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DESCRIPCION
Derivacion sin alimentadores de células madre pluripotentes inducidas humanas con ARN mensajero sintético
Solicitud relacionada

Esta solicitud reivindica el beneficio de la prioridad para la solicitud norteamericana provisional USSN 61/646.292
presentada el 13 de mayo de 2012.

Campo de la invencion

La presente descripcion se refiere a nuevos métodos sin alimentadores para desdiferenciar o reprogramar una célula
somatica de mamifero.

Antecedentes

Lo siguiente incluye informacion que puede ser util para comprender varios aspectos y realizaciones de la presente
descripcion. No se admite que ninguna de las informaciones proporcionadas en este documento sea de la técnica
anterior o relevante para las invenciones actualmente descritas o reivindicadas, o que cualquier publicacién o
documento al que se haga referencia especifica o implicitamente sea de la técnica anterior.

El potencial terapéutico de las células madre pluripotentes inducidas (iPSC) ha estimulado los esfuerzos para
desarrollar métodos de reprogramacion que eviten la necesidad de modificar genéticamente las células somaticas
para efectuar la reprogramacion al estado pluripotente. Los primeros enfoques “no integradores” para lograr el éxito
en este sentido -la transduccion de proteinas, la transfeccion de plasmidos y el uso de vectores adenovirales- fueron
limitados en la aplicacion debido a las bajas eficacias de la conversion iPSC lograda. Mas recientemente, se ha
demostrado que las técnicas que emplean el ADN episémico, el virus Sendai y el ARN mensajero sintético (ARNm)
generan iPSC “sin huella” con eficacias comparables o superiores a las logradas mediante la integracion de vectores
virales. La transfeccion del ARN es, en principio, el mas atractivo de estos métodos, ya que proporciona un control
preciso sobre el curso del tiempo de expresion del factor de reprogramacion (RF), a la vez que elimina
completamente cualquier requisito de “limpieza” de las células reprogramadas para purgar las trazas residuales del
vector. Sin embargo, los protocolos actuales para la reprogramacion basada en ARNm son relativamente laboriosos,
debido a la necesidad de retransfectar diariamente durante las aproximadamente 2 semanas requeridas para la
induccion de pluripotencia en células humanas. Estos procedimientos también se basan en el uso de células
alimentadoras, lo que agrega complejidad y variabilidad técnica al proceso, al tiempo que introduce una fuente
potencial de contaminacién con material biolégico no derivado de humanos (“xeno”). Ademas, Warren et al., 2010,
describen la reprogramacion de células somaticas a pluripotencia utilizando un ARNm modificado que codifica cuatro
o cinco factores de reprogramacion. Yabukov et al., 2010, también describen la reprogramacion de células utilizando
ARNm sintético, aunque no esta claro si las células reprogramadas son de hecho pluripotentes. Rosa y Brivanlou,
2010, resumen las revelaciones de Warren et al. y Yabukov et al. y analizan el uso del ARNm sintético para
reprogramar células somaticas. Schmidt y Plath, 2012, muestran que los factores de reprogramacion tienen un
dominio de transactivacion. EI documento WO 2012012798 describe un método sin alimentadores para generar
iPSC usando M3O, pero no dice nada sobre el uso de ARNm para la transfeccién. Hirai et al., 2011, describe que los
factores de reprogramacion nuclear podrian acelerarse utilizando Oct4 fusionado con el dominio de transactivacion
de MyoD (M3O).

Una dificultad importante de producir células madre pluripotentes inducidas (iPSC) ha sido la baja eficacia de la
reprogramacion de células diferenciadas en células pluripotentes. Anteriormente, se informé que el 5% de los
fibroblastos embrionarios de ratén (MEF) se reprogramaron en iPSC cuando se transdujeron con un gen de fusion
compuesto por Oct4 y el dominio de transactivacion de MyoD (llamado M30), junto con Sox2, Kif4 y c-Myc (SKM).
Ademas, M30 facilité la remodelacion de la cromatina de los genes de la pluripotencia en la mayoria de los MEF
transducidos, incluidas las células que no se convirtieron en iPSC. Estas observaciones sugirieron la posibilidad de
que mas del 5% de las células hubieran adquirido la capacidad de convertirse en iPSC en condiciones de cultivo
mas favorables.

