación Pluriton 

(anterior) recogido tras 24 horas sobre células NuFF a 4 x 106, recogido diariamente, combinado, filtrado en 40
condiciones estériles y almacenado en alícuotas congeladas.

Composición de la solución

• 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.

Preparación45

• Se descongela el suplemento Pluriton a 4 ºC, y se extrae en alícuotas y se congele a -70 ºC.
• Se descongelan los medios Pluriton a 4 ºC durante 2 días.
• Se descongelan a 4 ºC y se forman alícuotas de proteína B18R, se almacenan a -70 ºC.
• Se cubren los matraces con gelatina 4+ horas antes de que sean necesarios para las células NuFF.
• Se siembran 4 x 106 células NuFF por matraz T75 en 25 ml de medios - para medios acondicionados (tarda 7 50

días).
• 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 reprogramación (día -2).
• Se siembran fibroblastos BJ a 104 células por pocillo de placa de 6 pocillos.55
• Se transcribe, se protege con caperuza, se añade la cola y se cuantifica el ARN.
• Se mezcla ARNm de KLMOS a una proporción molar de 1:1:1:3:1 en agua estéril.
• Se renuevan los medios Pluriton diariamente añadiendo suplemento y Pen/Estrep x1.
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Generación de medio Pluriton acondicionado con NuFF (empieza el día -2)

1. Se añaden 8 ml de solución de gelatina al 0,1 % a un matraz de cultivo de tejidos T75.
2. Se incuba el matraz al menos 4 horas a 37 ºC y CO2 al 5 %.
3. Se siembran fibroblastos de prepucio humano de recién nacido inactivados en placa (NuFF) a una densidad 
de 4 x 106 células en 25 ml de medio de cultivo NuFF en un matraz T75.5

4. Se incuban las células NuFF durante la noche a 37 ºC y CO2 al 5 %.
5. Al día siguiente, se aspira el medio de cultivo NuFF del matraz y se desecha.
6. Se añaden 10 ml de PBS para lavar. Se aspira el PBS y se desecha.
7. Se añaden 25 ml de medio Pluriton suplementado con 25 microlitros de solución básica de FGF a 4 10
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 ºC en CO2 al 5 %.
9. Después de 24 horas, se recoge el medio acondicionado con NuFF y se almacena a -20 ºC.
10. Se añaden 25 ml de medio Pluriton nuevo suplementado con 25 microlitros de solución de FGFb y 125 
microlitros de penicilina/estreptomicina a las NuFF en el matraz T75.15
11. Se incuba durante la noche a 37 ºC y CO2 al 5 %.
12. Se repiten las etapas 7 a 9 diariamente durante cinco días más. Se combinan en un bote estéril de tapa 
naranja y se mantienen a -20 ºC hasta la recogida final. Nota: Seis días de recogida de medio darán un total de 
~150 ml de medio Pluriton acondicionado con NuFF.
13. Se descongelan todas las alícuotas congeladas de medio Pluriton acondicionado con NuFF a 4 ºC.20
14. Se combinan las alícuotas y se esterilizan por filtración usando un filtro de baja unión proteica con un tamaño 
de poro de 0,22 µm.
15. Se recogen alícuotas de 20-40 ml del medio Pluriton acondicionado con NuFF filtrado en tubos cónicos de 50 
ml.
16. Se almacenan las alícuotas a -20 ºC hasta que se necesiten en los días 6 a 20 de la reprogramación.25

Antes de usar el medio Pluriton acondicionado con NuFF:

1. Se descongela una alícuota de medio Pluriton acondicionado con NuFF y una alícuota suplemento Pluriton 
x2500 a 4 ºC.

2. Justo antes de su uso, se añaden 4 microlitros del Suplemento Pluriton x2500 a 10 ml de medio Pluriton 
acondicionado con NuFF equilibrado.30

Orden de la reprogramación

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

Día menos 1 se siembran células BJ sobre células NuFF.35
(Se cambia el medio en los matraces de NuFF para el medio acondicionado).

Día 0-5 Se cambia el medio a nuevo medio de reprogramación Pluriton.
Se transfectan las células y se recoge el medio acondicionado de los matraces para su uso del día 
6 al día 17.

Día 6-17 Se cambian los medios a medio de reprogramación Pluriton acondicionado con NuFF nuevo.40
Se transfectan las células.

Día 18 Se examinan las células y se identifican las colonias.
Se recubren nuevas placas con gelatina y se siembran células alimentadoras NuFF.

Día 19+ Se recogen las colonias y se transfieren sobre células alimentadoras NuFF nuevas.
Se cambian los medios a medios de iPSC.45

~ Día18-22 Las células se pueden fijar, teñir, Cubrir con colagenasa en nuevas placas o MEF o células 
alimentadoras NuFF, Se siembran en MATRIGEL™ y los medios se pueden cambiar a una serie 
de medios de células ES o iPS.

Protocolo etapa a etapa usado para la reprogramación de fibroblastos humanos a iPSC:

Siembra de células alimentadoras NuFF humanas (Día -2)50

1. Se añade 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 ºC y CO2 al 5 %.

3. Se descongela un vial (4-5 x 106 células) de fibroblastos de prepucio neonatales humanos inactivados 
mitóticamente (NuFF) y se siembran a una densidad de 2,5 a 5 x 105 células por pocillo en medio de cultivo 
NuFF en los 6 pocillos de la placa de 6 pocillos recubierta con gelatina.55

4. Se incuban las células durante la noche a 37 ºC y CO2 al 5 %.
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Siembra de fibroblastos BJ en la capa de células alimentadoras (día -1)

1. Se aspira el medio de cultivo de NuFF de las células y se desecha.
2. Se siembran fibroblastos BJ a 1 x 104 células por pocillo en medio BJ encima de las células NuFF.
3. Se incuban las células durante la noche a 37 ºC y CO2 al 5 %.

Reprogramación de células (día 0)5

Se añade proteína 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 añaden 2 ml por pocillo de Pluriton Complete con o sin 
proteína B18R a una concentración final de 200 ng/ml.

2. Se incuba la placa durante un mínimo de 4 horas a 37 ºC y CO2 al 5 % si se usa proteína B18R. NOTA: Si no 
usa proteína B18R, la placa se incuba a 37 ºC y CO2 al 5 % durante 1 hora antes de la primera transfección.10

Preparación de complejo de transfección de ARNm que comprende la mezcla de reprogramación de ARNm

1. Se descongela la mezcla de reprogramación de ARNm en hielo.
2. Se añaden 250 microlitros de OPTI-MEM a un tubo de microcentrifugación estéril de 1,5 ml.
3. Se añaden 8-12 microlitros de premezcla de reprogramación de ARNm a 100 ng/microlitro al OPTI-MEM y se 
pipetea para mezclar.15
4. Se añaden 2 microlitros de reactivo TransIT Boost por 1 microgramo de ARNm usado. Se pipetea hacia arriba 
y hacia abajo para mezclar.
5. Se añaden 2 microlitros de reactivo de transfección de ARNm TransIT por 1 microgramo de ARNm usado. Se 
pipetea para mezclar.
6. Se incuba a temperatura ambiente 2-5 minutos y se añade gota a gota a las células.20
7. Se balancea suavemente la placa de 6 pocillos de un lado a otro y de delante a atrás para distribuir el 
complejo de transfección de ARNm a través del pocillo.
8. Se incuba la placa durante ~23 horas a 37 ºC y CO2 al 5 %.

Notas: El complejo de transfección que comprende la mezcla de reprogramación de ARNm debe mezclarse bien 
después de cada adición a las células para garantizar la mejor eficacia de la transfección. Solo se deben preparar 25
unas cuantas reacciones a la vez, de modo que el reactivo de transfección de ARNm se pueda añadir rápidamente 
después del reactivo TransIT® Boost.

Reprogramación de las células (para el día 1 hasta el día 5)

1. Se equilibra el medio Pluriton y se completa con P/S y suplemento (y proteína B18R cuando esté incluida en el 
tratamiento).30
2. Se aspira el medio de cultivo y se desecha.
3. Se añaden 2 ml de medio de reprogramación de ARNm Pluriton a cada pocillo (incluso con proteína B18R 
cuando se usa en el tratamiento).
4. Se incuba a 37 ºC y CO2 al 5 % durante 1 hora.
5. Se prepara el complejo de transfección de ARNm como se ha descrito para el día 0.35
6. Se transfectan las células como se ha descrito para el día 0.
7. Se incuba la placa O/N a 37 ºC y CO2 al 5 %.
8. Se repiten las etapas 1 a 8 cuatro veces más(día 2 hasta el día 5).

Reprogramación de células en cada uno de los días 6 a 17, cambiando cada vez el medio a medio 
acondicionado con NuFF y continuas transfecciones).40

1. Se descongelan los medios y el suplemento Pluriton acondicionados con NuFF y la proteína B18R.
2. Se equilibran los medios Pluriton de NuFF y se completan con P/S y suplemento (y proteína B18R cuando se 
usa).
3. Se aspira el medio de cultivo que contiene el complejo de transfección de ARNm.
4. Se añaden 2 ml de medio de reprogramación de ARNm acondicionado (con o sin proteína B18R) a cada 45
pocillo.
5. Se incuba a 37 ºC y CO2 al 5 % durante 1 hora.
6. Se prepara el complejo de transfección de ARNm como se ha descrito para el día 0.
7. Se transfectan las células como se ha descrito para el día 0.
8. Se incuba la placa O/N a 37 ºC y CO2 al 5 %.50
9. Se repiten las etapas 1 a 8 doce veces más (del día 6 al día 17).

Identificación de colonias de células iPS primarias (día 18 hasta el día 20)

1. Una vez completadas las transfecciones, se incuban durante 1 a 3 días 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 proteína B18R.
3. Antes del aislamiento manual, las colonias de células iPS primarias pueden identificarse usando anticuerpos 
estériles que se tiñen en vivo, tal como anticuerpo anti-humano de ratón StainAlive ™ DyLight™ 488 sin dañar 
las células.5
4. A continuación, las células se pueden fijar y teñir para la actividad de la fosfatasa alcalina, fijarse y teñirse con 
anticuerpos, o mantenerse vivas y recogerse o transferirse a nuevas placas recubiertas de la capa alimentadora 
de fibroblastos.

APÉNDICE B

Pasada de las células en medio de reprogramación de ARNm10

Nota: Las células de los pocillos más confluentes pueden pasarse aproximadamente el día 6 o el día 7 para permitir 
una mayor proliferación y formación de colonias.

Las células deberían pasarse después de una transfección de 4 horas, reemplazando así el cambio diario del medio. 
Las pasadas, si es necesario, deben realizarse después del día 6 o el día 7. Se debe disponer una nueva placa que 
contenga células alimentadoras NuFF de 2,5 x 105 células por pocillo el día previo a la pasada, como se hizo el día 15
menos 2.

1. Se calienta tripsina/EDTA y neutralizante de tripsina en un baño de agua a 37 ºC.
2. Se añade 1 ml de PBS por pocillo de células para las pasadas. Se aspira el lavado de PBS.
3. Se añaden 0,5 ml de tripsina/EDTA al pocillo. Se agita suavemente la placa para distribuir uniformemente la 
enzima a través del pocillo.20
4. Se incuban las células durante 5 minutos a 37 ºC en CO2 al 5 %.
5. Se retira la placa de la incubadora y se golpea suavemente el lado del pocillo para ayudar a la disociación y 
liberación de la células de la superficie de cultivo.
6. Se añaden 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.25
8. Se extraen las células y se transfieren a un tubo cónico de 15 ml.
9. Se añade 1 ml de medio Pluriton al pocillo para recoger las células restantes.
10. Se transfiere 1 ml más de células a la suspensión celular en el tubo cónico 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.30
13. Se aspira el medio de cultivo de NuFF de los pocillos de una placa con células alimentadoras NuFF 
preparada.
14. Se añade 1 ml de PBS por pocillo para enjuagar. Se aspira el PBS.
15. Se añaden 2 ml de medio de reprogramación de ARNm Pluriton con proteína B18R e Y27632 a cada pocillo.
Nota: la proteína B18R se debe añadir a una concentración final de 200 ng/ml y el inhibidor de ROCK Y27632 se 35
debe añadir a una concentración 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 proporción de la división de 1:6, pero puede variar según la confluencia del pocillo y la 
velocidad de proliferación de las células. Se pueden volver a sembrar de uno a 6 pocillos de células, sin 40
embargo, es importante escoger una serie de pocillos sembrados para proseguir una reprogramación 
comparable con la cantidad de ARNm disponible para el resto del experimento de reprogramación.
17. Se incuban las células durante la noche a 37 ºC y CO2 al 5 %.

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

• Anticuerpo anti-Tra-1-60 humana de ratón StainAlive DyLight 488 (Stemgent, n.º de cat. 09-0068)45
• Inhibidor de Rock I Y27632 (Stemgent, n.º de cat. 04-0012)
• PBS x10 sin calcio ni magnesio (Lonza Biowhittaker, n.º de cat. 17-517Q, Thermo)
• Colagenasa de tipo IV, 250 U/mg (GIBCO, n.º de cat. 17104-019)
• iMEF - fibroblastos embrionarios de ratón irradiados (R&D Systems n.º de cat. PSC001)
• Matriz cualificada para hESC BD MATRIGEL™ (BD n.º de cat. 354277, Thermo)50
• Kit de medio 1 mTeSR® - Medio Basal más suplemento x5 (STEMCELL Technologies, n.º de cat. 05850)
• Dispasa a 5 mg/ml (STEMCELL Technologies, n.º de cat. 07913)
• Synth-a-Freeze, Medios de congelación celular, (GIBCO, n.º de cat. A12542-01, Life Technologies)
• Medios DMEM/F12 (1:1) (GIBCO, n.º de cat. 11330, Life Technologies)
• Reemplazo sérico KNOCKOUT™ SR para células ES (GIBCO, n.º de cat. 10828, Life Technologies)55
• Solución de aminoácidos no esenciales MEM NEAA (x100) (GIBCO, n.º de cat. 11140, Life Technologies)
• Beta-mercaptoetanol (Sigma, n.º de cat. 63689)
• Kit de tinción de fosfatasa alcalina II (Stemgent, n.º de cat. 00-0055)
• Albúmina de suero bovino (para FGFb)
• Paraformaldehído al 95 % (Sigma, n.º de cat. 158127)60
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• Anticuerpos, tapones de lavado, etc.
• Medio para células iPS - DMEM/F12, Knockout SR al 20 %, 10 ng/ml de FGFb, aminoácidos no esenciales x1 

Pen/Estrep x1, beta-Mercaptoetanol 0,1 mM (bME), GLUTAMAX™ x1
• Medio mTeSR 1 - mTeSR 1 más Suplemento x1.

Materiales y procedimientos para caracterizar las colonias de iPSC generadas usando los procedimientos5

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

Ensayos de Q-PCR de niveles de expresión génica en las iPSC generadas usando los procedimientos en 
comparación con los niveles de expresión en células somáticas de fibroblastos BJ a partir de las que se 10
generaron las iPSC

Para determinar si los genes que se sabe que están 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 reprogramación de iPSC de ARNm de acuerdo con los procedimientos descritos en el 
presente documento, se realizó la qR-PCR en ARN celular total aislado de colonias de iPSC generadas y de 15
fibroblastos BJ.

Por lo tanto, se aisló 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 contaminación de los 
fibroblastos. Las iPSC usadas se obtuvieron de colonias "clonales" de iPSC que se habían recogido y sometido a 5 
pasadas durante un período de un mes después del último día de transfección con los factores de reprogramación 20
de ARNm. Se lisó un pocillo entero de estas colonias "clonales" y se combinó para la preparación del ARN. El ADNc 
se sintetizó mediante transcripción inversa de 1 microgramo del ARN celular total de fibroblastos BJ y de las colonias 
clónicas de células iPSC, respectivamente, usando cebadores oligo d(T)20VN. Después, se realizó la PCR en tiempo 
real (qPCR) en los ADNc usando la supermezcla para PCR SsoFAST™ EvaGreen (BioRad) y cebadores de PCR 
(diseñados basándose en la información de Assen, 2008) para analizar los niveles relativos de expresión de los 25
ARNm codificantes de las siguientes proteínas:

GAPDH - un gen constitutivo, comparable en expresión en ambos tipos de células.
NANOG - Caja homeótica de Nanog - implicada en la diferenciación celular, la proliferación, el desarrollo 
embrionario, el mantenimiento de células madre somáticas y más.
OCT4 - Caja homeótica 1 de clase 5 de POU (POU5F1) - desempeña un papel en el desarrollo embrionario 30
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 proteína de señalización 
extracelular, unida a la membrana que desempeña un papel esencial en el desarrollo embrionario y en el 
crecimiento tumoral.
GBX2 - Caja homeótica 2 cerebral de gastrulación- un factor de transcripción de unión al ADN que participa en 35
una serie de procesos del desarrollo.
GDF3 - Factor de diferenciación del crecimiento 3 - un miembro de la familia de las proteínas morfogenéticas 
óseas (BMP) y la superfamilia de TGF-beta. Los miembros regulan el crecimiento y la diferenciación celular en 
tejidos embrionarios y adultos.
REX1 - (REXO1) homólogo de ARN exonucleasa 1 - implicada en la proliferación y diferenciación.40
cMYC - una fosfoproteína nuclear multifuncional que actúa como un factor de transcripción que desempeña un 
papel en la progresión del ciclo celular, la apóptosis y la transformación celular.

Las muestras de ADNc se amplificaron por PCR por triplicado, y los resultados de la qPCR 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 
número de ciclos de la PCR en el que la fluorescencia del indicador es superior al umbral y produce el primer 45
aumento claramente detectable de fluorescencia sobre la variabilidad de fondo o basal. Este es el procedimiento 
más preciso para comparar los niveles de expresión por PCR antes de que se produzca una meseta en la formación 
del producto.

Diferenciación espontánea de cuerpos embrioides de iPSC

Se usó la misma estirpe de las colonias de iPSC que se analizó mediante qPCR en el protocolo de diferenciación 50
espontánea 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 seleccionó una colonia y 
se expandió durante 17 pasadas, luego se congeló durante una semana, luego se cultivó y se realizaron 4 pasadas 
más. Se permitió la formación de colonias grandes, se desprendieron de la superficie de la matriz MATRIGEL™ con 
dispasa y se mantuvieron en cultivo en suspensión durante 8 días en medios de iPS sin FGFb para permitir la 55
formación 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 espontáneamente en 
medio de iPS sin FGFb durante 7 días más. Las células se fijaron y se incubaron con anticuerpos para diversos 
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marcadores como se ha descrito previamente. Se realizó la inmunofluorescencia y se obtuvieron imágenes de las 
células.

Resultados del EJEMPLO 14

Hacia el día 10, hubo un cambio drástico en la morfología de los pocillos de la morfología alargada y fina de los 
fibroblastos a una morfología de células epiteliales más pequeñas y redondas (FIG. 24). Basándose en los 5
resultados finales de este y otros experimentos de reprogramación con los factores de reprogramación de ARNm 
usados, este cambio morfológico parece ser un signo reproducible de que la reprogramación de los fibroblastos BJ a 
las colonias de iPSC tendrá éxito.

Las colonias de iPSC se detectaron por primera vez el día 16 basándose en el examen a simple vista (por ejemplo, 
FIG. 25)10

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

En este experimento, en presencia de proteína B18R, hubo aproximadamente 10 veces más colonias de iPSC 
generadas el día 18 a partir de los factores de reprogramación de ARNm tratados con RNasa III que contenían 15
solamente pseudouridina de las que se generaron con los mismos factores de reprogramación de ARNm que 
contenían modificaciones tanto de pseudouridina como de 5-metilcitidina.

Se recogieron colonias de iPSC de un pocillo que contenía células que se habían reprogramado en ausencia de 
proteína B18R usando 18 dosis diarias de 800 ng de factores de reprogramación de ARNm tratados con RNasa III 
que contenían solo modificación con pseudouridina, y se pasaron y mantuvieron cultivo a largo plazo.20

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

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

Algunas colonias de iPSC se fijaron e inmunotiñeron el día 46 (después de aproximadamente un mes de cultivo de 25
las iPSC tras la última transfección (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 aisló el ARN de algunas de estas colonias de iPSC y para 
el análisis de expresión génica por qPCR, como se ha descrito. De la FIG. 34 a la FIG. 37, se proporcionan ejemplos 
de resultados de qPCR.30

Resultados de la expresión génica de colonias de iPSC frente a fibroblastos BJ por qPCR

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.35

A diferencia de los niveles similares de GAPDH, la expresión 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 drástico del cambio en los niveles de expresión. 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 40
21 (FIG. 35); esta diferencia de 9 ciclos representa un aumento de 588 veces en la expresión 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 expresión para todos los pares de cebadores de qRT-PCR ensayados

Proteína 
codificada 
por ARN:

GAPDH
CT

NANOG
CT

OCT4
CT

CRIPTO
CT

GBX2
CT

GDF3
CT

REX1
CT

cMyc
CT

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 cabría esperar para las iPSC verdaderas, todos los marcadores anteriores excepto el gen constitutivo GAPDH 
se expresaron a niveles mucho más 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 
expresión no detectables (ND).5

Pluripotencia demostrada por la capacidad de las iPSC para diferenciarse espontáneamente 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 ψ, con cola de poli(A) de 150 bases, 
protegidos con caperuza 5’ cap1, [con Mg(OAc)2 1 mM] tratados con RNasa III codificantes de una mezcla a 
3:1:1:1:1:1 de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, NANOG y cMYC, y sometidos al protocolo de diferenciación espontánea 10
de cuerpos embrioides se tiñeron 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 descubrió que las células expresaban 
marcadores ectodérmicos, beta-tubulina de clase III neuronal (TUJ1), proteína ácida fibrilar glial (GFAP) y cadena 
ligera de neurofilamento (NF-L), los marcadores mesodérmicos, actina de músculo liso alfa (SMA) y desmina, y los 
marcadores endodérmicos, factor de transcripción SOX17 y alfa-fetoproteína (AFP).15

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

Materiales y procedimientos para el EJEMPLO 15

En un experimento, se prepararon factores de reprogramación de iPSC compuestos de ARNm modificados con ψ 20
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 III. Los 
ARNm con una cola de poli(A) y cap1 se dividieron luego en 3 partes. Se purificó un tercio de cada ARNm mediante 
RNARx LLC (Wayne, PA) usando HPLC como se ha descrito (Kariko y col., 2011). Un tercio de cada ARNm se dejó 25
sin purificar y un tercio de cada ARNm se trató con RNasa III usando un procedimiento de tratamiento de RNasa III 
con Mg(OAc)2 1 mM y la limpieza usando el procedimiento de limpieza rápida de ARN descrito en el presente 
documento; (nota, esta vez, el tratamiento con RNasa III se realizó tras la protección con caperuza y la adición de la 
cola en lugar de después de las transcripciones in vitro). Después, los 5 factores de reprogramación de ARNm de 
cada parte (es decir, todos los que habían sido purificados por HPLC, todos los que no habían sido purificados o 30
todos los que habían sido tratados con RNasa III) se mezclaron a una proporción molar de 3:1:1:1:1 de ARNm 
modificados con ψ codificantes de, respectivamente, OCT4, SOX2, KLF4, Lin28 y cMYC (T58) para preparar una 
mezcla de reprogramación de ARNm purificado por HPLC, y una mezcla de reprogramación de ARNm no tratado, 
así como una mezcla de reprogramación tratada con RNasa III. Después, se usaron 1,2 microgramos de cada 
mezcla de reprogramación de ARNm para la reprogramación de diez mil células por pocillo de fibroblastos BJ 35
(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 reprogramación de iPSC.

Diferenciación espontánea de iPSC en 3 capas germinales

Se seleccionaron colonias de iPSC seleccionadas y se usaron en el protocolo de diferenciación espontánea del 
cuerpo embrioide como se ha descrito en el EJEMPLO 14 para evaluar su pluripotencia.40

Resultados del EJEMPLO 15

Se detectaron colonias de iPSC hacia el día 13 en los pocillos de los fibroblastos BJ transfectados con la mezcla de 
reprogramación de ARNm tratado con RNasa III o con la mezcla de reprogramación de ARNm purificado por HPLC. 
Todas las células de los pocillos transfectadas con la mezcla de reprogramación de ARNm sin purificar murieron 
durante el proceso de reprogramación, incluso con la adición de la proteína B18R. La adición de la proteína B18R 45
mejoró la eficacia de la reprogramación de los fibroblastos BJ a iPSC en los pocillos tratados con la mezcla de 
reprogramación de ARNm tratado con RNasa III o en los pocillos tratados con la mezcla de reprogramación de 
ARNm purificado por HPLC.

Propagación de colonias de iPSC

Se escogieron colonias de iPSC de los pocillos replicados reprogramados con la mezcla de reprogramación de 50
ARNm purificado por HPLC y la mezcla de reprogramación de ARNm tratado con RNasa III y se procesaron 
enzimáticamente con colagenasa sobre células alimentadoras de fibroblastos embrionarios de ratón irradiados en 
medio de mantenimiento de células iPS que contenía 10 ng/ml de FGFb. Las colonias de iPSC se propagaron y 
mantuvieron una morfología y una velocidad de crecimiento como era de esperar para las iPSC durante más de 9 
pasadas en cultivo, tras lo que se congelaron y se almacenaron en un congelador.55
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Tinción con fosfatasa alcalina de colonias de iPSC

El día 20, las placas que contenían colonias de iPSC se fijaron con paraformaldehído al 4 % y se tiñeron para 
detectar colonias positivas para fosfatasa alcalina, como se ha descrito previamente. Las imágenes de placas de los 
fibroblastos BJ con colonias de células que se tiñen positivamente para fosfatasa alcalina, un marcador para 
colonias de iPSC, se muestran en la FIG. 28. Los números de colonias de iPSC teñidas con fosfatasa alcalina 5
obtenidas usando factores de reprogramación de ARNm monocatenarios modificados con ψ de los que se retiró el 
ARN bicatenario mediante purificación por HPLC o usando el tratamiento con RNasa III descrito en el presente 
documento, de modo que dichos factores de reprogramación de ARNm estuvieran prácticamente libres, 
extremadamente libres o absolutamente libres de ARN bicatenario, en comparación con el uso de factores de 
reprogramación de ARNm monocatenarios modificados con ψ sin purificar, se resumen en la siguiente tabla.10

Inmunotinción

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 más antes de 
fijarse una placa, y las células se inmunotiñeron con anticuerpos contra los marcadores de pluripotencia OCT4, 15
TRA1-60, SOX2, TRA1-80 y NANOG característicos de las células iPS usando procedimientos de inmunotinción 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 reprogramación de ARNm modificado con pseudouridina purificado por HPLC se 
inmunotiñeron positivamente para estos marcadores de pluripotencia.

Resumen de reprogramación de iPSC con factores de reprogramación de ARNm modificado con ψ20

Tipo de 
tratamiento

Proteína 
B18R usada

Grado de toxicidad 
observado

Número de colonias de 
iPSC positivas en fosfatasa 
alcalina

Marcador de 
placa de la 
imagen inferior

Purificació
n mediante 
HPLC

NO Células alimentadoras 
muertas, pero colonias de 
iPSC presentes

15 A

Purificació
n mediante 
HPLC

SÍ Células alimentadoras OK 
y colonias de iPSC 
presentes

~100 B

Tratamient
o con 
RNasa III

NO ~50 C

Tratamient
o con 
RNasa III

SÍ ~100 D

Sin 
purificar

NO Células muertas 0 -

Sin 
purificar

SÍ Células muertas 0 -

Pluripotencia de iPSC

Se diferenciaron cuerpos embrioides de forma espontánea de colonias de iPSC escogidas que habían sido inducidas 
a partir de fibroblastos BJ mediante ARNm modificados con ψ purificados por HPLC codificantes de los factores de 
reprogramación indicados y luego cultivadas durante 4 a 11 pasadas en medio en pocillos recubiertos con una matriz 25
MATRIGEL™ como se ha descrito en el EJEMPLO 14. Se observaron células diferenciadas que se tiñeron 
positivamente para los marcadores que representan las 3 capas germinales. Por ejemplo, se observaron células que 
expresaban marcadores ectodérmicos, beta-tubulina de clase III neuronal (TUJ1), los marcadores mesodérmicos, 
actina de músculo liso alfa (SMA) y desmina, y los marcadores endodérmicos, factor de transcripción SOX17 y alfa-
fetoproteína (AFP).30

Ejemplo 16. Evaluación de variables adicionales relacionadas con el uso de factores de reprogramación de 
ARNm modificado tratado con RNasa III codificante de factores de inducción de células iPS para la 
reprogramación 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 III 35
puede producir un número significativo de colonias sin el uso de un inhibidor de la expresión de una vía de respuesta 
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inmune innata, tal como la proteína B18R; (2) qué ARNm codificante de una proteína cMYC - ARNm codificante de 
cMYC de tipo silvestre o ARNm codificante de la proteína mutante cMYC (T58A) - es más eficaz para reprogramar 
fibroblastos BJ en colonias de iPSC; y (3) si 10.000 fibroblastos BJ por pocillo es el número óptimo de células para la 
reprogramación eficaz a las colonias de iPSC.

Los materiales y procedimientos usados fueron similares a los descritos para los EJEMPLOS 4-8 anteriores. La 5
mezcla del factores de reprogramación del ARNm se componía de ARNm modificados con ψ (GAψC) 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 III en 
una mezcla de reacción que contenía acetato de magnesio 1 mM para hacer que la mezcla de factores de 
reprogramación de ARNm tuviera un nivel suficientemente bajo de ARN bicatenario para no interferir en la 
transfección y la supervivencia celular. Esta mezcla de factores de reprogramación de ARNm tratado con RNasa III 10
se transfectó todos los días durante 18 días a una dosis de 1,2 microgramos por pocillo al día (a menos que se 
indique otra dosis diferente de ARNm en la tabla de resultados respectiva) usando el reactivo de transfección de 
ARNm TransIT™ (Mirus Bio) en 104 (a menos que se indique un número diferente de células en la tabla de 
resultados respectiva) fibroblastos BJ/pocillo durante 8 días 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 15
experimento. Los recuentos de las colonias de iPSC se realizaron inmunotiñendo 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 teñidas en un campo visual usando una rejilla. Hubo variación en el 
tamaño de las colonias y la intensidad de la tinción, y algunas veces hubo "demasiadas colonias para contarlas" (por 
ejemplo, véase la FIG. 28), haciendo que fuera difícil o imposible contarlas correctamente. Por ejemplo, hubo más de 20
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

Reprogramación eficaz de fibroblastos BJ a colonias de iPSC mediante factores de reprogramación de 
ARNm modificado con pseudouridina tratado con RNasa III en presencia o ausencia de proteína B18R25

Las colonias de iPSC se detectaron primero el Día 13 en dos pocillos diferentes de fibroblastos BJ que se 
transfectaron con factores de reprogramación de ARNm modificado con pseudouridina tratado con RNasa III 
(MgOAc)2 1 mM) en ausencia de la proteína B18 en el medio. Sin embargo, las colonias de iPSC también se 
indujeron comenzando uno o dos días después en los pocillos de fibroblastos BJ que se transfectaron con factores 
de reprogramación de ARNm modificado con pseudouridina tratado con RNasa III en presencia de 200 ng/ml de 30
proteína humana B18R recombinante en el medio. Las colonias de iPSC inducidas en presencia de la proteína B18R 
se muestran en la imagen de la FIG. 30. De hecho, en este experimento, fue imposible determinar un efecto de la 
proteína 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 número de colonias era de demasiadas colonias para contar (DCPC). (Si solo hubiera 
100 colonias de iPSC por pocillo, la eficacia de la inducción de las iPSC hubiera sido del 1 %)35

Tipo de ARN 
usado

Tipo de proteína MYC codificada por ARNm en 
la mezcla de reprogramación de ARNm

Proteína B18R
usada

Recuento de 
colonias de iPSC 
el Día 18

GAψC cMYC(T58A) NO DCPC

GAψC cMYC(T58A) SÍ DCPC

A continuación, se muestran experimentos similares en los que se usó ARNm modificado con ψ codificante de 
factores de reprogramación para la transfección ± proteína B18R en el medio, y en los que las colonias de iPSC 
generadas se podían contar. Por ejemplo, en un experimento de evaluación del uso de ARNm codificante de 
proteína cMYC de tipo silvestre frente a ARNm codificante de proteína cMYC(T58A) mutante para la 
reprogramación, se observaron más colonias de iPSC el Día 18, cuando se añadió proteína B18R al medio una hora 40
antes de cada transfección, como se ha mostrado anteriormente. Este experimento también indicó que el ARNm 
codificante de cMYC(T58A) aumentó la inducción de colonias de iPSC en comparación con el uso de ARNm 
codificante de cMYC de tipo silvestre.

Tipo de ARN 
usado

Tipo de proteína MYC codificada por ARNm en 
la mezcla de reprogramación de ARNm

Proteína B18R 
usada

Recuento de 
colonias de iPSC 
el Día 18

GAψC cMYC de tipo silvestre NO 105

GAψC cMYC de tipo silvestre SÍ 157

GAψC cMYC(T58A) NO 182

GAψC cMYC(T58A) SÍ DCPC

Se realizó otro experimento para determinar si el número de fibroblastos BJ que fueron transfectados con los 
factores de reprogramación de ARNm modificado con pseudouridina tratado con RNasa III era óptimo para la 45
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reprogramación usando ya sea ARNm codificante de proteína cMYC de tipo silvestre o ARNm codificante de 
proteína cMYC(T58A) mutante en la mezcla de reprogramación de ARNm. Si se sembraran muy pocos fibroblastos 
BJ, habría menos colonias de iPSC inducidas, mientras que si se sembraran demasiados fibroblastos BJ (y las 
células no se dividieran a mitad de la reprogramación), las colonias de iPSC se volverían confluentes y no podrían 
recogerse fácilmente, lo que produciría menos colonias de iPSC utilizables. Basándose en el resultado de este 5
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 descubrió que los fibroblastos BJ 
de número de pasada posterior crecieron más lentamente, por lo que parecía ser mejor usar más células con 
fibroblastos BJ de pasada posterior. Por lo tanto, el número ideal de células variará según la velocidad de 
crecimiento de los fibroblastos BJ, creciendo las células más jóvenes, en general, más rápidamente, y creciendo las 10
células más viejas más lentamente. Basándose en los resultados de este experimento, el ARNm codificante de 
cMYC(T58A) dio el doble de colonias de iPSC en condiciones por lo demás similares en comparación con el ARNm 
codificante de la proteína cMYC de tipo silvestre. Por lo tanto, el ARNm codificante de la proteína mutante 
cMYC(T58A) pareció ser beneficioso para la eficacia de la inducción de iPSC, como se muestra en los resultados de 
la siguiente tabla.15

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

Tipo de 
ARN 
usado

Tipo de proteína MYC codificada 
por ARNm en la mezcla de 
reprogramación de ARNm

Número de fibroblastos BJ 
sembrados por pocillo

Recuento de colonias 
de iPSC positivas en 
fosfatasa alcalina el 
Día 18

GAψC cMYC de tipo silvestre 5x103 80

GAψC cMYC de tipo silvestre 104 105

GAψC cMYC de tipo silvestre 2.5x104 14

GAψC cMYC(T58A) 5x103 203

GAψC cMYC(T58A) 104 182

GAψC cMYC(T58A) 2.5x104 41

Ejemplo 17. Reprogramación de fibroblastos BJ en células iPS usando ARNm no modificados (GAUC) con 
cola de poli (A) y Cap1 tratados con RNasa III codificantes de los factores de reprogramación OCT4, SOX2, 20
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 reprogramación de ARN 
monocatenario que comprende un proporción molar de 3:1:1:1:1 de ARNm modificados con pseudouridina y/o 5-25
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 III en una mezcla de reacción que contenía bajos 
niveles de cationes de magnesio divalentes antes de su uso en la reprogramación. En vista de los resultados 
sorprendentemente e inesperadamente exitosos en la reprogramación de células somáticas humanas o animales a 
colonias de iPSC usando los factores de reprogramación de ARNm modificados que fueron tratados con RNasa III 30
en presencia de niveles bajos de magnesio divalente, se decidió evaluar si sería posible reprogramar dichas células 
somáticas a colonias de iPSC usando factores de reprogramación de ARN monocatenario que comprendieran 
ARNm no modificados codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC(T58A). Los presentes investigadores 
creen que la reprogramación exitosa de células somáticas humanas o animales a colonias de iPSC que podrían 
propagarse en cultivo durante largos períodos de tiempo, suficiente para formar estirpes de colonias de iPSC, 35
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 específica del ARN bicatenario (por ejemplo, RNasa 
III) para generar ARN monocatenarios codificantes de factores de reprogramación con ARN bicatenario reducido, en 
el que dichos ARN monocatenarios estaban intactos y funcionales en la reprogramación de células somáticas 40
humanas o animales a iPSC, como se informa en el presente documento, se decidió evaluar si el mismo 
procedimiento de tratamiento con RNasa III descrito en el presente documento podría usarse para crear ARN 
monocatenarios no modificados codificantes de los mismos factores de reprogramación que tuvieran niveles muy 
bajos de ARN bicatenario y, de ser así, si dichos ARN monocatenarios tratados podrían usarse para reprogramar 
células somáticas humanas o animales a células iPS. Sorprendente e inesperadamente, este experimento tuvo éxito, 45
como se informa a continuación.