Compendio de la invencion

Por consiguiente, para abordar estas deficiencias, la presente descripcion proporciona en un primer aspecto un
método sin alimentadores para desdiferenciar o reprogramar una célula somatica de mamifero que comprende
transfectar la célula somatica aislada con una composicién que comprende: una cantidad eficaz de ARNm sintético
que codifica M30; y ARNm sintético que codifica los factores de reprogramacion Sox2, Klf4, cMyc-T58A, Nanog y
Lin28 en combinacion; por lo que la célula somatica es reprogramada o desdiferenciada. En el presente documento
también se describen composiciones para generar células madre capaces de producir todos los tejidos diferentes del
cuerpo humano. Usando moléculas de ARN mensajero y sin la necesidad de vectores virales, productos animales o
células alimentadoras, los métodos descritos en el presente documento se pueden usar para reprogramar
fibroblastos humanos en células madre pluripotentes inducidas (iPSC). El uso de los métodos y composiciones de
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ejemplar dio como resultado una eficacia mejorada sorprendente e inesperada con respecto a las metodologias de
reprogramacion celular informadas previamente.

Por consiguiente, se describen métodos, agentes y/o composiciones Utiles para acelerar la reprogramacion mediada
por ARNm mejorando el coctel de factores de reprogramacion (RF), en particular a través de la aplicacion de
variantes de ingenieria de los factores de reprogramacion convencionales, como Oct4 (también conocido como
Oct3/4), Sox 2, etc., que incorporan dominios de transactivacion de factores de transcripcion fuertes y conocidos,
como VP16 y MyoD. Los métodos y composiciones descritos en este documento dan como resultado un protocolo
libre de xeno, sin alimentadores, que reduce dramaticamente el tiempo, el costo y el esfuerzo involucrados en la
reprogramacion basada en ARNm.

En una realizacion, el método de la invencién comprende: a) cultivar células diana en crecimiento a una densidad de
25 k a 250 k celdas/pocillo de una placa estandar de 6 pocillos en una superficie sin alimentadores; b) se
proporciona transfectar células con dosis variables de 50 ng a 800 ng/ml de ARNm cada vez durante la
reprogramacion.

En una realizacion, las células diana se cultivan a una densidad de 50 k, 75 k, 100 k o 150 k células/pocillo de una
placa estandar de 6 pocillos en una superficie libre de alimentadores; b) se transfectan células con dosis variables de
50 ng a 800 ng/ml de ARNm cada vez durante la reprogramacion, mientras que las dosis mas bajas se usan en
puntos temporales mas tempranos que en puntos temporales posteriores; c) se logran iPSC sin pasajes.

En una realizacion, las células diana se cultivan a una densidad de 50 k, 75 k 100 k, o 150 k células/pocillo de una
placa estandar de 6 pocillos en una superficie libre de alimentadores, mientras que el volumen de cada pocillo se
ajusta para que esté entre 0,5 ml y 5 ml de medio apropiado; b) se transfectan células con dosis variables de 50 ng a
800 ng/ml de ARNm cada vez durante la reprogramacion, mientras que las dosis mas bajas se usan en puntos
temporales mas tempranos que en puntos temporales posteriores; c) se logran iPSC sin pasajes.

En una realizacion, las células de mamifero son células humanas. En una realizacion, el método es sin xeno.

En una realizacion, los uno o mas factores se seleccionan del grupo que consiste en ARNm, ARN reguladores,
ARNSsi, miARN y sus combinaciones.

En una realizacion, las células somaticas se transfectan con al menos dos ARN diferentes. En una realizacion, las
células somaticas se seleccionan del grupo que consiste en células unipotentes, multipotentes, pluripotentes y
diferenciadas. En una realizacion, los uno o mas ARN inducen la desdiferenciacion de las células somaticas a
células unipotentes, multipotentes o pluripotentes.