Por lo tanto, una mezcla de factores de reprogramación de ARN monocatenario que comprende una proporción 
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 sintetizó mediante transcripción in vitro
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como se ha descrito en el presente documento anteriormente, excepto que el ARN se sintetizó usando solo GTP, 
ATP, CTP y UTP sin el uso de pseudouridina-5'-trifosfato, 5-metilcitidin-5'-trifosfato ni otro nucleósido-5'-trifosfato 
modificado y tratado con RNasa III en una reacción 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 específico del ARN bicatenario para verificar la digestión del ARN bicatenario en los ARN 5
monocatenarios tratados con RNasa III. 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 o 1,4 
microgramos de la mezcla de reprogramación de ARN monocatenario todos los días durante al menos 18 días 
usando el reactivo de transfección 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 10
continuación para cada experimento. El día 18 del protocolo de reprogramación, se realizaron los recuentos de 
colonias de iPSC mediante inmunotinción 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 teñidas en un campo visual usando una rejilla. Los resultados se 
presentan en la siguiente tabla.15

Resultados del EJEMPLO 17

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

Tipo de 
ARN 
usado

Tipo de proteína MYC 
codificada por ARNm en la 
mezcla de reprogramación de 
ARNm

Proteína 
B18R 
usada

Microgramos totales de 
ARNm de la mezcla de 
reprogramación por 
transfección

Recuento de 
colonias de iPSC 
positivas en 
fosfatasa alcalina 
el Día 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) SÍ 1,2 microgramos por pocillo DCPC

Como se muestra en la tabla anterior, las tres dosis diarias diferentes de una mezcla de reprogramación de ARN 
monocatenario que comprenden ARNm no modificados codificantes de OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC(T58A) 20
que se usaron para transfectar fibroblastos BJ durante 18 días dieron lugar a la generación de colonias de iPSC. Sin 
embargo, esta mezcla de reprogramación de ARN monocatenario que comprende ARNm no modificados era 
claramente más tóxica para las células que la mezcla de reprogramación de ARN monocatenario que comprendía 
ARNm modificados con pseudouridina. Por lo tanto, un microgramo de la mezcla de reprogramación por pocillo, en 
lugar de 1,2 microgramos por pocillo, dio lugar a una toxicidad menos precoz y, por lo tanto, a más células que 25
sobrevivieron a la transición epitelial y formaron colonias de iPSC. Cuando se usaron diariamente 1,4 microgramos 
de mezcla de reprogramación, la mayoría de las células alimentadoras murieron, dando lugar a colonias unidas a 
muy pocas células como se ve en las imágenes de la FIG. 31.

Las colonias inducidas usando ARNm no modificados tratados con RNasa III codificantes de los factores de 
inducción de iPSC OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC(T58A) fueron confirmadas como colonias de iPSC según la 30
morfología, la capacidad de propagarse durante más de 16 pasadas en cultivo, la inmunotinción in vivo positiva para 
TRA-1-60 usando un anticuerpo anti-TRA-1-60 humana StainAlive™ DyLight™ 488 (Stemgent) y la tinción 
inmunofluorescente positiva de células fijadas en paraformaldehído 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 reprogramación con éxito de células somáticas humanas o animales a 35
células iPSC usando únicamente ARN monocatenario no modificado no se ha informado ni demostrado previamente. 
Sin quedar ligados a teoría alguna, creen que otros investigadores no han tenido éxito en la reprogramación 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 transcripción in vitro de ARN 
monocatenario. Por lo tanto, no reconocieron la importancia de purificar o tratar dicho ARN monocatenario 40
sintetizado in vitro para eliminar todos o casi todos los contaminantes de ARN bicatenario. Aún más, 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, rápidos y eficaces para tratar los ARN monocatenarios con 
una RNasa específica del ARN bicatenario que dé lugar a ARN monocatenarios que estén libres o casi libres de 45
contaminantes de ARN bicatenario. Un ejemplo de dicha RNasa específica del ARN bicatenario que puede usarse 
para este fin es la endorribonucleasa RNasa III. Sin embargo, Los presentes investigadores han descubierto también 
que, de forma sorprendente e inesperada, que el tratamiento de ARN monocatenario con RNasa III usando las 
condiciones óptimas 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 traducción 50
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en células vivas o para la reprogramación de células humanas o animales vivas desde un estado de diferenciación a 
otro estado de diferenciación (por ejemplo, para reprogramar células somáticas humanas o animales a células iPS). 
De hecho, cuando los presentes investigadores trataron ARN monocatenarios codificantes de factores de 
reprogramación de iPSC con RNasa III usando el procedimiento dela literatura, todas las células que fueron 
transfectadas de forma repetida con los ARN monocatenarios tratados para intentar generar iPSC finalmente 5
murieron. El análisis detallado de la actividad y especificidad de la RNasa III en diferentes condiciones, como se 
describe en los EJEMPLOS 1-9, reveló que las condiciones de reacción de la literatura no eliminaban 
suficientemente pequeñas cantidades de contaminantes de ARN bicatenario del ARN monocatenario transcrito in 
vitro para su uso en la introducción en células vivas, y que esas condiciones también dieron lugar a una degradación 
significativa de los ARN monocatenarios tratados que los investigadores actuales deseaban traducir a las células 10
vivas. En otras palabras, no solo es que el procedimiento de RNasa III de la literatura no lograra eliminar 
suficientemente el ARN bicatenario no deseado, sino que también destruyó una parte de los ARN monocatenarios 
deseados codificantes de las proteínas de interés. A continuación, los presentes investigadores trataron de modificar 
las condiciones que fueron sugeridas por varios autores que habían desarrollado o usado el procedimiento de 
RNasa III de la literatura, incluyendo, por ejemplo, el cambio del tipo o la concentración de sal monovalente, del pH y 15
de la cantidad de enzima usada, pero fue en vano. Por lo tanto, aunque la literatura relativa a la RNasa III sugería 
que el cambio de la concentración de la sal monovalente en la reacción de RNasa III podría 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 eliminación suficiente del ARN bicatenario 
para los ARN monocatenarios que se usaban para reprogramar células vivas, no redujo suficientemente la toxicidad 20
de los ARN monocatenarios, y aún así, dañaron o destruyeron al menos una parte de los ARN monocatenarios 
deseados.

Sin quedar ligados a teoría 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 están presentes en las células humanas y animales para proteger a esas células de la infección por 25
virus de ARN bicatenario y otros patógenos. 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 30
similares) se inducen a niveles superiores si una cantidad incluso pequeña de ARN bicatenarios se introduce en 
dichas células. Aún más, las inducciones de ciertos sensores de ARN pueden sensibilizar a las células a futuras 
introducciones del mismo ARN monocatenario. Además, los efectos tóxicos de la respuesta inmune innata pueden 
ser acumulativos. Por ejemplo, las introducciones repetidas de ARN bicatenario inducen interferones, que dan lugar 
a la fosforilación de PKR, lo que produce la inhibición de la síntesis de proteínas en las células, que, a su vez, puede 35
conducir a una toxicidad prolongada para las células y, finalmente, a la muerte celular programada (apóptosis). Por 
lo tanto, con respecto a los procedimientos para reprogramar células somáticas humanas a células iPS, en los que 
se introducen ARN monocatenarios codificantes de factores de reprogramación todos los días durante 18 o más días 
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 reprogramación se introducen en las células.40

Ejemplo 18. Reprogramación sin células alimentadoras de fibroblastos 1079 a células iPSC usando ARNm 
monocatenario codificante de factores de inducción 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, 
2x104, 3x104, 4x104, o 5 x 104 células por pocillo en placas de cultivo de tejidos de 6 pocillos recubiertas con 83 ng 45
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 reprogramación.

Al día siguiente, el medio se cambió a medio de reprogramación, compuesto de DMEM/F12 (Invitrogen Carlsbad, 
CA) suplementado con reemplazo de suero KNOCKOUT™ al 20 % (Invitrogen Carlsbad, CA), GLUTAMAX-I 2 mM 50
(Invitrogen), solución de aminoácidos no esenciales 0,1 mM (Invitrogen, Carlsbad CA), FGF recombinante humano 
básico a 100 ng/ml (Invitrogen Carlsbad, CA), Inhibidor de TGFβ 2 micromolar STEMOLECULE SB431542 
(Stemgent, Cambridge, inhibidor de MEK 0,5 micromolar STEMOLECULE PD0325901 (Stemgent Cambridge, MA) y 
LIF recombinante de ratón a 10 ng/ml (Invitrogen Carlsbad, CA) con antibióticos de penicilina-estreptomicina. La 
reprogramación se realizó con ARNm tratados con RNasa III que contenían pseudouridina codificantes de los 55
factores de inducción de iPSC OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC(T58A) en el medio de reprogramación 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 III que contenían60
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pseudouridina codificantes de los factores de reprogramación OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC(T58A) en el medio 
de reprogramación sin células alimentadoras descrito anteriormente.

Se observó la reprogramación de los fibroblastos 1079 en pocillos sembrados con 1 x 104 y 2 x 104 células por 
pocillo. Se indujeron más colonias de iPSC a la densidad celular más baja ensayada (1 x 104 células por pocillo), 
Observándose 24 colonias de iPSC, frente a solo 8 colonias de iPSC en las placas con 2 x 104 células. A densidades 5
celulares más altas, no se observó reprogramación con las fibroblastos 1079 de crecimiento rápido, debido a que las 
células proliferaron demasiado en los pocillos antes de que ocurriera la reprogramación.

Ejemplo 19. Variación de la estequiometría de los ARNm codificantes de factores de reprogramación de iPSC

En este experimento, se comparó la reprogramación de fibroblastos humanos a iPSC usando una mezcla de ARNm 
codificante de KLF4, LIN28, cMYC(T58A), OCT4 y SOX2 a una proporción molar de 3:1:1:3:1 con la mezcla de 10
ARNm anteriormente descrita que tenía una proporción molar de 1:1:1:3:1.

Materiales y procedimientos para el EJEMPLO 19

Se sembraron 104 fibroblastos BJ (pasada 6) en 4 x 105 células alimentadoras NuFF en los medios de 
reprogramación Pluriton como se ha descrito previamente. Los medios que contenían el inhibidor de RNasa se 
cambiaron antes de las transfecciones diarias. Las mezclas de ARNm que comprendían ARNm tratado con RNasa 15
III (en Mg2+ 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 Tampón Stemfect, se combinaron con el reactivo de transfección 
Stemfect diluido en 60 microlitros de tampón Stemfect, y la mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 15 
minutos y se añadió gota a gota a las células durante cada una de las dieciocho transfecciones diarias. En el 20
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 transfección Stemfect, respectivamente, y se realizaron solo 15 
transfecciones. Las mezclas de reprogramación de ARNm se produjeron con ARNm codificante de KLF4 a 
proporciones molares x1, x2 y x3 en comparación con los ARNm de LIN28, cMYC(T58A) y SOX2 (es decir, con 
estequiometrías 1:1:1:3:1; 2:1:1:3:1; y 3:1:1:3:1).25

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

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

Mezcla de 
reprogramación de 
ARNm

Tipo de 
ARNm

AMT del 
ARN (µg)

Reactivo de 
transferencia y vol 
(µl)

Recuento de 
colonias 
positivas en 
fosfatasa alcalina

N.º de 
pocillo

4F KMO3S Ψ RIII Cap 1 1,0 SF 4 3 1

4F KMO3S Ψ RIII Cap 1 1,2 SF 4,8 29 2

4F KMO3S Ψ RIII Cap 1 1,4 SF 5,6 44 3

5F KLMO3S Ψ RIII Cap 1 1,0 SF 4 13 7

5F KLMO3S Ψ RIII Cap 1 1,2 SF 4,8 57 8

6F KLMNO3S 
(+Nanog)

Ψ RIII Cap 1 1,0 SF 4 39 9

6F KLMNO3S 
(+Nanog)

Ψ RIII Cap 1 1,2 SF 4,8 109 10

5F K3LMO3S Ψ RIII Cap 1 1,0 SF 4 40 11

5F K3LMO3S Ψ RIII Cap 1 1,2 SF 4,8 148 12

Optim. de la 
transfección

Stemfect

5F KLMO3S Ψ RIII Cap 1 1,0 SF 3 6 13

5F KLMO3S Ψ RIII Cap 1 1,0 SF 4 16 14

5F KLMO3S Ψ RIII Cap 1 1,0 SF 5 31 15

5F KLMO3S Ψ RIII 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 inclusión de ARNm codificante de NANOG en la mezcla de ARNm dio lugar a más 
colonias de iPSC que la mezcla de 5 factores que no incluía NANOG. La mezcla de 6 factores (KLMNO3S) produjo la 
mayoría 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 5
en la mezcla de ARNm de reprogramación. La mezcla de 5 factores con una proporción 3:1:1:3:1 de KLMO y S dio 
lugar a las primeras colonias, las colonias más grandes y la mayoría de las colonias. La mezcla de 6 factores fue la 
mejor.

El efecto más beneficioso de usar más ARNm codificante de KLF4 fue la morfología uniforme de las colonias de 
iPSC generadas. Representando otras mezclas de ARNm con ARNm de KLF4 una proporción molar de 1 vez, se 10
han observado colonias de iPSC de diferentes tamaños y fase celular; las primeras colonias de iPSC solieron 
empezar a diferenciarse antes de que se realizara la última transfección. 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 imágenes representativas de colonias típicas de iPSC obtenidas se muestran en la FIG. 38 y 
FIG. 39.15

Como se puede ver en la FIG. 38, algunas de las iPSC con KLMO3S modificadas con pseudouridina de 5 factores, 
tratadas con RNasa III (1:1:1:3:1) son de forma regular, pero muchas de las células no lo son. Hay células epiteliales 
más 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 K3LMO3S modificadas con pseudouridina de 5 factores, 20
tratadas con RNasa III (3:1:1:3:1) tenían bordes más regulares. Estas células también tendieron a destruir a las 
células alimentadoras que rodeaban las colonias de iPSC. Estas las colonias eran más grandes y más fáciles de 
recoger para la propagación, porque eran más uniformes.

Tener control sobre la estequiometría de los factores es uno de los beneficios de usar ARNm para la 
reprogramación, tal como para encontrar las proporciones ideales de ARNm codificantes de diferentes factores de 25
reprogramación para lograr un determinado efecto.

En la actualidad, el único inconveniente para elevar el nivel de KLF4 es la destrucción de la capa de células 
alimentadoras, pero debido a que las colonias prosperaron y fueron fáciles de trabajar, esto, en realidad, puede ser 
un beneficio. Como se muestra en la FIG. 40, cuando se tiñe 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).30

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

Cantidad total 
de ARNm

Mezcla de 
ARNm

Cantidad de 
ARNm de Klf4 
en la mezcla

Células 
epiteliale
s 
observad
as

Observacione
s

N.º de colonias 
positivas en fos. 
alc.

N.º de 
pocillo

1,0 µg KLMO3S x1 149 28

1,0 µg K2LMO3S x2 Muy 
pronto

181 19

1,0 µg K3LMO3S x3 Muy 
pronto

73 22

1,2 µg KLMO3S x1 DPCE 400+ 29

1,2 µg K2LMO3S x2 Las más 
precoces

DPCE 400+ 20

1,2 µg K3LMO3S x3 Las más 
precoces

194 23

1,4 µg KLMO3S x1 DPCE 400+ 30

1,4 µg K2LMO3S x2 Las más 
precoces

DPCE 400+ 21

1,4 µg K3LMO3S x3 Las más 
precoces

~300 24

*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 reprogramación de ARNm. La mezcla de ARNm de K3LMO3S causó la muerte de las células 
alimentadoras como se vio en los experimentos previos. Sin embargo, Sin embargo, las mezclas de K2LMO3S y 
K3LMO3S dieron lugar a una formación de células epiteliales más temprana y a colonias de iPSC que eran 5
reproduciblemente más grandes y más fáciles de recoger. En este experimento, la mezcla de ARNm de K2LMO3S 
dio lugar a la inducción temprana de colonias de iPSC con menos muerte celular (incluyendo la muerte de las células 
alimentadoras) y un mayor número de colonias de iPSC que la mezcla de ARNm de K3LMO3S, de modo que se 
podrían realizar menos transfecciones para obtener buenos números de colonias de iPSC de manera eficaz.

Ejemplo 20. Efecto de diferentes caperuzas y otras variaciones en los materiales y procedimientos de 10
reprogramación de iPSC para el EJEMPLO 20

Se sintetizaron conjuntos de diferentes ARNm de reprogramación que variaban en la caperuza, la composición de 
los nucleótidos y el tratamiento con RNAsa III (RIII). Se usó fosfatasa APEX™ (Epicentre, Madison, WI, EE. UU.) 
para tratar algunos ARNm protegidos por ARCA durante la transcripción (véase la siguiente tabla). Se mezclaron 
ARNm de reprogramación codificantes de KLF4 (K), LIN28 (L), cMYC (T58A) (M), OCT4 (O) y SOX2 (S) para 15
mantener un exceso molar del triple de OCT4 frente a los otros factores, independientemente del número de factores 
codificados en las mezclas de ARNm.

Se sembraron 104 fibroblastos BJ (pasada 6) en 4 x 105 células alimentadoras NuFF en los medios de 
reprogramación Pluriton como se ha descrito previamente. Cuando se usó la proteína B18R, el medio se cambió 
cuatro horas antes de la primera transfección, y se añadió la proteína B18R (200 ng/ml de medio) al pocillo. Para las 20
transfecciones posteriores, se añadieron la proteína B18R y el inhibidor de RNasa (0,5 U/ml de medio) a las células 
en medio nuevo, que se cambió antes de las transfecciones diarias. Se realizaron dieciocho transfecciones usando 
1,2 microgramos de ARNm diluido en 60 microlitros de tampón Stemfect combinado con 4,8 microlitros del reactivo 
de transfección Stemfect diluido en 60 microlitros de tampón Stemfect. Se incubó cada mezcla de ARNm a 
temperatura ambiente durante 15 minutos y se añadieron gota a gota a las células25

Se fijaron las colonias y se tiñeron con fosfatasa alcalina después de que las colonias representativas se recogieran 
para su expansión. 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.º de colonias positivas en fosfatasa alcalina obtenidas:30

Mezcla de reprogramación 
de ARNm

Tipo de 
caperuz
a

AMT del 
ARN (µg)

Proteína B18R 
usada

Recuento de 
colonias de iPSC 
positivas en 
fosfatasa alcalina

N.º de 
pocill
o

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

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

RIII 6F KLMNOS sin 
modificar

Cap 1 1,2 NO 140 6

Mezcla de reprogramación 
de ARNm modificado con ψ

Tipo de 
caperuz
a

AMT del 
ARN (µg)

Proteína B18R 
usada

Recuento de 
colonias de iPSC 
positivas en 
fosfatasa alcalina

N.º de 
pocill
o

ψ RIII 5F KLMOS Cap 0 1,2 NO 223 9

ψ RIII 5F KLMOS Cap 0 1,2 SÍ 162 10

ψ RIII 5F KLMOS Cap 1 1,2 NO 214 13

ψ RIII 5F KLMOS Cap 1 1,2 SÍ 115 14

ψ RIII 5F KLMOS ARCA 1,2 NO 317 17

ψ RIII 5F KLMOS ARCA 1,2 SÍ 292 18

ψ y m5C 5F KLMOS (no RIII) AR-
CA+Fos

1,2 NO 5 21

ψ y m5C 5F KLMOS (no RIII) AR-
CA+Fos

1,2 SÍ 102 22

(RIII = tratado con RNasa III. O está en exceso molar del triple frente a los ARNm de reprogramación).
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N.º de colonias positivas en fosfatasa alcalina obtenidas: El recuento de colonias de iPSC por cada pocillo 
se da a continuación:

Mezcla de ARNm Tipo de 
caperuza

AMT del 
ARN (µg)

Proteína B18R 
usada

N.º de colonias 
positivas en fos. alc.

N.º 
de 
pocil
lo

RIII 4F KMOS sin 
modificar

Cap 1 1,0 NO 3 1

RIII 5F KLMOS sin 
modificar

Cap 1 1,0 NO 18 2

RIII 6F KLMNOS sin 
modificar

Cap 1 1,0 NO 34 3

RIII 4F KMOS sin 
modificar

Cap 1 1,2 NO 18 4

RIII 5F KLMOS sin 
modificar

Cap 1 1,2 NO 111 5

RIII 6F KLMNOS sin 
modificar

Cap 1 1,2 NO 140 6

ψ RIII 5F KLMOS Cap 0 1,0 NO 66 7

ψ RIII 5F KLMOS Cap 0 1,0 SÍ 38 8

ψ RIII 5F KLMOS Cap 0 1,2 NO 223 9

ψ RIII 5F KLMOS Cap 0 1,2 SÍ 162 10

ψ RIII 5F KLMOS Cap 1 1,0 NO 73 11

ψ RIII 5F KLMOS Cap 1 1,0 SÍ 70 12

ψ RIII 5F KLMOS Cap 1 1,2 NO 214 13

ψ RIII 5F KLMOS Cap 1 1,2 SÍ 115 14

NO

ψ RIII 5F KLMOS ARCA 1,0 NO 120 15

ψ RIII 5F KLMOS ARCA 1,0 SÍ 45 16

ψ RIII 5F KLMOS ARCA 1,2 NO 317 17

ψ RIII 5F KLMOS ARCA 1,2 SÍ 292 18

ψ m5C 5F KLMOS (no 
RIII)

ARCA+Fos 1,0 NO 0 19

ψ m5C 5F KLMOS (no 
RIII)

ARCA+Fos 1,0 SÍ 34 20

ψ m5C 5F KLMOS (no 
RIII)

ARCA+Fos 1,2 NO 5 21

ψ m5C 5F KLMOS (no 
RIII)

ARCA+Fos 1,2 SÍ 102 22

(RIII = tratado con RNasa III. O siempre está en exceso molar del triple frente a los ARNm de reprogramación).

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 5
de transfección de ARN Stemfectcon con ARNm no modificado sin un cambio de medio después de la transfección. 
La proteína B18R disminuyó sistemáticamente los recuentos de colonias de las mezclas de ARNm tratados con 
RNasa III y modificados con ψ. El único beneficio de usar la proteína B18R fue con ARNm modificado doblemente ( 
ψ y m5C), que no se trató con RNasa III. Como se puede ver en la FIG. 43C, se obtuvieron menos colonias con la 
mezcla de ARNm doblemente modificado ( ψ y m5C) protegido con caperuza ARCA durante la transcripción, a pesar 10
de que fue fosfatado y de la adición de la proteína B18R al medio.

El número de colonias de las mezclas de ARNm modificadas con ψ y tratadas con RIII 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 ψ y tratada con RIII con caperuza de ARCA 
produjo colonias de iPSC de ARNm protegidas con caperuza después de la transcripción en este experimento. Las 
longitudes de cola de estos ARNm fueron ligeramente más cortas que las colas de ARNm de CapO y Capl. Las 
comparaciones de las longitudes de gel de desnaturalización 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 5
en los ARNm con caperuza de ARCA. Algunas colonias se recogieron y retiraron para su propagación antes de la 
tinción.

Ejemplo 21. Estudios adicionales del efecto de diferentes caperuzas y otras variaciones en los materiales y 
procedimientos de reprogramación de iPSC para el EJEMPLO 21

Se sintetizaron ARNm codificantes de 5 factores de reprogramación (KLMT58AOS) usando NTP GAUC sin modificar 10
convencionales. Los ARN bien se sintetizaron protegidos con caperuza durante la transcripción con el análogo de 
caperuza ARCA, o protegidos con caperuza después de la transcripción para tener CapO o Cap1. A todos los ARNm 
se les añadió 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 reprogramación de 5 factores (KLMT58AOS con estequiometría 1:1:1:3:1 convencional) y 15
se transfectaron 1,2 microgramos de cada mezcla de ARNm con 4,8 microlitros de reactivo de transfección 
STEMFECT™ de Stemgent diariamente en 104 fibroblastos BJ de 5 pasadas sembrados en 4 x 105 células NuFF. 
Algunos pocillos tenían 200 ng o 400 ng de proteína B18R añadida por ml de medio. Después de 18 transfecciones, 
las células se cultivaron durante 2 días más, se recogieron unas cuantas colonias de iPSC y el resto se tiñó para 
detectar la actividad de fosfatasa alcalina para contar las colonias de iPSC.20

Experimento 1: Nº de colonias positivas en fosfatasa alcalina de cada tipo de mezcla de ARNm

Tipo de 
caperuza

RNasa 
III

Conc. de 
Mg del 
tampón de 
RIII

Tratado con 
Fosfatasa 
APEX™

Proteína 
B18R 
usada

Observaciones N.º de 
colonias 
positivas en 
fos. alc.

N.º de 
pocillo

ARCA 
(durante 
trans.)

NO N/A NO NO Células 
muertas

0 1

ARCA NO N/A SÍ NO Células 
muertas

0 2

ARCA NO N/A SÍ SÍ
200 ng

106 3

ARCA SÍ 2 mM NO NO 0 4

ARCA SÍ 2 mM SÍ NO 0 5

ARCA SÍ 2 mM SÍ SÍ
200 ng

278 6

ARCA SÍ 2 mM NO SÍ
200 ng

90 7

ARCA SÍ 2 mM NO SÍ
400 ng

93 8

Cap0 NO N/A N/A NO Células 
muertas

0 9

Cap0 SÍ 1 mM N/A NO 0 10

Cap0 SÍ 2 mM N/A NO 0 11

Cap0 SÍ 1 mM N/A SÍ
200 ng

400+ 12

Cap0 SÍ 2 mM N/A SÍ 283 13

200 ng

Cap0 SÍ 1 mM N/A SÍ
400 ng

252 14

Cap0 SÍ 2 mM N/A SÍ
400 ng

344 15

Cap1 NO N/A N/A NO Células 
muertas

0 16

Cap1 SÍ 1 mM N/A NO 394 17
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(continuación)

Tipo de caperuza RNasa 
III

Conc. de 
Mg del 
tampón 
de RIII

Tratado 
con 
Fosfatasa 
APEX™

Proteína 
B18R usada

Observaciones N.º de 
colonias 
positivas 
en fos. 
alc.

N.º de 
pocillo

Cap1 SÍ 2 mM N/A NO 386 18

Cap1 SÍ 1 mM N/A SÍ
200 ng

400+ 19

Cap1 SÍ 2 mM N/A SÍ
200 ng

400+ 20

Cap1 SÍ 1 mM N/A SÍ
400 ng

400+ 21

Cap1 SÍ 2 mM N/A SÍ
400 ng

400+ 22

Resultados del EJEMPLO 21

Resultados de ARCA

El ARNm protegido con caperuza ARCA durante la transcripción y sin modificar produjo colonias de iPSC cuando el 
ARNm se trató con fosfatasa y las células se trataron con B18R (pocillo n.º 3). La baja toxicidad del reactivo de 5
transfección Stemfect también puede desempeñar un papel para que esto sea posible. El tratamiento con RNasa III 
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 III aumentó significativamente el número de colonias 
de iPSC obtenidas con el tratamiento con ARCA + fosfatasa + B18R en el medio (pocillo n.º 6 frente a 3). El 
tratamiento con APeX fosfatasa pareció mejorar significativamente el recuento de colonias de iPSC (pocillo 6, frente 10
a los pocillos 7 y 8). El aumento de la concentración de B18R de 200 ng/ml de medio a 400 ng/ml de medio no 
aumentó el recuento de colonias de iPSC (pocillo 8 frente a pocillo 7).

Resultados de CapO

En este experimento, El tratamiento con RNasa III 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 pareció 15
aumentar el número de colonias de iPSC, pero los resultados fueron mixtos. En un caso, Mg(OAc)21 mM fue mejor 
que 2 mM en el tampón de RNasa III; en un caso no fue así (pocillos 12 a 15).

Resultados de CapI

El uso de los ARNm no modificado de CapI que fueron tratados con RNasa III fue suficiente para producir colonias 
de iPSC, mientras que los ARNm no modificados con caperuza CapO o ARCA tratados con RNasa III no indujeron 20
colonias de iPSC. Parece que la proteína B18R aumenta el número de colonias de iPSC del ARNm no modificado 
Capl tratado con RNasa III. No se pudo determinar ninguna diferencia cuando se usó Mg2+ 1 o 2 mM en el tampón 
de RNasa III; 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 más colonias de iPSC que las mezclas de ARNm 25
de caperuza ARCA. Las mezclas de reprogramación de ARNm no modificadas tratadas con RNasa III, de Cap1, 
indujeron colonias de iPSC sin proteína B18R, pero las mezclas de ARNm de CapO y ARCA no lo hicieron. Cuando 
se usaron el tratamiento con RNAsa III y la proteína 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 (números de pocillos 3, 6, 13, 17, 18 y 20) se tiñeron todas positivas para los 30
marcadores de pluripotencia inmunofluorescentes TRA1-60, SOX2, OCT4, SSEA4 y NANOG.

Experimento de seguimiento

Se usaron las mismas mezclas de reprogramación de ARNm no modificados tratados con RNasa III (con Mg2+1 o 2 
mM) que contenían ARNm codificantes de 5 factores de reprogramación (KLMT58AOS) (en las que los ARNm se 
protegieron con caperuza durante la transcripción con el análogo de caperuza ARCA o se protegieron con caperuza 35
enzimáticamente después de la transcripción para generar ARNm CapO o Capl, y a los que se añadieron 
enzimáticamente colas de poli-A (nucleótidos de ~150 A) usando poli (A) polimerasa) para la reprogramación 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 transfección RNAiMAX™ de 
Invitrogen en lugar del reactivo STEMFECT de Stemgent, diariamente durante 18 días en 5 x 103 fibroblastos BJ 40
(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 tenían 200 o 400 ng de proteína B18R añadidos por ml de medio. Como control positivo para la 
reprogramación, también se transfectó de forma similar una mezcla de ARNm modificado con pseudouridina tratado 
con RNasa III (con Mg2+ 2 mM) codificante de los 5 factores de reprogramación de KLMT58AOS 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 transfección ARNiMAX era demasiado tóxico para las células en las condiciones usadas. Solo 5
se generaron unas cuantas colonias positivas en fosfatasa alcalina usando la mezcla de control positivo de ARNm 
modificado con pseudouridina tratado con RNasa III. No se pudieron sacar otras conclusiones de este experimento.

Ejemplo 22. La reprogramación de queratinocitos neonatales humanos (HEKn) en iPSC usando ARNm 
tratados con RNAsa III, Cap1, cola de poli (A), codificantes de factores de reprogramación proteicos, es 
reproducible y muy eficaz10

Materiales y procedimientos para el Ejemplo 22

Protocolo de reprogramación de queratinocitos

En general, muchas etapas del protocolo de reprogramación de queratinocitos desarrollado y usado en el presente 
documento son similares a las etapas del protocolo de reprogramación de fibroblastos a iPSC del apartado titulado 
"Descripción detallada del procedimiento de reprogramación para el EJEMPLO 14", con algunas etapas adicionales 15
como las descritas a continuación 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 fisiológicos de calcio, las células se 
diferencian terminalmente en epidermis completamente estratificada. Para reprogramar estas células de manera 
más eficaz, las 3 primeras transfecciones se realizan con las células que crecen en medio de queratinocitos de bajo 20
contenido en calcio (Medio EpiLife con suplemento de crecimiento de queratinocitos humanos de Life Technologies) 
sin células alimentadoras. Se siembran 2 x 105 células HEKn en placas y se transfectan diariamente 3 veces. Cuatro 
horas después de la tercera transfección, las células se tratan con una solución de tripsina/EDTA al 0,025 % y se 
transfieren a capas de células alimentadoras NuFF en el medio de reprogramación Pluriton como se ha descrito 
anteriormente para la reprogramación de fibroblastos. A partir de este momento, las células se transfectan en medio 25
de reprogramación PLURITON™ y medio acondicionado como se ha descrito anteriormente.

De manera más específica, se sembraron 2 x 105 células HEKn (pasada 4) (en plástico) por pocillo de una placa de 
6 pocillos. Las células se mantuvieron en medio EpiLife 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 transfección de ARN 30
Stemfect por microgramo de mezcla de ARNm. El reactivo Stemfect se diluye en 60 microlitros de su propio tampón. 
Los 1,2 microgramos de ARNm se diluyeron en 60 microlitros de Tampón Stemfect. Se combinan las mezclas, se 
incuban a temperatura ambiente durante 15 minutos y se añaden gota a gota a las células El medio se cambió 
diariamente antes de la transfección y se añadieron 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 añade un 35
inhibidor de RNasa (por ejemplo, inhibidor de RNasa SCRIPTGUARD™ con ARN que comprende ARN 
monocatenario o ARNm codificante de una o más proteínas para inducir un efecto biológico o bioquímico (por 
ejemplo, para reprogramar una célula somática, 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 transfección, las células se tripsinizaron con solución de tripsina al 0,025 %/EDTA y las 40
células de cada pocillo se sembraron en células alimentadoras NuFF en medio de reprogramación Pluriton con 
niveles convencionales de suplemento y penicilina estreptomicina como se ha descrito previamente. Las siguientes 6 
transfecciones se realizaron en medio de reprogramación 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, 45
GTP y ψTP. Todos se protegieron con caperuza para crear una estructura Capl y se les añadió cola usando poli (A) 
polimerasa como se ha descrito previamente. En un experimento, se reprogramaron queratinocitos neonatales 
humanos HEKn usando el procedimiento de reprogramación de la presente invención mediante la transfección de 2 
x 105 células HEKn con 1 - 1,5 microgramos de una mezcla de ARNm, tratado con RNasa III, modificado con 
pseudouridina, de KLMT58AOS (1:1:1:3:1) diariamente durante 14 días. Se obtuvieron colonias positivas en fosfatasa 50
alcalina indicadoras de iPSC y, tras la selección y las pasadas, las colonias ensayadas también dieron positivo en 
los marcadores de pluripotencia inmunofluorescente TRA1-60, SOX2, OCT4, SSEA4 y NANOG. Además, cuando se 
dejó que algunas de estas colonias de iPSC se diferenciaran en el protocolo de diferenciación espontánea 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 III) 55
cuando las células se fijaron y procesaron para la inmunofluorescencia con anticuerpos que reconocían esos 
marcadores. Esto condujo a los presentes inventores a realizar experimentos adicionales en la reprogramación de 
células HEKn usando diferentes mezclas de reprogramación de ARNm.
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Se preparó una mezcla de reprogramación de ARNm (KLMT58ANOS) de 6 factores con ARNm no modificados 
tratados con RNasa III para la reprogramación. La reprogramación con ARNm codificante de NANOG en la mezcla 
de ARNm produce sistemáticamente más colonias de iPSC y más precoces que las mezclas de 5 factores. Se 
preparó una segunda mezcla de reprogramación de ARNm de 6 factores codificante de los mismos factores con 
ARNm tratado con RNasa III, modificado con ψ. Estas mezclas de ARNm se compararon en la reprogramación con 5
una mezcla de reprogramación de ARNm de 5 factores preparada con una proporción molar 3 veces mayor de 
ARNm de KLF4 (3:1:1:3:1), que dio lugar a más colonias de iPSC, colonias más uniformes y colonias más 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 transfección Stemfect de Stemgent diariamente en 2 x 105 células HEKn (pasada 5) sembradas en 10
placas sobre plástico durante los primeros 2, 3 o 4 días, y luego con tripsina, y sembradas en 4 x 105 células NuFF 4 
horas después de la transfección. El día 4, las células HEKn que todavía crecían en plástico ya eran confluentes. 
Esto las hace diferenciarse de manera terminal, por lo que los pocillos de transferencia del día 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 15
más transfecciones y las células se cultivaron durante 2 días más, se recogieron las colonias, se fijaron, se tiñeron 
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
nto con 
RNasa III

Tipo de 
mezcla

Cantidad de 
ARN 
transfectada 
diariamente 
(µg)

Número de 
días antes de 
la siembra 
sobre NuFF

Número de colonias 
de iPSC positivas en 
Fosfatasa alc. tras 
14 transfecciones

N.º de 
pocillo

Sin modificar Sí 6F KLM-
NO3S

1,2 2 1 1

Sin modificar Sí 6F KLM-
NO3S

1,5 2 1 2

PseudoU (Ψ) Sí 6F KLM-
NO3S

1,2 2 1 3

PseudoU (Ψ) Sí 6F KLM-
NO3S

1,5 2 5 4

PseudoU (Ψ) Sí 5F 
K3LMO3S

1,2 2 12 5

PseudoU (Ψ) Sí 5F 
K3LMO3S

1,5 2 106 6

Sin modificar Sí 6F KLM-
NO3S

1,2 3 4 7

Sin modificar Sí 6F KLM-
NO3S

1,5 3 5 8

PseudoU (Ψ) Sí 6F KLM-
NO3S

1,2 3 26 9

PseudoU (Ψ) Sí 6F KLM-
NO3S

1,5 3 111 10

PseudoU (Ψ) Sí 5F 
K3LMO3S

1,2 3 195 11

PseudoU (Ψ) Sí 5F 
K3LMO3S

1,5 3 400+ 12

Resultados del EJEMPLO 2220

Las colonias positivas en fosfatasa alcalina representativas, que se observaron en todos los pocillos, se recogieron y 
se propagaron para una caracterización adicional de iPSC. La reprogramación de los queratinocitos neonatales 
humanos primarios fue reproducible y eficaz. En este ejemplo, tres fue el mejor número de transfecciones que se 
realizaron antes de que las células se sembraran en células alimentadoras (para este número de células 
queratinocíticas de partida). Se observó que se deben sembrar menos de 105 células HEKn en placas por cada 6 25
pocillos para evitar el crecimiento excesivo y la diferenciación terminal de las células diana. Si se siembran 
demasiadas células, las células no se resembrarían bien en las células alimentadoras. Se necesita usar más ARN y 
reactivo Stemfect para una alta eficiencia de reprogramación. Un total de 1,5 microgramos que comprendía todos los 
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ARNm por pocillo fue más eficaz que 1,2 microgramos por pocillo. El uso de más ARNm codificante de KLF4 en la 
mezcla produjo más colonias de iPSC en menos días. Se observó la inducción de colonias de iPSC con ARNm no 
modificados tratados con RNasa III, pero la reprogramación fue ineficaz. Todas las colonias positivas en fosfatasa 
alcalina seleccionadas y propagadas de los pocillos números 2, 9 y 11 se tiñeron positivamente para los marcadores 
de pluripotencia inmunofluorescentes TRA1-60, SOX2, OCT4, SSEA4 y NANOG.5

Ejemplo 23. REPROGRAMACIÓN LIBRE DE CÉLULAS ALIMENTADORAS USANDO ARNm NO MODIFICADOS 
O MODIFICADOS CON PSEUDOURIDINA CODIFICANTES DE FACTORES DE REPROGRAMACIÓN

Materiales y procedimientos para el EJEMPLO 23:

La reprogramación sin células alimentadoras se realizó 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 10
transfectaron con ARNm de cap1 codificante de los 5 factores de reprogramación, OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y 
cMYC(T58A). El ARNm usado contenía uno de los siguientes: NTP sin modificar con tratamiento de RNasa III 
después de la IVT, NTP sin modificar sin tratamiento con RNAsa III después de la IVT o una sustitución con 
pseudouridina únicamente con tratamiento de RNAsa III después de la IVT. El tratamiento con RNasa III de los 
ARNm se realizó como se ha descrito previamente. Los recuentos de colonias se realizaron el día 18 según la 15
morfología.