En una realizacion, el al menos uno de los factores se selecciona del grupo que consiste en ARNm de OCT4, SOX2,
NANOG, LIN28, KLF4 y MYC. En una realizacion, el ARNm de OCT4, SOX2, NANOG y LIN28 se administran en
combinacién. En una realizacion, el ARNm de OCT4, SOX2, KLF4 y MYC se administran en combinacion.

En una realizacion, las células transfectadas se mantienen en cultivo como células madre pluripotentes inducidas
(iPS). En una realizacion, las células transfectadas forman células madre pluripotentes inducidas, que comprenden,
ademas, inducir a las células iPS a formar células diferenciadas.

Se describe un método para tratar o inhibir uno o mas sintomas de una enfermedad o trastorno en un paciente que
comprende desdiferenciar células in vitro y administrar las células al paciente. Se describe una composicion que
comprende los dominios de activacion de transacciones Rarg y LrH-1. La composicion puede comprender Oct4
fusionado a un dominio de transactivacion VP16.

Las invenciones descritas y reivindicadas en este documento tienen muchos atributos y realizaciones que incluyen,
pero no se limitan a los establecidos o descritos 0 mencionados en este breve resumen. No se pretende que esté
todo incluido y las invenciones descritas y reivindicadas en el presente documento no se limitan a las caracteristicas
o realizaciones identificadas en este breve resumen, que se incluyen solo con fines de ilustracion y no de restriccion.
Se pueden divulgar realizaciones adicionales en la siguiente descripcion detallada.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Colonias de iPSC derivadas de un céctel de reprogramacion de ARNm a base de M30. (A) 10x imagenes
de campo luminoso de dos de los clones iPSC expandidos derivados del primer ensayo de reprogramacion BJ a
base de M30. (B) Inmunotincion de clones expandidos para marcadores de pluripotencia.

Figura 2. Reprogramacion sin alimentadores con un céctel a base de M3O. (A) Imagenes de inmunofluorescencia
que muestran el rendimiento de la colonia TRA-1-60* a partir de derivaciones sin alimentadores en fibroblastos 50K
XFF que comparan los cocteles a base de c-Myc y L-Myc y regimenes de transfeccion de 4 horas y 24 horas. Todos
los pocillos fueron transfectados durante 9 dias. Los cultivos de transfeccién de 4 horas se fijaron para la tincién en
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el dia 15 del experimento, los cultivos de transfeccion de 24 horas en el dia 11. (B) Imagenes de campo luminoso
10x del pocillo de 400 ng/ml de Stemfect del mismo experimento que muestra colonias similares a hESC casi
confluentes que superan el cultivo el dia 9 de la derivacién. (C) Tiempo de campo brillante 10x de un campo
marcado en un ensayo de seguimiento en el que 100K XFF se transfectaron nuevamente durante 9 dias utilizando
un régimen de 400 ng/ml de Stemfect, que muestra epitelizacion y posterior aparicion de colonias similares a hESC.

Figura 3. Comparacion de la eficacia de la reprogramacion utilizando 4 cocteles de ARNm diferentes. Diagrama de
flujo que resume el experimento comparativo de cuatro cocteles.

Figura 4. Colonias similares a hESC en un cultivo de reprogramacion sin alimentadores HDF-a. Imagenes de campo
luminoso 10x de colonias emergentes similares a hESC el dia 9 de una derivacion sin alimentadores de fibroblastos
adultos de 75K HDF-a, tratados durante 9 dias con un céctel de ARNm de 400 ng/ml (M3O* c-Myc* Nanog®)
entregados como suplemento del medio utilizando reactivo de transfeccion Stemfect.

Figura 5. Generacion de cocteles de ARNm sintéticos. (A) Esquema que resume el procedimiento para hacer
cocteles de reprogramacion de ARNm. (B) ARNm sintéticos que codifican varios RF e informantes fluorescentes en
un gel SYBR E. Se cargaron 500 ng de ARN por carril.

Descripcion detallada

Al describir la presente invencion, todos los términos no definidos aqui tienen sus significados comunes reconocidos
en la técnica. En la medida en que la siguiente descripcion sea de una realizacion especifica o un uso particular de
la invencion, se pretende que sea solo ilustrativa y no limitativa de la invencion reivindicada. La siguiente descripcion
pretende cubrir todas las alternativas, modificaciones y equivalentes que se incluyen en el espiritu y alcance de la
invencion.