Resultados del EJEMPLO 23

No se observaron colonias de iPSC cuando se usaron ARNm no modificados para la reprogramación sin el 
tratamiento con RNAsa III 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 III después de la IVT. Sin 20
embargo, se observaron más colonias cuando se sustituyó la uridina por pseudouridina en los ARNm.

Tratamiento Número de colonias de iPSC observadas según la morfología

Sin modificar+ RNasa III 27

Sin modificar- RNasa III 0

Modificado con ΨTP+ RNasa III 51

Ejemplo 24. Diferenciación de las colonias de iPSC reprogramadas inducidas por fibroblastos BJ usando 
ARNm modificados con ψ y tratados con RNasa III codificantes de factores de inducción de IPSC en medio 
exento de células alimentadoras

Materiales y procedimientos para el EJEMPLO 2425

Se sometieron células de iPS reprogramadas sin células alimentadoras usando ARNm sustituido con Ψ codificante 
de los cinco factores de reprogramación, OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 y cMYC al protocolo de diferenciación de 
cardiomiocitos como se ha descrito anteriormente. Se grabaron vídeos de los agregados pulsátiles. Los agregados 
pulsátiles y no pulsátiles, Se disociaron usando tripsina x10 (Invitrogen, Carlsbad, CA). En resumen, se volvieron a 
suspender los agregados en tripsina x10, se incubaron a 37 ºC durante 5 minutos y se fragmentaron usando una 30
pipeta. La tripsina se neutralizó 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 días. Las células se fijaron y se tiñeron para beta-tubulina de clase III, troponina T 
cardíaca y sox17.35

Resultados del EJEMPLO 24

Se pusieron en diferenciación iPSC reprogramadas sin células alimentadoras a cardiomiocitos. Se observaron 
agregados pulsátiles el día 12 de la diferenciación, y se grabaron vídeos de los agregados pulsátiles. Una vez 
completado el protocolo de diferenciación, los agregados, tanto pulsátiles como no pulsátiles, se disociaron y se 
sembraron sobre gelatina para ver si las células que se originaban de las otras 2 capas germinales también se 40
formaban a partir de estas iPSC. Las células se tiñeron positivamente para un marcador neuronal, la beta-tubulina 
de clase III, 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 tinción positiva para SOX17, un factor de transcripción 
descubierto en células del linaje endodermo. También se observaron células con tinción positiva para la troponina T 
cardíaca, que es un marcador de cardiomiocitos, que tienen un origen mesodérmico. Por lo tanto, las iPSC 45
reprogramadas sin células alimentadoras pudieron diferenciarse en células de las 3 capas germinales.

Ejemplo 25. Diferenciación directa de iPSC inducidas a partir de fibroblastos BJ usando ARNm no 
modificados o modificados con ψ, tratados con RNasa III o purificados por HPLC codificantes de factores de 
inducción de iPSC

Materiales y procedimientos para el EJEMPLO 2550
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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 III y dos de ARNm
purificado por HPLC.

ARNm tratado con RNasa III y modificado con pseudouridina5

La estirpe 1 (TN4w4) se derivó de células BJ reprogramadas con ARNm modificado con pseudouridina, tratado con 
RNasa III (con MgOAc 1 mM) de mezcla estequiométrica molar 1:1:1:3:1 de KLM(largo)OS. La reprogramación 
implicó 18 transfecciones diarias de ARNm en fibroblastos BJ sembrados en células NuFF en medio Pluriton, como 
se ha descrito previamente. (Cabe señalar que se trata de la misma estirpe de iPSC que fue examinada por qPCR a 
fibroblastos BJ para comparar patrones de expresión). Se seleccionó una colonia y se expandió durante 17 pasadas, 10
luego se congeló durante una semana, luego se cultivó y se realizaron 4 pasadas más. Se permitió la formación de 
colonias grandes, se desprendieron de la superficie de la matriz matrigel con dispasa y se mantuvieron en cultivo en 
suspensión durante 8 días en medios de iPS sin FGFb para permitir la formación 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 espontáneamente en medio de iPS sin FGFb durante 7 días más. Las 15
células se fijaron y se incubaron con anticuerpos para diversos marcadores como se ha descrito previamente. Se 
realizó la inmunofluorescencia y se obtuvieron imágenes de las células.

Resultados del EJEMPLO 25

Las iPSC se tiñen positivamente para los marcadores que representan las 3 capas germinales de las células. Se 
descubrió que las células expresaban marcadores ectodérmicos, beta-tubulina de clase III de neuronal (TUJ1), 20
proteína ácida fibrilar glial (GFAP) y cadena ligera de neurofilamento (NF-L), los marcadores mesodérmicos, actina 
de músculo liso alfa (SMA) y desmina, y los marcadores endodérmicos, factor de transcripción SOX17 y alfa-
fetoproteína (AFP). Por lo tanto, Las mezclas de ARNm modificadas con pseudouridina, tratadas con RNasa III, 
cap1, con cola de poli(A) se pueden usar para generar iPSC que se diferencien en células de las 3 capas 
germinales.25

Diferenciación de iPSC de la estirpe 2: ARNm modificado con pseudouridina y purificado por HPLC

La estirpe 2 (TN8w3) se derivó como se ha descrito anteriormente a partir de mezclas de ARNm purificados por 
HPLC, modificados con pseudoU, que contenían el ARNm de cMyc T58A más 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 tiñen positivamente para los marcadores que representan las 3 capas 30
germinales de las células. Se descubrió que las células expresaban el marcador ectodérmico, beta-tubulina de clase 
III neuronal (TUJ1), los marcadores mesodérmicos, actina de músculo liso alfa (SMA) y desmina, y los marcadores 
endodérmicos, factor de transcripción SOX17 y alfa-fetoproteína (AFP).

Diferenciación de iPSC de la estirpe 3: ARNm modificado con pseudouridina y purificado por HPLC

La estirpe 3 (TN18w35) se derivó (como la estirpe 2) a partir de mezclas de ARNm purificados por HPLC, 35
modificados con pseudoU, que contenían el ARNm de cMyc T58A más corto. La estirpe se ha sometido a 4 pasadas 
antes de que se formen cuerpos embrioides. Se trata de la estirpe más nueva, pero fue la confirmación de la 
reprogramación con ARNm purificado por HPLC.

Las iPSC se tiñen positivamente para los marcadores que representan las 3 capas germinales de las células. Se 
descubrió que las células expresaban el marcador ectodérmico beta-tubulina de clase III neuronal (TUJ1), los 40
marcadores mesodérmicos actina de músculo 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 
inducción de iPSC para la reprogramación exenta de células alimentadoras de células somáticas humanas a 
células iPS en placas de cultivo tisular que se recubrieron previamente con vitronectina XF o que no se 45
recubrieron con vitronectina o cualquier otra matriz extracelular o sustrato biológico

RNA modificado con pseudouridina codificante de los factores de reprogramación SOX2, KLF4, LIN28, OCT4 y 
cMYC(T58A) se transcribieron in vitro-, se trataron con RNAsa III con acetato de magnesio 2 mM, y luego se 
protegieron enzimáticamente con caperuza y se añadió cola de poli(A), todo como se ha descrito previamente.

Para la reprogramación sin células alimentadoras en placas recubiertas de Vitronectin XF, se recubrieron multiplacas 50
sin tratar Nunc de Thermo Scientific (Fisher Scientific, catálogo n.º 12-566-80, Thermo Scientific n.º 150239), con 
Vitronectin XF™ (Primorigen Biosciences, Inc. Madison, WI, EUA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y 
se incubaron a 37 ºC al menos 3 horas antes de sembrar las células.

Para la reprogramación 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 biológico), se usaron multiplacas tratadas 
con delta Nunc de Thermo Scientific (Fisher Scientific, n.º de catálogo 14-832-11; Thermo Scientific n.º 140675); este 
producto figura como "Nunclon delta treated", que el proveedor describe como "no recubierto con ningún reactivo 
químico", sino "una modificación de la superficie que mejora la unión de las células y el crecimiento de las estirpes 
celulares adherentes".5

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 105 o 5 x 104 células por pocillo en un 
medio esencial mínimo (MEM) útil para el crecimiento de fibroblastos que comprendía: MEM avanzado (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, EE.UU.) suplementado con FBS al 10 % (Fisher Scientific), GLUTAMAX™-I 2 mM (Invitrogen) y 
antibióticos de penicilina-estreptomicina, y se incubaron durante una noche a 37 ºC, CO2 al 5 %.10

Al día siguiente, el medio se reemplazó por un medio de reprogramación sin células alimentadoras desarrollado por 
los presentes solicitantes que consistía en medio de Eagle modificado por Dulbecco con mezcla de nutrientes F-12 
(DMEM/F12; (DMEM/F12; Invitrogen) complementado con sustitución de suero KNOCKOUT™ al 20 % (Invitrogen), 
GLUTAMAX™-I 2 mM (Invitrogen), solución de aminoácidos no esenciales 0,1 mM (Invitrogen), 8 micromolar del 
inhibidor del factor de crecimiento transformante β (TGFβ) STEMOLECULE™ SB431542 (Stemgent®, Cambridge, 15
MA, EE.UU.), inhibidor de la vía de señalización de MEK 0,5 micromolar STEMOLECULE™ PD0325901 (Stemgent), 
y 100 ng/ml de factor de crecimiento de fibroblastos humano recombinante (FGFb; Invitrogen) con antibióticos de 
penicilina-estreptomicina. El medio se reemplazó diariamente antes de la transfección de los ARNm de 
reprogramación usando el reactivo de transfección ARNiMAX (Invitrogen). Se preparó un complejo de 
ARNm/ARNiMAX en medio de suero reducido Opti-MEMI (Invitrogen) por separado para cada pocillo que contenía 20
células que se iban a reprogramar: En resumen, se añadió la mezcla de reprogramación de ARNm de un pocillo de 
una placa a una primera alícuota de 60 microlitros de medio de suero reducido Opti-MEMI; luego esta primera 
alícuota que contenía ARNm se combinó con una segunda alícuota de 60 microlitros de medio de suero reducido 
Opti-MEMI que contenía 5 microlitros de reactivo de transfección de ARNiMAX por cada microgramo de ARNm 
añadido; y finalmente, este complejo de ARNm/ARNiMAX en medio de suero reducido Opti-MEMI se incubó a 25
temperatura ambiente durante 15 minutos y luego se añadió gota a gota a las células en el pocillo. Una vez que se 
añadió la mezcla de medio/ARNm/ARNiMAX a todos los pocillos, se incubaron las placas durante la noche a 37 ºC, 
CO2 al 5 %. Para la reprogramación sin células alimentadoras en placas recubiertas de Vitronectin XF, las células se 
transfectaron de esta forma durante 21 días consecutivos. Para la reprogramación exenta de células alimentadoras 
de células de placas que no se recubrieron previamente con vitronectina u otra matriz extracelular u otro sustrato 30
biológico, las células se transfectaron de esta forma durante 18 días consecutivos. Tras la última transfección, las 
células se mantuvieron en medio de mantenimiento de iPSC hasta que las colonias fueron lo suficientemente 
grandes como para recogerlas.

Varios días después de la última transfección, se contó el número de colonias que presentaban la morfología 
característica de las colonias de iPS en los pocillos de cada tipo de placa usando los protocolos de tratamiento 35
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 biológico), 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 caracterización. Entonces, se 40
transicionaron las supuestas estirpes de células iPS y se mantuvieron en Vitronectin XF en medio mTESR™ (Stem 
Cell Technologies, Vancouver, BC, Canadá). Una vez expandidas, estas estirpes se caracterizaron por tinción de 
marcadores de pluripotencia y usándolas en el protocolo de diferenciación espontánea de cuerpos embrioides, como 
se ha descrito previamente.

Resultados de la reprogramación sin células alimentadoras de fibroblastos BJ a células iPS45

Se observó a simple vista la formación de colonias características de las células iPS después de 17 transfecciones, 
tanto en las placas recubiertas con vitronectina XF como en las placas que no se habían recubierto con vitronectina 
u otra matriz extracelular u otro sustrato biológico.

Las siguientes tablas muestran el número de colonias de iPSC inducidas en los pocillos para cada tipo de placa y 
protocolo de tratamiento.50

Número de colonias de iPSC reprogramadas sobre placas recubiertas con Vitronectina XF exentas de 
células alimentadoras

Densidad de células sembradas Dosis de ARNm (µg/pocillo/día) N.º de colonias de iPSC observadas

1x105 Simulación (sin ARN) 0

1 x 105 1,0 31

1 x 105 1,2 48

5 x 104 Simulación (sin ARN) 0
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(continuación)

Densidad de células sembradas Dosis de ARNm 
(µg/pocillo/día)

N.º de colonias de iPSC 
observadas

5 x 104 1,0 17

5 x 104 1,2 18

Número de colonias de iPSC inducidas directamente en multiplacas de cultivo de células Nunc tratadas que 
se recubrieron con una matriz extracelular u otro sustrato biológico

Densidad de células sembradas Dosis de ARNm (µg/pocillo/día) N.º de colonias de iPSC observadas

1 x 105 Simulación (sin ARN) 0

1 x 105 0,8 11

1 x 105 1,0 3

1 x 105 1,2 0

1 x 105 1,4 1

5 x 104 Simulación (sin ARN) 0

5 x 104 0,8 3

5 x 104 1,0 1

5 x 104 1,2 1

5 x 104 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 biológico se tiñeron positivamente para los marcadores de 5
pluripotencia OCT4, NANOG, TRA-1-60, SSEA4 y SOX2, y cuando se sometieron al protocolo de diferenciación 
espontánea de cuerpos embrioides, las células de estas estirpes celulares se diferenciaron espontáneamente en 
células de las 3 capas germinales, como se muestra mediante tinción inmunofluorescente positiva para marcadores 
específicos de células de cada capa germinal, incluyendo para SOX17 (endodermo), DESMINA (mesodermo) y 
BETA-III tubulina (ectodermo).10

Como se ha descrito anteriormente, estos experimentos ilustrativos demostraron además realizaciones de la 
presente invención, en las que dicha introducción de ARNm modificado que comprende ARNm que contiene 
pseudouridina codificantes de factores de inducción de iPSC indujeron la reprogramación de células de mamíferos 
que presentaban un primer estado diferenciado o fenotipo (en este caso, células somáticas que comprenden 
fibroblastos BJ humanos) a células que presentaron un segundo estado de diferenciación o fenotipo (en este caso, 15
células iPS). Es más, en dicha realización particular, dicha reprogramación se produjo en ausencia de cualquier
inhibidor o agente que redujera la expresión o actividad de una vía de respuesta inmune innata (por ejemplo, la 
proteína B18R no estaba presente antes, durante o después de dicha introducción del ARNm que contenía 
pseudouridina en dichas células).

Otra realización de la presente invención es un medio de reprogramación libre de alimentador que consiste en medio 20
Eagle modificado de Dulbecco con mezcla de nutrientes F-12 (DMEM/F12; Invitrogen) complementado con 
sustitución de suero KNOCKOUT™ al 20 % (Invitrogen), GLUTAMAX™-I 2 mM (Invitrogen), solución de 
aminoácidos no esenciales 0,1 mM (Invitrogen) e inhibidor de la vía de señalización de MEK 0,5-15 micromolar 
STEMOLECULE™ PD0325901 (Stemgent). En algunas realizaciones, el medio de reprogramación libre de células 
alimentadoras comprende además el inhibidor del factor de crecimiento transformante β (TGFβ) STEMOLECULE™ 25
SB431542 (Stemgent®, Cambridge, MA, EE.UU.). En algunas realizaciones, el medio de reprogramación libre de 
células alimentadoras comprende además 100 ng/ml de factor de crecimiento de fibroblastos recombinante humano 
básico (FGFb; Invitrogen). En algunas realizaciones, el medio de reprogramación libre de alimentador comprende 
además antibióticos de penicilina y estreptomicina.

Ejemplo 27. Estudios adicionales sobre las capacidades de los ARNm no modificados y modificados con 30
pseudouridina que tienen diferentes caperuzas para reprogramar células somáticas a iPSC con o sin 
tratamiento de RNasa III o purificación por HPLC

Materiales y procedimientos para el EJEMPLO 27

Síntesis de ARNm para la reprogramación

Se sintetizaron los ARNm que se denominan solo "CAPO O CAP1" sin designación adicional de un análogo de 35
caperuza dinucleotídico mediante transcripción in vitro (IVT) de moldes de ADN codificantes de los 5 factores de 
reprogramación (KLMT58AOS) como se ha descrito en el Sistema de producción de ARNm convencional T7 
mScript™ (CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE.UU.) para el ARNm sin modificar (GAUC). Se sintetizó de manera 
similar ARNm modificado con pseudouridina (ψ) mediante IVT, excepto con pseudouridin-5'-trifosfato ( ψTP) en lugar 
de UTP. A continuación, los ARNm de IVT se protegieron con caperuza tras la transcripción a CAPO usando la 40
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enzima de protección con caperuza SCRIPTCAP ™ o a CAP1 usando la enzima de protección con caperuza 
SCRIPTCAP ™ y ARN 2’-O-metiltransferasa SCRIPTCAP™, como se ha descrito en el sistema de producción de 
ARNm convencional T7 mScript™, o como se ha descrito para la enzima de protección con caperuza SCRIPTCAP™ 
separada y/o productos de ARN 2’-O-metiltransferasa SCRIPTCAP™ (CELLSCRIPT, INC.). Para los ARNm 
protegidos con los análogos de caperuza dinucleotídicos β-S-ARCA D1 o β-S-ARCA D2, también denominados en el 5
presente documento específicamente 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 protección con caperuza durante la transcripción mediante 
la inclusión del análogo de caperuza dinucleotídico respectivo en la reacción de IVT en una proporción molar de 4 a 
1 con GTP, a concentraciones como las descritas en el kit de transcripción MessageMAX™ T 7 ARCA-Capped 
Message (CELLSCRIPT, INC. N.º de cat. C-MMA60710), a excepción del uso de la respectiva caperuza 10
dinucleótidica β S-ARCA D1 o D2 en lugar de ARCA proporcionado en el kit. Se formaron colas en todos los ARNm 
enzimáticamente usando Poli-A polimerasa A-PLUS™ (CELLSCRIPT, INC., Nº de catálogo C-PAP5104H) para 
generar una cola de poli-A de ~150 nt, según lo descrito por el fabricante. los ARN se trataron usando el tratamiento 
con RNasa III 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 15
Kariko de RNARx LLC (Wayne, PA) usando HPLC como se ha descrito (Kariko y col., 2011).

Reprogramación con mezclas de ARNm no modificadas GAUC

Se prepararon mezclas de reprogramación de ARNm de cinco factores (KLMT58AOS) codificantes de KLF4 (K), LIN28 
(L), cMYC(T58A) (MT58A), OCT4 (O) y SOX2 (S) a una proporción 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 transfección STEMFECT™ (Stemgent),y 20
se transfectaron diariamente en 104 fibroblastos BJ (pasada 5) sembrados en placas en 4 x 105 células NuFF. No se 
usó ningún inhibidor de la vía de respuesta inmune innata (por ejemplo, Proteína B18R) para la reprogramación en 
los experimentos aquí presentados. En algunos casos, se añadió ácido valproico 2 mM; sin embargo, estos 
experimentos no se describirán más, ya que todas las células tratadas con ácido valproico murieron. Las células 
fueron transfectadas con mezclas de reprogramación de ARNm de GAUC sin modificar para 18 transfecciones 25
diarias, tras lo que las células se cultivaron durante 2 días más, se recogieron unas cuantas colonias para la 
expansión y el resto se tiñó 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 
reprogramación de ARNm de GAψC 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 reprogramación de ARNm de GAψC 30
modificado con pseudouridina con 4, 4,8 o 5,6 microlitros de reactivo de transfección STEMFECT, respectivamente. 
Las otras etapas del procedimiento de reprogramación usando mezclas de reprogramación de ARNm de GAψC 
modificado con pseudouridina fueron como se ha descrito para el ARNm GAUC no modificado.

Resultados del EJEMPLO 27

Comparación de la inducción de iPSC usando mezclas de reprogramación de ARNm de KLMO3S, CAP1, 35
modificado con pseudouridina purificado por HPLC frente a tratado con RNasa III

Procedimiento de 
Purificación o de 
tratamiento

Microgramos de mezcla 
de reprogramación de 
ARNm transfectados al 
día

Observaciones N.º de colonias positivas en 
fosfatasa alcalina

Ninguno 1,2 CÉLULAS 
MUERTAS

0

HPLC 1,0 148

HPLC 1,2 DPCE 400+

HPLC 1,4 DPCE 400+

RNasa III 1,0 149

RNasa III 1,2 DPCE 400+

RNasa III 1,4 DPCE 400+

DPCE = Demasiadas colonias para contarlas con exactitud.

Los resultados anteriores muestran que las mezclas de reprogramación de ARNm que comprenden ARNm 
modificados con pseudouridina eran altamente tóxicas para las células en las que se transfectaron diariamente 
durante 15 días. Sin embargo, cuando las mismas mezclas de reprogramación de ARNm se purificaron por HPLC o 
se trataron usando los procedimientos de tratamiento con RNasa III descritos en el presente documento, las células 40
sobrevivieron y se indujeron células iPSC. El hecho de que los números de colonias positivas en fosfatasa alcalina, 
que es indicativo de células iPS, fueran casi idénticos para los pocillos transfectados con los ARNm de 
reprogramación purificados por HPLC y tratados con RNasa III (por ejemplo, 148 colonias de iPSC positivas en 
fosfatasa alcalina inducidas usando 1,0 microgramo por pocillo de mezcla de reprogramación preparada usando 
ARNm purificados por HPLC frente a 149 colonias de iPSC positivas en fosfatasa alcalina inducidas usando 1,0 45
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microgramo por pocillo de mezcla de reprogramación preparada usando los mismos lotes de ARNm que se trataron 
usando los procedimientos de tratamiento con RNasa III 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 somáticas usando mezclas de reprogramación de ARNm que comprenden ARNm que no han 
sido purificados por HPLC ni tratados con RNasa III. En vista de la eficacia de los procedimientos de tratamiento con 5
RNasa III descritos en el presente documento equivalente a la purificación por HPLC en la eliminación de moléculas 
de ARN bicatenarias contaminantes del ARNm, otros beneficios importantes del presente procedimiento de 
tratamiento con RNasa III lo hacen ventajoso con respecto a la purificación por HPLC.

Reprogramación de células somáticas a células iPS usando ARNm GAUC no modificados sintetizados in 
vitro codificantes de factores de reprogramación KLMO3S y que comprenden caperuzas tio sintetizadas 10
durante la transcripción o caperuzas Cap0 o cap1 sintetizadas enzimáticamente tras la transcripción

Tipo de 
caperuza

Mezcla de 
NTP

Sometido al 
tratamiento con RNasa 
III

Observaciones N.º de colonias positivas en 
fosfatasa alcalina

Control sin 
ARN

Ninguno NO Sin toxicidad 
significativa

0

β-S-ARCA GAUC NO Células muertas 0

D1 β-S-ARCA 
D2

GAUC NO Células muertas 0

CAP0 GAUC SÍ 4

CAP1 GAUC SÍ 289

Los resultados anteriores mostraron que las mezclas de reprogramación de ARNm que comprenden ARNm no 
modificados eran altamente tóxicas para las células en las que se transfectaron diariamente durante 18 días. Sin 
embargo, cuando las mismas mezclas de reprogramación de ARNm se trataron usando el tratamiento de RNasa III 
con Mg2+ 2 mM, las células sobrevivieron y se indujeron células iPSC. Los resultados demostraron además que las 15
mezclas de reprogramación de ARNm que comprenden ARNm de GAUC sin modificar que presentan una estructura 
CAP1 eran mucho más eficaces para la reprogramación de células somáticas a células iPS que los ARNm no 
modificados (GAUC) que presentan una estructura CAP1. Por lo tanto, en realizaciones preferidas de los 
procedimientos de reprogramación, las composiciones y los kits de la invención que comprenden mezclas de 
reprogramación de ARNm que comprenden ARNm no modificados, los ARNm sin modificar presentan una estructura 20
CAP1.

Ejemplo 28. Efectos del ARN bicatenario modificado con pseudouridina (GAψC) o no modificado (GAUC) en 
la reprogramación de fibroblastos BJ humanos a células iPS usando GAψC tratado con RNasa III, Cap1, cola 
Poli(A) de ARNm GAUC codificantes de factores de reprogramación KLMO3S

Visión global25

Los resultados previos, incluyendo los descritos en el EJEMPLO 27, mostraron la equivalencia de los procedimientos 
de tratamiento con RNasa III (por ejemplo, usando Mg2+ aproximadamente 2 mM) con la HPLC para la eliminación 
de contaminantes ARN bicatenario a partir de mezclas de reprogramación de ARNm (por ejemplo, se indujeron 148 
colonias de iPSC positivas en fosfatasa alcalina usando 1,0 microgramos por pocillo de mezcla de reprogramación 
hecha usando ARNm de KLM(T58A)O3S, CAP1, modificados con pseudouridina y purificados por HPLC, frente a 149 30
colonias de iPSC positivas en fosfatasa alcalina inducidas usando 1,0 microgramos por pocillo de una mezcla de 
reprogramación hecha usando los mismos lotes de ARNm que se trataron usando los procedimientos de tratamiento 
con RNasa III 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 producirían toxicidad y que reducirían o 35
inhibirían la reprogramación, tal como la reprogramación de células somáticas humanas o de mamífero a células 
iPS, Volviendo a añadir diferentes cantidades conocidas de ARN bicatenario a las mezclas de reprogramación de 
ARNm. Para evitar un efecto biológico (por ejemplo, un efecto biológico debido a la interferencia del ARN), el ARN 
bicatenario escogido para su adición a las mezclas de reprogramación 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 40
reprogramación de ARNm; un gen de luciferasa de luciérnaga de 1,67 kb (luc2), que no parecía estar presente en 
las células humanas, se escogió como molde para fabricar el ARN bicatenario con este fin. Tras fabricar el ARN 
bicatenario con luc2 mediante IVT, se añadieron diversas cantidades del ARN bicatenario con luc2 de 1,6 kb a 
mezclas de reprogramación de ARNm que comprendían ARNm que se trataron usando el procedimiento de 
tratamiento de RNasa III con Mg2+ 2 mM antes de que se añadiera el reactivo de transfección; en pocillos separados 45
de placas de 6 pocillos, se añadió ARN bicatenario de luc2 modificado con pseudouridina (GAψC) o no modificado 
(GAUC) a una mezcla de reprogramación que comprendía bien ARNm LM(T58A)O3S, CAP1, modificados con 
pseudouridina y tratados con RNasa III o ARNm KLM(T58A)O3S, CAP1, no modificados (GAUC) tratados con RNasa 
III para tratar de descubrir cualquier diferencia entre la reacción de las células al ARN bicatenario y la reacción 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 reprogramación de ARNm se trataron usando el 
procedimiento de tratamiento con RNasa III con Mg2+ 2 mM.

Todos los ARNm se protegieron con caperuza después de la transcripción usando el sistema enzimático de 5
protección 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 reprogramación de ARNm diferentes: una que comprende ARNm no modificados (GAUC) y una que 
comprende ARNm modificados con pseudouridina (GAψC).

Se usaron mezclas de reprogramación de ARNm de 5 factores codificantes de KLM(T58A)OS en una proporción molar 10
de 1:1:1:3:1; K = KLF4; L = LIN28; M(T58A) = cMYC(T58A); O = OCT4; S = SOX2.

Las células se transfectaron con mezclas de reprogramación de ARNm diariamente con un total de 1,2 microgramos 
de ARNm codificante de los 5 factores proteicos (KLM(T58A)OS) por pocillo durante 14 días para ARNm con GAψC o 
durante 18 días para ARNm GAUC. Las cantidades indicadas de ARN bicatenario de luc2 se combinaron con la 
mezcla de reprogramación de ARNm antes de complejarse con el reactivo de transfección STEMFECT™, y luego se 15
añadió el complejo reactivo de ARNm/ARN bicatenario/transfección al medio como se ha descrito.

Materiales y procedimientos para el EJEMPLO 28

Síntesis de ARN bicatenario de luc2

Se produjeron ARN bicatenarios tanto modificados con pseudouridina GAψC como sin modificar GAUC que 
comprendían ARN monocatenario codificante y no codificante para una forma diseñada por ingeniería genética del 20
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 transcripción in vitro separada de ARN monocatenarios codificantes y 
no codificantes mediante linealización con endonucleasa de restricción de un plásmido pGL4.19 [luc2-Neo] 
(Promega, Madison, WI, EE. UU.) que se modificó mediante PCR para introducir promotores de la ARN polimerasa 
T7 y T3, respectivamente. Cada cadena de ARN monocatenario codificante o no codificante se sintetizó por 25
separado mediante transcripción 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 transcripción de ARN con Ψ INCOGNITO™ T7 disponible en el mercado 
(CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE.UU.) para fabricar ARN GAψC, o un kit de transcripción T7-FLASHSCRIBE™ 
o un kit de IVT de ARN convencional T7-SCRIBF™ para fabricar ARN GAUC (CELLSCRIPT), o kits internos 
similares que contenían la ARN polimerasa de T3. El ARN bicatenario de luc2 de luciérnaga no estaba protegido con 30
caperuza ni tenía cola. Se volvió a suspender cada ARN monocatenario codificante o no codificante por separado en 
T10E1, se combinó en cantidades iguales, se hibridó a 94 ºC durante 2 minutos, a 70 ºC durante 10 minutos y luego 
se enfrió 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 añadidas a las mezclas de reprogramación de ARNm. La cantidad de ARN bicatenario de luc2 añadida para 35
cada tratamiento diario y el ARN bicatenario añadido como un porcentaje de la cantidad total de ARN transfectada al 
día se enumeran en la siguiente tabla.

Protocolo de reprogramación

Como en los experimentos previos, se sembraron 104 fibroblastos BJ (pasada 6) en NUFF, y el medio se cambió a 
medio PLURITON de Stemgent (con suplemento y pen/estrep) con inhibidor de RNasa añadido a 0,5 U/ml de medio. 40
El reactivo de transfección STEMFECT se usó como se ha descrito previamente. En resumen, se añadieron 1,2 
microgramos de la mezcla de reprogramación de ARNm apropiada al tampón STEMFECT con cantidades variadas 
de ARN bicatenario modificado con pseudouridina o no modificado El reactivo de transfección STEMFECT se diluyó 
por separado en tampón de transfección STEMFECT; las dos mezclas se combinaron y se incubaron a TA durante 
15 minutos. Entonces, se añadió la mezcla gota a gota a las células que estaban en 2 ml de medio de 45
reprogramación PLURITON/pocillo. El medio se cambió diariamente antes de la transfección. Las células 
transfectadas con mezclas de reprogramación de ARNm modificados con pseudouridina se transfectaron 
diariamente durante un total de 14 veces. Las células transfectadas con mezclas de reprogramación de ARNm de 
GAUC sin modificar se transfectaron 18 veces. Las observaciones sobre la salud y la morfología de las células se 
realizaron mientras duró el experimento de 20 días. Se dejó que las células formaran colonias de iPSC durante 1 - 2 50
días después de las transfecciones antes de que las células se puntuaran en cuanto a la morfología de las colonias 
adecuada, y se tiñeron para la enumeración de colonias de iPSC positivas en fosfatasa alcalina.
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Descripción general del experimento y del recuento final de colonias de iPSC positivas en fosfatasa alcalina

N.º de 
pocillo

ARN bicatenario 
como % del 
ARN total 
transfectado (%)

Tipo de ARN 
bicatenario de Luc2 
FF/ Tipo de ARNm 
de 
reprogramación*

Cantidad de ARNm de 
reprogramación por 
pocillo (microgramos)

Cantidad de 
ARN 
bicatenario 
por pocillo 
(nanogramos
)

N.º final de 
colonias positivas 
en fosfatasa 
alcalina+

1 0 Ninguno/Ninguno 0 0 0

6 0 Ninguno/U 1,2 0 234

7/8 2,5 U/U 1,2 31 0

9/10 0,5 U/U 1,2 6 0

11/12 0,1 U/U 1,2 1,2 0

13/14 0,05 U/U 1,2 0,6 0

15/16 0,02 U/U 1,2 0,24 0

17/18 0,01 U/U 1,2 0,12 0

19/20 0,008 U/U 1,2 0,096 0

21/22 0,004 U/U 1,2 0,048 0

23/24 0,0008 U/U 1,2 ,0096 1/0

25/26 0,00016 U/U 1,2 ,00192 50/38

27 0 Ninguno/Ψ 1,2 0 400+

28 2,5 Ψ/Ψ 1,2 30 0

29 0,5 Ψ/Ψ 1,2 6 0

30 0,1 Ψ/Ψ 1,2 1,2 0

31 0,05 Ψ/Ψ 1,2 0,6 0

32 0,02 Ψ/Ψ 1,2 0,24 0

33 0,01 Ψ/Ψ 1,2 0,12 0

34 0,008 Ψ/Ψ 1,2 0,096 2

35 0,004 Ψ/Ψ 1,2 0,048 5

36 0,0008 Ψ/Ψ 1,2 ,0096 400+

37 0,00016 Ψ/Ψ 1,2 ,00192 400+

38 0 Ninguno/Ψ 1,2 0 400+

39 2,5 U/Ψ 1,2 30 0

40 0,5 U/Ψ 1,2 6 0

41 0,1 U/Ψ 1,2 1,2 0

42 0,05 U/Ψ 1,2 0,6 0

43 0,02 U/Ψ 1,2 0,24 0

44 0,01 U/Ψ 1,2 0,12 0

45 0,008 U/Ψ 1,2 0,096 0

46 0,004 U/Ψ 1,2 0,048 0

47 0,0008 U/Ψ 1,2 ,0096 15

48 0,00016 U/Ψ 1,2 ,00192 400+

2/3 0,1 U/Ninguno 0 1,2 0

4/5 0,004 Ψ/Ninguno 0 0,048 0

*U = ARN de GAUC sin modificar, Ψ = ARN de GAΨC modificado con pseudouridina;
+ 400+ = hay más de 400 colonias, demasiadas para contarlas con exactitud.
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Resultados y observaciones para el EJEMPLO 28

Antecedentes e introducción.

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 reprogramación de ARNm que comprendían ARNm 5
GAΨC CAP1 modificado con pseudouridina o ARNm GAUC codificantes de KLM(T58A)O3S a menos que los 
contaminantes de ARN bicatenario que surgían durante la transcripción in vitro se eliminen usando un procedimiento 
tal como HPLC o el procedimiento de tratamiento con RNasa III descrito en el presente documento.

Aún más, demostraron en el EJEMPLO 27 que las mezclas de reprogramación de ARNm que comprenden ARNm 
de CAP1 modificados con pseudouridina que se trataron con el procedimiento de tratamiento con RNasa III con Mg2+10
2 mM, como se ha descrito anteriormente, dieron lugar a la reprogramación de casi el mismo número de fibroblastos 
BJ a colonias de iPSC positivas en fosfatasa alcalina que la misma cantidad de la misma mezcla de reprogramación 
de ARNm que comprendía los mismos ARNm excepto que se purificaron usando HPLC. Esto demostró que el ARN 
bicatenario era el principal contaminante que inhibía la reprogramación y que los procedimientos de tratamiento con 
RNasa III descritos en el presente documento eran tan eficaces como la HPLC en la eliminación de las moléculas de 15
ARN bicatenario contaminantes. Por lo tanto, todas las mezclas de reprogramación de ARNm codificantes de 
KLM(T58A)O3S usadas en este EJEMPLO 28, incluyendo tanto las que comprenden ARNm de GAΨC modificado con 
pseudouridina de CAP1 como las que comprenden ARNm GAUC sin modificar de CAP1, se trataron mediante 
tratamiento con RNasa III en presencia de Mg2+ 2 mM como se ha descrito en el presente documento.

En ausencia de ARN bicatenario añadido, las mezcla de ARNm de reprogramación GAΨC o GAUC tratadas 20
con RNasa III reprogramaron eficazmente los fibroblastos BJ a células iPS

Como se muestra en la tabla anterior, todas las mezclas de reprogramación de ARNm que comprenden ARNm que 
se trataron con la RNasa III indujeron grandes cantidades de colonias de iPSC positivas en fosfatasa alcalina cuando 
no se añadió ARN bicatenario a las mezclas de reprogramación de ARNm. Por lo tanto, los ARNm de 
reprogramación de GAΨC indujeron > 400 colonias de iPSC por pocillo (pocillos 27 y 38), que eran "demasiado 25
numerosa para contarse con exactitud", y los ARNm de reprogramación GAUC indujeron 234 colonias de iPSC 
(pocillo 6). Como se descubrió en los experimentos previos, el número de colonias de iPSC inducidas por los ARNm 
de reprogramación de GAUC sin modificar solo fue aproximadamente la mitad de los números de y tardaron más en 
formar colonias en comparación con las inducidas por los ARNm de reprogramación de GAΨC modificados. No se 
indujeron colonias en los pocillos de control que carecían de ARNm de reprogramación (pocillos 1-5).30

La adición de ARN bicatenario a mezclas de ARNm de reprogramación GAΨC o GAUC tratados con RNasa III 
aumentó la toxicidad celular y redujo la capacidad de reprogramación de iPSC

Los solicitantes se sorprendieron por los niveles inesperadamente bajos de ARN bicatenario que eran tóxicos para 
los fibroblastos BJ y las células alimentadoras y por los niveles aún más bajos de ARN bicatenario que se requerían 
para reprogramar con éxito los fibroblastos BJ a células iPS.35

Por ejemplo, con respecto a la toxicidad, se descubrió que la adición de ARN bicatenario a las mezclas de 
reprogramación de ARNm a un nivel del 0,01 % o más de la masa total de ARN añadida era tóxica para las células, 
ya estuvieran el ARN bicatenario o las mezclas de reprogramación de ARNm, o ambos, Compuestos de ARN 
modificado con GAΨC o ARN de GAUC no modificado. Por lo tanto, todas las células estaban muertas el día 6 de 
los tratamientos si se añadía más de 1 ng de ARN bicatenario con la mezcla de reprogramación de 1,2 microgramos 40
por pocillo al día de ARNm (es decir, en la que el ARN bicatenario era del 0,1 % o más del ARN total añadido). 
Todas las células estaban muertas el día 10 cuando se añadieron más de 240 pg de ARN bicatenario con 1,2 
microgramos por pocillo al día de mezcla de reprogramación de ARNm (es decir, en la que el ARN bicatenario era el 
0,02 % o más de la masa total de ARN añadida por pocillo). Aún más, las células estaban muertas hacia la 
decimotercera transfección cuando se añadían más de 120 pg de ARN bicatenario con la mezcla de reprogramación 45
de 1,2 microgramos por pocillo al día de mezcla de reprogramación de ARNm (en la que el ARN bicatenario era el 
0,01 % o más de la masa total de ARN añadida por pocillo).