Las células diferenciadas pueden revertirse a un estado pluripotente mediante la expresioén de un grupo selecto de
factores de transcripcion, lo que abre la posibilidad de que se puedan usar células especificas del paciente para
generar células de cualquier tipo deseado para el estudio de la enfermedad genética in vitro y, por ultimo, para la
terapia de reemplazo celular. La expresion de los factores de reprogramacion se puede lograr mediante la aplicacion
de vectores virales que se integran en el genoma, y las derivaciones de iPSC todavia se realizan generalmente con
retrovirus integrantes o lentivirus. La modificacion concomitante del genoma representa un obstaculo importante para
la aplicacién terapéutica de las iPSC, mientras que la posibilidad de una expresion reactivada a partir de casetes
virales integrados es una preocupacion incluso para los estudios in vitro. Se han logrado avances considerables
recientemente en la aplicacion de nuevos vectores de expresion que alivian o evitan el problema de modificacion del
genoma. Ahora hay disponibles vectores lentivirales que codifican los multiples factores requeridos para la induccién
de iPSC en un Unico casete policistronico flanqueado por sitios de recombinacién lox, que permite una escision casi
perfecta del transgén después de la reprogramacion a través de la expresion transitoria de la Cre recombinasa. La
insercion de transgén con escision posterior también puede efectuarse utilizando un vector transposoén seguido de
una breve expresion de transposasa. Se han empleado varios tipos diferentes de vectores de ADN no integradores
que pueden expresar de manera transitoria los factores de reprogramacion durante el tiempo suficiente para inducir
la pluripotencia, incluyendo adenovirus, plasmido y ADN episomal. También se ha demostrado que es posible
generar iPSC por transduccion repetida de células con proteinas de RF recombinantes que incorporan péptidos que
penetran en las células, aunque con baja eficacia. Ahora se puede lograr una conversion iPSC relativamente
eficiente utilizando el virus Sendai, que tiene un ciclo reproductivo completamente a base de ARN, y mediante la
transfeccion sostenida de transcriptos de ARNm sintéticos que codifican los factores de Yamanaka.

La aplicacion de la transfeccion de ARNm a la reprogramacion (y potencialmente a la diferenciacion dirigida y la
transdiferenciacion) es atractiva, ya que este sistema permite la expresion de cocteles de reprogramacion e incluso
factores componentes individuales para ser modulados a diario simplemente cambiando los transcriptos que se
agregan a los medios de cultivo celular. Una vez que termina la transfeccion de un factor particular, la expresion
ectopica dentro de las células diana cesa en el corto plazo debido a la rapida desintegracion del ARNm en el
citoplasma. A diferencia de los vectores de ADN no integrantes o los virus de ARN, no se requiere limpieza con la
transfeccion de ARNm, ni existe ningun riesgo de integracién gendmica aleatoria o infeccion viral persistente. Estas
ventajas adquieren mayor importancia si prevemos que, en ultima instancia, se puedan emplear multiples rondas de
expresion de RF ectdpica para pasar de una biopsia de paciente a células especializadas de un tipo deseado a
través de un intermedio de iPSC. No obstante, hay inconvenientes en la reprogramacion basada en ARNm como se
practica actualmente. Si bien la expresion de las RF es tipicamente robusta en el orden de las 24 horas después de
la transfectacion del ARNm, se requieren aproximadamente dos semanas de expresion del factor para inducir la
pluripotencia en las células humanas, por lo que el tiempo necesario para reprogramar las células con esta técnica
es relativamente alto. No todos los tipos de células y medios de cultivo son igualmente propicios para una
administracion eficiente de ARNm, y esto es actualmente un impedimento para la reprogramacion basada en el
ARNm de ciertos tipos de células de interés, incluidos los glébulos sanguineos. También hasta ahora ha resultado
necesario emplear una capa de alimentadores de fibroblastos mitéticamente detenidos para reprogramar con éxito
las células en iPSC usando el método de ARNm. Estas células alimentadoras regulan la densidad de poblacién del
cultivo a medida que las células diana crecen a partir de una baja densidad inicial a lo largo del curso de tiempo
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extendido requerido para la induccion de iPSC, nivelando la dosis administrada de ARN vy el reactivo de transfeccion
(ambos con toxicidades asociadas) y apoyando la viabilidad de las células diana frente a las fuerzas proapoptéticas
y citostaticas engendradas por el proceso de reprogramacion. Este requisito agrega complejidad y tiempo practico al
procedimiento e introduce una importante fuente de variabilidad técnica, especialmente dado que los alimentadores
estan sujetos a transfeccion. La presencia de una capa de alimentadores también impide el monitoreo y el analisis
del proceso de reprogramacion. Finalmente, aunque las células alimentadoras humanas son actualmente el estandar
para la reprogramacion de ARNm, incluso estas células son una fuente potencial de contaminacion xeno-bioldgica
cuando se utilizan productos animales no humanos en su derivacion y expansion.