Sorprendente e inesperadamente, era necesario reducir mucho más el nivel de ARN bicatenario añadido a la mezcla 
de reprogramación de ARNm para reprogramar con éxito los fibroblastos BJ a células iPS durante el protocolo de 
reprogramación de iPSC de 14 a 18 días.50

Por ejemplo, en algunas realizaciones del procedimiento de reprogramación de la presente invención en el que se 
introduce una mezcla de reprogramación de ARNm que comprende ARNm GAΨC modificado con pseudouridina 
tratado con RNasa III codificante de uno o más factores de reprogramación de forma repetida o continua (por 
ejemplo, se transfecta) en una célula que presenta un primer estado de diferenciación (por ejemplo, una célula
somática, por ejemplo, un fibroblasto o queratinocito) en condiciones en las que la célula presenta un segundo 55
estado de diferenciación (por ejemplo, un estado desdiferenciado, un estado transdiferenciado o un estado 
diferenciado); por ejemplo, un estado de diferenciación de iPSC), la cantidad de moléculas contaminantes de ARN 
bicatenario en la mezcla de reprogramación de ARNm usada para dicha introducción en la célula que presenta el 
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primer estado de diferenciación es inferior al aproximadamente 0,01 % (y preferentemente inferior al 
aproximadamente 0,001 %) del ARN total usado para dicha introducción. Por ejemplo, cuando se transfectaron 
fibroblastos BJ con ARN bicatenario GAΨC modificado con pseudouridina añadido a una mezcla de reprogramación 
de ARNm que comprendía ARNm GAΨC modificados con pseudouridina tratados con RNasa III, 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. 5
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 día de mezcla de reprogramación de ARNm (es decir, en la que 
el ARN bicatenario era el 0,008% o más de la masa total de ARN añadida por pocillo). Aún más, solo se indujeron 5 
colonias de iPSC (Pocillo 35) en presencia de 48 pg de ARN bicatenario con 1,2 microgramos por pocillo al día de 
mezcla de reprogramación de ARNm (es decir, en la que el ARN bicatenario era el 0,004% o más de la masa total 10
de ARN añadida por pocillo). Cuando se añadieron 1,92 pg de ARN bicatenario GAΨC con 1,2 microgramos por 
pocillo al día de mezcla de reprogramación de ARNm (es decir, en la que el ARN bicatenario era el 0,0008% o más 
de la masa total de ARN añadida por pocillo), no se observó inhibición de la inducción de iPSC para la mezcla de 
reprogramación de ARNm que comprendía ARNm GAΨC modificados (pocillo 36).

Solo se indujo 1 colonia de iPSC en uno de los pocillos (Pocillos 23 y 24) transfectados con 9,6 pg de ARN 15
bicatenario con 1,2 microgramos por pocillo al día de mezcla de reprogramación de ARNm (es decir, en la que el 
ARN bicatenario era el 0,0008% o más de la masa total de ARN añadida por pocillo). Se indujeron más 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 día de mezcla de reprogramación de ARNm (es decir, en la que el ARN bicatenario era el 0,00016% o más de la 
masa total de ARN añadida por pocillo), pero incluso esta pequeña cantidad del ARN bicatenario de ~1,67 Kbp 20
disminuyó el número de colonias viables de iPSC reprogramadas en aproximadamente un 80 % en comparación con 
el número de colonias de iPSC inducidas cuando no se añadió ARN bicatenario a la mezcla de reprogramación de 
ARNm (234 colonias).

En un conjunto adicional de experimentos, se transfectaron fibroblastos BJ con ARN bicatenario GAUC y una mezcla 
de reprogramación de ARNm que comprendía ARNm GAΨC modificados con pseudouridina tratados con RNasa III; 25
se reconocerá que esta es una situación artificial que es poco probable que ocurra, ya que las moléculas 
contaminantes de ARN bicatenario se generan durante las reacciones de transcripción in vitro y comprenderán ARN 
modificado o no modificado en función de los NTP que se utilicen en la reacción de IVT. Por lo tanto, el ARN 
bicatenario no comprenderá 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 30
mezcla de reprogramación de ARNm que comprendía ARNm de GAΨC modificados con pseudouridina tratados con 
RNasa III para determinar si el ARN bicatenario que comprende ARN GAΨC tenía un efecto diferente sobre la 
toxicidad celular y la reprogramación de células somáticas a células iPS que el ARN bicatenario que comprende 
ARN GAUC. Por lo tanto, la dosis más alta de ARN bicatenario a la que se indujeron colonias de iPSC fue la de 9,6 
pg de ARN bicatenario añadido con 1,2 microgramos por pocillo al día de mezcla de reprogramación de ARNm (es 35
decir, en la que el ARN bicatenario era el 0,0008% o más de la masa total de ARN añadida por pocillo); a esta dosis, 
se indujeron 15 colonias de iPSC (pocillo 47). Las células toleran esta mezcla de reprogramación mejor. Las células 
estaban más sanas y se obtuvieron más colonias con la dosis más baja de ARN bicatenario. Esta cantidad de ARN 
bicatenario de GAUC no modificado fue similar a la dosis más alta de ARN bicatenario de GAUC no modificado a la 
que se indujeron colonias de iPSC cuando se usó una mezcla de reprogramación de ARNm que comprendía ARNm 40
GAUC no modificados (pocillos 23 y 24). Sin embargo, en presencia de ARN bicatenario de GAUC no modificado, el 
uso de una mezcla de reprogramación de ARNm que comprendía ARNm de GAΨC pareció reducir la toxicidad 
celular y aumentar la eficacia de la reprogramación en comparación con el uso de una mezcla de reprogramación de 
ARNm que comprendía ARNm de GAUC (por ejemplo, compárese el pocillo 47 con los pocillos 23 y 24, y el pocillo 
48 con los pocillos 25 y 26). Los resultados con ARN bicatenario GAΨC con una mezcla de reprogramación de 45
ARNm que comprendía ARNm GAΨC (por ejemplo, los pocillos 35, 36 y 37) demuestran además los beneficios de la 
toxicidad reducida y una mayor eficacia de reprogramación mediante el uso de ARNm modificado con pseudouridina 
en las mezclas de reprogramación de ARNm.

Ejemplo 29. Efectos de la adición de ARN bicatenario de Luc2 sin modificar (GAUC), modificado con 
pseudouridina (GAΨC) y modificado con pseudouridina y 5-metilcitidina (GAψm5C) sobre la reprogramación 50
de células C3H/10T1/2 de ratón a mioblastos usando una mezcla de reprogramación que comprende ARNm 
tratado con RNasa III, Cap1, con cola poli(A) GAUC, GAψC OR GAψm5C codificante de proteína MYOD

Síntesis 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 55
como se ha descrito en el EJEMPLO 28, excepto que se usaron mezclas de NTP GAUC o GAψC orGAψm5C para la 
transcripción 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 comprendían nucleótidos GAUC o GAψC o GAψm5C usando 
el siguiente protocolo: se añadieron 250 microlitros de cada uno de los ARN monocatenarios de luc2 codificantes y 60
no codificantes (cada uno a 1 microgramo/ml) que comprendían la misma composición de nucleótidos y se 
calentaron a 95 ºC durante 2 minutos, seguido de 70 ºC (5 minutos), 60 ºC (10 minutos), 50 ºC (10 minutos), 40 ºC 
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(10 minutos), 30 ºC (10 minutos) y luego enfriando lentamente hasta la temperatura ambiente durante 30 minutos. 
Se confirmó que todos los productos de ARN bicatenario GAUC, GAψC y GAψm5C eran bicatenarios.

Síntesis de ARNm codificantes de MYOD

Se preparó un molde de ADN de MYOD de ratón para la preparación de ARNm de ratón que comprendía o consistía 
en ARNm de MYOD de ratón sin modificar (GAUC) para su uso en la reprogramación de células madre 5
mesenquimales de ratón a mioblastos de la siguiente manera: Se clonó el ADN codificante de ARNm de MYOD, 
ARNm que presentaba la secuencia de codificación o cds dadas como SEQ ID NO: 16, en ADN plasmídico basado 
en pUC19 que contenía 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 clonación (en el que se introducen las cds de MYOD 
directamente corriente abajo del sitio de inicio de la traducción de Kozak GCCACC), y una UTR 3’ de beta-Globina 10
de 3’ Xenopus. Se linealizó el plásmido de ADN con Sal I y se purificó como se ha descrito previamente para otros 
plásmidos de ADN en el presente documento, y luego se usó como un molde de ADN para la transcripción in vitro de 
ARNm codificante de MYOD (o ARNm de MYOD).

Síntesis de ARNm de MYOD para la reprogramación

Se sintetizó ARNm no modificado (GAUC) de cola de poli (A) (~150 nt) CAP1 codificante de la proteína MYOD, 15
codificado por el molde de ADN de MYOD descrito anteriormente, mediante la transcripción in vitro (IVT) de dicho 
molde de ADN usando el sistema de producción de ARNm convencional mScript ™ T7 (CELLSCRIPT, INC., 
Madison, WI, EE.UU.) según lo descrito por el fabricante. Los ARNm CAP1, de cola poli(A) (~150 nt) modificados 
con pseudouridina (GAψC) y los ARNm modificados con pseudouridina y 5-metilcitidina (GAψm5C) se sintetizaron de 
manera similar mediante IVT usando un sistema de producción convencional T7 mScript™, a excepción del uso de 20
mezcla de NTP que comprendían los NTP GAψC o los NTP GAψm5C, respectivamente en lugar de UTP o CTP. Se 
trataron partes de cada no de estos ARNm no modificados (GAUC) y modificados (GAψC y GAψm5C) usando el 
tratamiento con RNasa III en presencia de acetato de magnesio 2 mM según lo desvelado en al presente 
documento.

Reprogramación de células madre mesenquimales C3H10T1/2 de ratón a mioblastos usando ARNm de 25
MYOD sin modificar CAP1 y el efecto del ARN bicatenario de Luc2

Se sembraron células C3H10T1/2 de ratón a 2 x 105 células por pocillo de una placa de 6 pocillos recubierta con 
gelatina y se dejaron crecer durante la noche en DMEM, FBS al 10%, GLUTAMAX y pen/estrep. Al día siguiente, se 
cambiaron las células a un medio de diferenciación que comprendía DMEM + suero de caballo al 2 %, GLUTAMAX y 
pen/estrep. Se transfectaron las células usando reactivo de transfección RNAiMAX (Invitrogen, Inc.) con 1,0 30
microgramos/ml del ARNm no modificado (GAUC) descrito anteriormente o ARNm modificado con GAψC o ARNm 
modificado con GAψm5C codificante de la proteína MYOD, solo o sin ARN bicatenario de luc2, o junto con ARN 
bicatenario de luc2 que comprendía el mismo tipo de nucleótidos (GAUC, GAψC o GAψm5C) como ARNm 
codificante de la proteína MYOD, con cada ARN bicatenario de luc2 respectivo a concentraciones variables de entre 
0,000001 y 0,1 microgramos/ml. En resumen, se añadieron cada ARNm de MYOD GAUC, GAψC o GAψm5C, y el 35
correspondiente ARN bicatenario de luc2 a un primer tubo que contenía un volumen total de 60 microlitros, y una 
cantidad de solución de transfección RNAMAX igual a 5 microlitros por microgramo de ARN del primer tubo se 
añadió a un segundo tubo, ajustándose el volumen final a 60 microlitros. Se mezclaron el primer y el segundo tubo, 
se incubaron a temperatura ambiente durante 15 minutos y se añadió la mezcla de ARNm/ARNiMAX a 2 ml de 
medio de diferenciación ya en las células. El medio se cambió por un nuevo medio de diferenciación 4 horas 40
después de la transfección. Veinticuatro horas después de la primera transfección, se administró otra transfección 
con el mismo tratamiento El medio se cambió nuevamente 4 horas después de la transfección. Cuarenta y ocho 
horas después de la primera transfección, las células se fijaron y se realizó la inmunofluorescencia para detectar la 
expresión de la cadena pesada de miosina (MHC), un marcador de mioblastos o diferenciación muscular.

RESULTADOS DEL EJEMPLO 2945

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 GAψC.

Cantidad de ARNm 
de MYOD GAUC o 
GAψC tratado con 
RNasa III (µg/ml)

Cantidad de los respectivos 
ARN bicatenarios de Luc2 
GAUC o GAψC* 
transfectados (µg/ml)

ARN bicatenario 
como % del ARN 
total transfectado

Presencia de tinción 
inmunofluorescente de 
cadena pesada de miosina

1,0 0 0 SÍ

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 % SÍ
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(continuación)

Cantidad de ARNm de 
MYOD GAUC o GAψC 
tratado con RNasa III 
(µg/ml)

Cantidad de los respectivos 
ARN bicatenarios de Luc2 
GAUC o GAψC* 
transfectados (µg/ml)

ARN bicatenario 
como % del ARN 
total transfectado

Presencia de tinción 
inmunofluorescente de 
cadena pesada de miosina

1,0 0,00001 0,001 % SÍ

1,0 0,000001 0,0001 % SÍ

Sin tratamiento Sin tratamiento N/A No

Transfección simulada Transfección simulada N/A No

*Se usó ARN bicatenario de Luc2 GAUC con ARNm de MYOD GAUC y ARN bicatenario de Luc2 GAψC con ARNm 
de MYOD GAψC.
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 GAψm5C.

Cantidad de ARNm de 
MYOD GAψm5C tratado 
con RNasa III (µg/ml)

Cantidad de ARN 
bicatenario de Luc2 
GAψm5C transfectada 
(µg/ml)

ARN bicatenario 
como % del ARN 
total transfectado

Presencia de tinción 
inmunofluorescente de cadena 
pesada de miosina

1,0 0 0 SÍ

1,0 0,1 10 % No

1,0 0,01 1 % No

1,0 0,001 0,1 % SÍ

1,0 0,0001 0,01 % SÍ

1,0 0,00001 0,001 % SÍ

1,0 0,000001 0,0001 % SÍ

Sin tratamiento Sin tratamiento N/A No

Transfección simulada Transfección simulada N/A No

Ejemplo 30. Reprogramación directa de fibroblastos humanos a neuronas mediante la introducción repetida 5
de ARNm modificados con pseudouridina (GAΨC) codificantes de los factores de transcripción proteicos 
ASCL1, MYT1L, NEUROD1 y POU3F2

Introducción

Recientemente, Pang y col., y otros (Pang, ZP y col., 2011; Ladewig J., y col., 2012) describieron la conversión de 
fibroblastos humanos a neuronas mediante la introducción de vectores lentivíricos inducibles por doxiciclina 10
codificantes de cuatro factores de transcripción (ASCL1, MYT1L, NEUROD1 y POU3F2), basándose en el trabajo de 
otros investigadores (por ejemplo, Vierbuchen T., y col. 2010. Yang N., y col. 2011). En este ejemplo, se muestra la 
reprogramación directa altamente eficaz (por ejemplo, la transdiferenciación) de fibroblastos humanos a neuronas 
mediante la introducción repetida en los fibroblastos de una mezcla de reprogramación que comprende ARNm 
modificados con pseudouridina codificantes de factores de transcripción proteicos (por ejemplo, ASCL1, MYT1L, 15
NEUROD1 y POU3F2), en el que los ARNm se trataron usando el procedimiento de tratamiento con RNasa III con 
Mg2+ 2 mM, reprogramando de este modo los fibroblastos a células neuronales.

Materiales y procedimientos para la reprogramación de fibroblastos a neuronas

EJEMPLO 30 Detalles

Se sembraron fibroblastos de pulmón humano MR90 fetales (pasada P15) en placas recubiertas con gelatina a 1,5 x 20
105 células por pocillo de una placa de 6 pocillos en medio EMEM (ATCC n.º 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 días) con una mezcla de reprogramación que comprendía un total de 0,6 
microgramos de ARNm recombinantes tratados con RNasa III (con Mg2+ 2 mM), modificados con pseudouridina 
(GAΨC) (codificantes de cada uno de los factores de transcripción proteicos ASCL1 (A), MYT1L (M), NEUROD1 (N ) 25
y POU3F2 (P) a una proporción molar de 1:1:1:1 de AMNP) formados con el reactivo de transfección STEMFECT™ 
(4 microlitros por microgramo de ARNm). Los ARNm recombinantes se prepararon mediante transcripción in vitro de 
moldes de ADN derivados de pUC19 linealizados que contenían un casete (SEC ID NO: 1) que comprendía: un 
promotor T7, una UTR 5’ de β-globina de Xenopus laevis, y una UTR 3’ de β-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 30
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) proteína 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 producción de ARNm convencional T7 mSCRIPT™ (CELLSCRIPT, INC., Madison, WI, EE.UU.), 
excepto que la uridina-5'-trifosfato (UTP) se sustituyó por pseudouridina-5'-trifosfato (ΨTP) para la IVT, y antes de la 
protección con caperuza o de la poliadenilación, los ARN transcritos in vitro se trataron usando el tratamiento con 5
RNasa III como se describe en el presente documento con una concentración de 2 mM de acetato de magnesio. El 
ARNm de MYT1L recombinante codificante de MYT1L (con una cola de poliA de ~ 150 nt) se preparó como se ha 
descrito en la literatura provista con el Kit de Transcripción MessageMAX™ T7 ARCA-Capped Message 
(CELLSCRIPT), excepto con ψTP en lugar de UTP durante la IVT y, antes de la poliadenilación con Poli(A) 
polimerasa A-PLUS™ (CELLSCRIPT), el ARN transcrito in vitro se trató usando el tratamiento con RNasa III, como 10
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 días 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 15
complementado con FGFb fresco diariamente a 10 nanogramos por mililitro (R & D Systems) y penicilina-
estreptomicina x1. El medio se cambió diariamente antes de la transfección y se complementó con 0,5 U/ml de 
inhibidor de RNasa SCRIPT-GUARD™ (CELLSCRIPT). La mezcla de ARNm de AMNP: el complejo de reactivo de 
transfección STEMFECT™ se preparó según el protocolo del fabricante (STEMGENT, Cambridge, MA, EE.UU.), se 
incubó durante 15 minutos a temperatura ambiente y se añadió a las células. Se tomaron imágenes de contraste de 20
fase de las células el día 6, y las células se fijaron el día 7 y se tiñeron por inmunofluorescencia para la presencia del 
marcador neuronal proteína-2 asociada a microtúbulos (MAP2). Esta es una proteína de ensamblaje de microtúbulos 
que se cree que desempeña un papel esencial en la neurogénesis.