Por consiguiente, en vista de los problemas asociados con el procedimiento previamente conocido, se describen en
el presente documento nuevos métodos, materiales y protocolos para producir iPSC con una eficacia mejorada de
reprogramacion y una calidad mejorada de las células resultantes. Las realizaciones de la presente invencion se
usaron con éxito para lograr mejoras significativas sorprendentes e inesperadas a través de la potenciacion del
céctel de RF suministrado a las células. Las realizaciones de la presente invencion también proporcionan uno o mas
protocolos novedosos que comprimen y agilizan el proceso de reprogramacion del ARNm, y que apoyan la
produccién de iPSC sin huella a partir de fibroblastos humanos sin el uso de células alimentadoras o cualquier otro
reactivo potencialmente contaminado con xeno. Los nuevos métodos y composiciones proporcionados en este
documento ampliaran los beneficios del método de ARNm previamente conocido y ayudaran a eliminar los
obstaculos restantes a la aplicacion terapéutica de la tecnologia iPSC.

La presente descripcion se refiere en general a métodos de uso de uno o varios factores de reprogramacion
disefiados para la creacién de células madre pluripotentes inducidas (iPSC) mediante un proceso controlado
cinéticamente. Mas especificamente, se describen combinaciones de factores de reprogramacion, incluidas las
fusiones entre los factores de reprogramacion convencionales con dominios de transactivacion, optimizados para
reprogramar diferentes tipos de células; la introduccion de estos factores como ARN mensajero sintético (ARNm) en
células de mamiferos cultivadas a la densidad preferida mediante métodos que dan como resultado niveles
apropiados de expresion transgénica; mantenimiento de las células en condiciones definidas para dar como
resultado una eficacia de reprogramacion previamente inalcanzable. En comparacién con otros métodos que se
conocen en la técnica, la presente invencion reduce drasticamente el tiempo, el costo y el esfuerzo involucrados en
la reprogramacion, con las opciones de estar completamente sin alimentadores y sin xeno, y sin pasajes. Los
materiales y procedimientos descritos en este documento son Utiles para crear células madre pluripotentes inducidas
a partir de diferentes tipos de células de mamiferos, incluidos los fibroblastos humanos.

Los métodos de la invencion permiten generar células madre capaces de producir una variedad de diferentes tejidos
del cuerpo humano mediante el uso de moléculas de ARN mensajero sin la necesidad de vectores virales, productos
animales o células alimentadoras. Los nuevos métodos descritos aqui se pueden usar para reprogramar fibroblastos
humanos en células madre pluripotentes inducidas (iPSC) con una eficiencia sorprendente e inesperada en
condiciones éptimas.