Resultados de la reprogramación de fibroblastos a neuronas

Mediante la sexta transfección, la morfología de la mayoría de las células de los pocillos transfectados con AMNP 25
(ASCL1, MYT1L, NEUROD1 y POU3F2) había cambiado drásticamente a una morfología (FIG. 50 y FIG.51) y la 
tinción inmunofluorescente de las células fue positiva para MAP2, lo que demostraba que los fibroblastos habían 
sido reprogramados (transdiferenciados directamente a neuronas. Este proceso de reprogramación fue rápido y 
altamente eficaz.

Estudios sobre los efectos de la adición ARN bicatenario de Luc2 en la reprogramación de los fibroblastos a 30
neuronas

Materiales y procedimientos

En otro experimento, se añadieron diversas cantidades bien de ARN bicatenario de luc2 GAUC sin modificar o ARN 
bicatenario de luc2 modificado con GAψC a mezclas de reprogramación que comprendían ARNm GAψC tratados 
con RNasa III codificantes de ASCL1, MYT1L, NEUROD1 y POU3F2 (AMNP) para determinar y cuantificar los 35
efectos del ARN bicatenario modificado con ψ y sin modificar sobre la reprogramación (transdiferenciación) de los 
fibroblastos a las neuronas. Como en experimentos similares en todos los EJEMPLOS anteriores, se usó el ARN 
bicatenario de luc2, porque, como no está presente de forma natural en las células humanas, se creía que no 
causaría una efecto bioquímico (por ejemplo, debido a la interferencia del ARN) como podría ocurrir si se usara un 
ARN bicatenario que presentara una secuencia codificada por un gen que estuviera presente en las células.40

Como se ha descrito anteriormente para los Detalles del EJEMPLO 30, se sembraron fibroblastos de pulmón fetal 
IMR90 (P16) sobre placas recubiertas de gelatina a 1,5 x 105 células por pocillo de una placa de 6 pocillos en medio 
EMEM. Las células de cada pocillo se transfectaron diariamente con una mezcla de reprogramación de ARNm que 
comprendía un total de 600 nanogramos de ARNm modificados con pseudouridina tratados con RNasa III 
codificantes de ASCL1, MYT1L, NEUROD1 y POU3F2 más o menos diversas cantidades de ARN bicatenario de 45
luc2 GAUC sin modificar o modificado con pseudouridina (GAψC),, todo complejado con el reactivo de transfección 
STEMFECT (4 microlitros/microgramo de ARNm), durante 4 días. Los ARN bicatenarios de luc2 se añadieron a 
mezclas de reprogramación de ARNm como en los experimentos previos para determinar y cuantificar los efectos 
del ARN bicatenario sobre la reprogramación de los fibroblastos a iPSC (por ejemplo, ver el EJEMPLO 28). Todos 
los ARNm fueron modificados con pseudouridina y tratados con RNasa III. Todos tenían caperuzas CAP1 añadidas 50
enzimáticamente a excepción de MYT1L, que se protegió con caperuza ARCA durante la transcripción, y todos 
fueron poliadenilados enzimáticamente para generar una cola de poli (A) de ~ 150 restos de A. Las células se 
mantuvieron en medio EMEM para la primera transfección, luego se cambiaron a medio N3 para el resto del 
experimento. El medio se cambió diariamente antes de la transfección y se complementó con 0,5 U/ml de inhibidor 
de RNasa SCRIPTGUARD.55

Resultados de los estudios sobre los efectos de la adición ARN bicatenario de Luc2 en la reprogramación de 
los fibroblastos a neuronas

Tras la cuarta transfección, algunas células de pocillos transfectados con ARNm codificantes de AMNP habían 
cambiado la morfología. Se tomaron imágenes de las células el día 5. Se detuvieron las transfecciones y las células 
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se cultivaron durante 5 días más para permitir que las neuronas madurasen. Después, las células se inmunotiñeron 
para detectar la expresión de marcadores neuronales, incluyendo MAP2 y NeuN, y se contaron los números de 
neuronas de cada pocillo en función de la morfología y la inmunosupresión. Las neuronas se indujeron en ausencia 
de ARN bicatenario de Luc2 añadido y en presencia de ciertos niveles de ARN bicatenario de Luc2 añadido. Cuando 
se añadió ARN bicatenario de Luc2 GAUC sin modificar diariamente con los ARNm de GAψC codificantes de los 5
factores de reprogramación 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 reprogramación, y se generaron números significativos de neuronas solo si la cantidad 
de ARN bicatenario de Luc2 no modificado GAUC añadida fue inferior al aproximadamente 0,001% de la masa total 
de ARN usada para la reprogramación. Cuando se añadió ARN bicatenario de GAψC Luc2 modificado diariamente 10
con los ARNm de GAψC codificantes de los factores de reprogramación de AMNP, las neuronas se indujeron solo si 
la el ARN bicatenario de GAψC Luc2 modificado con pseudouridina fue inferior al aproximadamente 0,02 % de la 
masa total de ARN usada para la reprogramación, y se generaron números significativos de neuronas solo si la 
cantidad de ARN bicatenario de GAUC Luc2 no modificado añadida fue inferior al aproximadamente 0,004 % de la 
masa total de ARN usada para la reprogramación.15
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La presente descripción se refiere a la literatura de productos, incluyendo todas las descripciones y protocolos de la 
misma, para el kit de formación de colas de poli(A) polimerasa A-PLUS™, el kit de mensajes de alto rendimiento 35
AMPLICAP-MAX™ T7, el kit de mensajes de alto rendimiento AMPLICAP™ SP6, análogo de caperuza antiinverso 
(ARCA), el kit de transcripción de ARN con Ψ INCOGNITO™ SP6, el kit de transcripción de ARN con 5mC y Ψ 
INCOGNITO™ T7 ARCA, el kit de transcripción de ARN con 5mC y Ψ INCOGNITO™ T7, el kit de transcripción de 
ARN con Ψ INCOGNITO™ T7, El kit de transcripción MESSAGEMAX™ T7 ARCA-capped message, el sistema de 
protección con caperuza de m7G SCRIPTCAP™, el kit de 2'-O-metiltransferasa SCRIPTCAP™, el inhibidor de la 40
RNasa SCRIPTGUARD™, el kit de IVT de ARN convencional SP6-SCRIBE™, el sistema de producción de ARNm 
convencional T7 mSCRIPT™ y el kit de IVT de ARN convencional T7-SCRIBE™ (todos disponibles en Internet, en 
www.cellscript.com o de CELLSCRIPT, Inc., Madison, WI, USA) y el anticuerpo monoclonal J2 y el anticuerpo 
monoclonal K1 (disponibles en English Scientific & Consulting, Szirák, Hungary).
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento ex vivo o in vitro para obtener la expresión de al menos una proteína de interés en una célula 
que comprende:

poner en contacto una célula con una composición de ARN que comprende ARN sintetizado in vitro que codifica
al menos una proteína de interés,5
en el que dicha composición de ARN se ha tratado con RNasa III en una solución acuosa tamponada que 
comprende cationes de magnesio a una concentración de aproximadamente 1-4 mM y una sal que proporciona 
una fuerza iónica 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 composición de ARN tratado es ARN 
bicatenario de un tamaño superior a aproximadamente 40 pares de bases de longitud,10
de modo que dicha al menos una proteína de interés se expresa en dicha célula.

2. Un procedimiento ex vivo o in vitro para obtener la traducción de al menos una proteína de interés en una célula 
humana o animal que comprende:

introducir de manera repetida o continua en la célula una composición de ARN que comprende ARNm que 
codifica la al menos una proteína de interés, en el que dicha composición de ARN se ha tratado con RNasa III en 15
una solución acuosa tamponada que comprende cationes de magnesio a una concentración de 
aproximadamente 1-4 mM y una sal que proporciona una fuerza iónica 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 composición de ARN tratado es ARN bicatenario de un tamaño 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 20
ARNm.

3. El procedimiento de la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en el que dicha puesta en contacto o introducción:

a) se realiza durante una pluralidad de días o
b) se realiza una pluralidad de veces durante al menos 24 horas; y
c) no induce una respuesta inmune innata que:25

i) destruya dicha célula;
ii) sea suficiente para inhibir la síntesis de proteínas el doble o más; y/o
iii) induzca o active proteínas implicadas en una vía de apóptosis.

4. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que menos del 0,001 % de la masa de ARN de 
dicha composición de ARN tratado es ARN bicatenario de un tamaño superior a aproximadamente 40 pares de 30
bases de longitud.

5. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que dicha composición de ARN se caracteriza 
por al menos uno de los siguientes:

i) codifica un factor de transcripción;
ii) codifica una proteína CD, que significa una proteína identificada en el agrupamiento del sistema de 35
diferenciación;
iii) codifica una enzima;
iv) codifica una proteína de la superfamilia de las inmunoglobulinas;
v) codifica una citocina o quimiocina;
vi) codifica una proteína receptora de la superficie celular;40
vii) codifica una proteína de una vía de señalización celular;
viii) codifica un anticuerpo;
ix) codifica un receptor de linfocitos T;
x) codifica una proteína indicadora;
xi) presenta una estructura de caperuza;45
xii) presenta una estructura Cap 1 en la que el penúltimo nucleótido 5’ comprende un grupo 2'-O-metil-ribosilo;
xiii) presenta una cola de poli A;
xiv) está libre de ribonucleósidos modificados distintos de aquellos ribonucleósidos que comprenden la estructura 
de caperuza 5', si está presente una caperuza 5', incluyendo el penúltimo nucleósido 5’ cuando el ARN 
monocatenario sintetizado in vitro presenta una estructura de cap1;50
xv) presenta al menos una secuencia heteróloga seleccionada entre: una secuencia de UTR 5’, secuencia de 
Kozak, una secuencia IRES y secuencia UTR 3';
xvi) no codifica una proteína o un polipéptido, sino que comprende al menos un ARN largo no codificante 
(ARNnc);
xvii) codifica una proteína;55
xiii) codifica una proteína funcional;
xix) codifica una proteína que está presente sobre o en una membrana celular;
xx) codifica una proteína efectora inmune de respuesta inmune innata o adaptativa;
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xxi) codifica una proteína de sistema de complemento de un sistema inmune de vertebrado;
xxii) codifica una proteína que comprende un receptor para una vía de señalización;
xxiii) codifica una proteína que comprende un antígeno principal de histocompatibilidad de clase I o clase II;
xxiv) codifica un inhibidor de una molécula de señalización celular;
xxv) codifica un transportador de una molécula de señalización celular;5
xxvi) codifica un ligando para un receptor de superficie celular;
xxvii) codifica una molécula de adhesión celular;
xxiii) dicho ARN sintetizado in vitro contiene uno o más ribonucleósidos 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 ribonucleósido canónico sin modificar. y/o10
xxix) dicho ARN sintetizado in vitro no contiene ningún ribonucleósido modificado distinto de aquellos 
ribonucleósidos que comprenden la estructura de nucleótidos de caperuza 5’, incluyendo el penúltimo nucleósido 
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 composición de ARN o ARN 
monocatenario o ARNm codifica al menos una proteína seleccionada del grupo que consiste en: una proteína que 15
reduce o suprime una respuesta inmune innata que comprende producción o respuesta de interferón (IFN), tal como 
ARNm codificante de la proteína B18R, o la proteína E3L o K3L del virus vaccinia; eritropoyetina (EPO); una enzima 
detectable seleccionada de luciferasa de luciérnaga, luciferasa de Renilla, Beta-galactosidasa bacteriana (lacZ) y 
proteína 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 20
crecimiento transformante betaI (TGF-beta1), factor de crecimiento de tipo insulínico (IGF) y hormona estimulante de 
alfa-melanocitos (alfa-MSH); factor de crecimiento de tipo insulínico I (IGF-I); IL-4; IL-13; IL-10; óxido nítrico sintasa 
inducible (iNOS); una proteína de choque térmico; regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis 
quística (CFTR); una enzima con actividad antioxidante seleccionada del grupo que consiste en catalasa, fosfolípido 
hidroperóxido glutatión peroxidasa, superóxido dismutasa-1 y superóxido dismutasa-2; tirosina quinasa de Bruton; 25
adenosina desaminasa; y ecto-nucleósido 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 composición de ARN, ARN 
monocatenario o ARNm codifica al menos una proteína seleccionada del grupo que consiste en: MYOD; ASCL1; 
MYT1L; NEUROD1; POU3F2; ETS2; MESP1; GATA4; HAND2; TBX5; MEF2C; EN1; FOXA2; LMX1A; NURR1; 30
PITX3; HNF1α; HNF4α; FOXA1; FOXA2; FOXA3; 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 composición de ARN o ARN 
monocatenario o ARNm codifica al menos una proteína seleccionada del grupo que consiste en: SOX2; KLF4; 
LIN28; NANOG; MYC; c-MYC; c-MYC(T58A); L-MYC; y un factor de transcripción seleccionado del grupo que 35
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 composición de ARN o ARN 
monocatenario o ARNm codifica al menos una proteína 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; 40
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; 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; 45
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; 50
CD156a; 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; 55
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; 60
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; 

ES 2 676 600 T3

 



163

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 composición de ARN o ARN 5
monocatenario o ARNm codifica al menos una proteína seleccionada del grupo que consiste en: eritropoyetina 
(EPO); una enzima detectable seleccionada de luciferasa de luciérnaga, luciferasa de Renilla, beta-galactosidasa 
bacteriana (lacZ) y proteína verde fluorescente (GFP); un factor de transcripción 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 10
(TGF-beta1), factor de crecimiento de tipo insulínico (IGF), hormona estimulante de alfa-melanocitos (alfa-MSH); 
factor de crecimiento de tipo insulínico I (IGF-I); IL-4; IL-13; e IL-10; óxido nítrico sintasa inducible (iNOS); una 
proteína de choque térmico; regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quística (CFTR); una enzima 
con actividad antioxidante seleccionada de entre catalasa, fosfolípido hidroperóxido glutatión peroxidasa, superóxido 
dismutasa-1 y superóxido dismutasa-2; tirosina quinasa de Bruton; adenosina desaminasa; ecto-nucleósido trifosfato 15
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; 20
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; ABCG8; ACADL; ACP1; AGXT; AHHR; ALMS1; ALPP; ALS2; APOB; 25
BDE; BDMR; BJS; BMPR2; CHRNA1; CMCWTD; CNGA3; 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; 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; 30
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; POU1F1; PPARG; PROS1; PTHR1; RCA1; RHO; SCA7; SCLC1; SCN5A; SI; 
SLC25A20; SLC2A2; TF; TGFBR2; THPO; THRB; TKT; TM4SF1; TRH; UMPS; UQCRC1; USH3A; VHL; WS2A; 35
XPC; ZNF35; ADH1B; ADH1C; AFP; AGA; AIH2; 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; 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; 40
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; 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; 45
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; OFC0; 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; 50
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; 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; 55
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; 60
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; SHFM3; SIAL; THC2; TLX1; TNFRSF6; UFS; UROS; AA; 65
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ABCC8; 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; EVR1; 
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; MYO7A; 
NNO1; OPPG; OPTB1; PAX6; PC; PDX1; PGL2; PGR; PORC; PTH; PTS; PVRL1; PYGM; RAG1; RAG2; ROM1; 5
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; AMHR2; 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; KRT5; 
KRT6A; KRT6B; KRTHB6; LDHB; LYZ; MGCT; MPE; MVK; MYL2; OAP; PAH; PPKB; PRB3; PTPN11; PXR1; RLS; 10
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; 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; SERPINA3; 15
SERPINA6; 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; 20
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; 25
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; 30
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; MDRV; 
MLLT1; NOTCH3; NPHS1; OFC3; OPA3; PEPD; PRPF31; PRTN3; PRX; PSG1; PVR; RYR1; SLC5A5; SLC7A9; 35
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; 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; 40
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; 45
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; MIC5; 
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; 50
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; 55
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; ICR5; IL3RA; KAL2; KMS; KRT18; 
KSS; LCAT; LHON; LIMM; MANBB; MCPH2; MEB; MELAS; MIC2; MPFD; MS; MSS; MTATP6; MTCO1; MTC03; 
MTCYB; MTND1; MTND2; MTND4; MTND5; MTND6; MTRNR1; MTRNR2; MTTE; MTTG; MTTI; MTTK; MTTL1; 60
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 proteína de interés es 
un factor de transcripción, y en el que dicha pluralidad de días es un número suficiente de días para reprogramar 65
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dicha célula, en el que: el procedimiento se realiza sin el uso de ninguna proteína exógena, ARNip o agente de 
molécula pequeña que inhiba o reduzca la activación, la inducción o la expresión de una o más proteínas en una vía 
de respuesta inmune innata.

12. Una composición de ARN tratado producida usando el procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-11,
para su uso en el tratamiento de medicina regenerativa, reprogramación celular, terapias basadas en células, 5
terapias de reemplazo enzimático, célula, trasplante o reparación de tejidos y órganos, ingeniería de tejidos u 
órganos y/o inmunoterapias.

13. Una dosis eficaz de una composición de ARN tratado o célula producida usando el procedimiento de cualquiera 
de las reivindicaciones 1-11, para su uso en la reducción o eliminación de un síntoma o de una enfermedad en un 
sujeto humano o animal.10

14. Uso de una composición de ARN tratado en la preparación de un medicamento para inducir una célula de 
mamífero a producir una proteína recombinante en inmunoterapia;
en el que, menos del 0,01% de la masa de ARN de dicha composición de ARN tratado es ARN bicatenario de un 
tamaño superior a aproximadamente 40 pares de bases de longitud, preferentemente, menos del 0,001 % de la 
masa de ARN de dicha composición de ARN tratado es ARN bicatenario de un tamaño superior a aproximadamente 15
40 pares de bases de longitud y en el que la composición de ARN tratado comprende:

a) ARN monocatenario (ARNss) o ARNm codificante de un marco de lectura abierto para dicha proteína 
recombinante, en el que el ARN monocatenario o ARNm es un producto de la transcripción in vitro de un molde 
de ADN por una ARN polimerasa;
b) una proteína endorribonucleasa III específica del ARN bicatenario; y20
c) cationes de magnesio presentes a una concentración de aproximadamente 1-4 mM.

15. El uso de la reivindicación 14, en el que el ARN monocatenario o ARNm comprende uno o más ribonucleósidos 
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 ribonucleósido canónico 
sin modificar.25

16. El uso de la reivindicación 14, en el que, a excepción de los nucleótidos que comprenden la caperuza, el ARN 
monocatenario o ARNm solo comprende los ribonucleósidos canónicos G, A, C y U.
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