Definiciones

Como se usa en el presente documento, las células adecuadas para usar con el método incluyen, pero no se limitan
a células primarias y lineas celulares establecidas, células embrionarias, células inmunes, células madre y células
diferenciadas que incluyen, pero no se limitan a células derivadas de ectodermo, endodermo y mesodermo,
incluyendo fibroblastos, células parenquimatosas, células hematopoyéticas y células epiteliales. Como se usa en el
presente documento, las células madre incluyen células unipotentes, células multipotentes y células pluripotentes;
células madre embrionarias y células madre adultas como células madre hematopoyéticas, células madre
mesenquimales, células madre epiteliales y células satélite musculares. En una realizacion, las células somaticas se
diferencian o se reprograman. Se puede utilizar cualquier célula somatica adecuada. Las células somaticas
representativas incluyen fibroblastos, queratinocitos, adipocitos, células musculares, células de 6rganos vy tejidos, y
varias células sanguineas que incluyen, pero no se limitan a células hematopoyéticas, incluyendo células madre
hematopoyéticas, y células que proporcionan injerto hematopoyético a corto o largo plazo. Los tipos de células mas
preferidos incluyen, pero no se limitan a fibroblastos humanos, queratinocitos y células madre hematopoyéticas. Los
métodos son particularmente Utiles para desdiferenciar y opcionalmente rediferenciar las células, sin alteracion
permanente de los genomas celulares.

Los ARN dtiles en el método descrito incluyen ARNm, ARN reguladores o ARN pequefios, como ARNsi o MiARN, en
donde uno o mas ARNm codifican polipéptidos que funcionan para desdiferenciar o reprogramar la célula. La
eficacia de la transfeccion es alta. Tipicamente, mas del 90% de la poblacién de células transfectadas expresara el
ARN introducido. Por lo tanto, es posible transfectar células con uno o mas ARN distintos. Por ejemplo, la poblacion
de células puede transfectarse con uno o mas ARNm distintos, uno o mas ARNSsi distintos, uno o mas MiARN
distintos o combinaciones de los mismos. La poblacion de células puede transfectarse con multiples ARN
simultaneamente en una sola administracién, o multiples administraciones pueden ser escalonadas en minutos,
horas, dias o semanas. La transfeccion de multiples ARN distintos puede ser escalonada. Por ejemplo, si es
deseable que un primer ARN se exprese antes de la expresion de uno o mas ARN adicionales.
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El nivel de expresion del ARN transfectado se puede manipular en un amplio rango cambiando la cantidad de ARN
de entrada, lo que hace posible regular individualmente el nivel de expresion de cada ARN transfectado. La cantidad
eficaz de ARN de entrada se determina segun el resultado deseado. Ademas, la técnica de produccion de ARNm
basada en PCR facilita el disefio de ARNm con diferentes estructuras y combinaciones de dominios. Los ARN Uutiles
en los métodos descritos se conocen en la técnica, y se seleccionaran basandose en el tipo de célula huésped
diana, asi como la via o la actividad celular por manipular, o la aplicacién terapéutica. Los constructos Utiles para
desdiferenciar las células, por ejemplo, para convertir células somaticas diferenciadas, adultas en células madre,
pueden construirse en base a genes, ARNm u otras secuencias de nucleétidos o proteinas conocidas.

Las expresiones “polinucledtido” y “acido nucleico”, usadas indistintamente en este documento, se refieren a una
forma polimérica de nucledtidos de cualquier longitud, ya sean ribonucleotidos o desoxirribonucleétidos. Por lo tanto,
este término incluye, pero no se limita a ADN o ARN de cadena simple, doble o multiple, ADN genémico, ADNc,
hibridos de ADN-ARN o un polimero que comprende bases de purina y pirimidina u otras bases de nucleétidos
naturales, quimica o bioquimicamente modificadas, no naturales o derivatizadas. “Oligonucleétido” en general se
refiere a polinucledtidos de entre aproximadamente 5 y aproximadamente 100 nucledtidos de ADN monocatenario o
bicatenario. Sin embargo, para los fines de esta descripcion, no hay limite superior para la longitud de un
oligonucledtido. Los oligonucledtidos también se conocen como oligémeros u oligos y pueden aislarse de genes, o
sintetizarse quimicamente mediante métodos conocidos en la técnica.

Como se usa en el presente documento, el término “microARN” se refiere a cualquier tipo de ARN interferentes, que
incluyen, pero no se limitan a microARN enddgenos y microARN artificiales (por ejemplo, miARN sintéticos). Los
microARN endogenos son pequefios ARN codificados naturalmente en el genoma que son capaces de modular la
utilizacion productiva del ARNm. Un microARN artificial puede ser cualquier tipo de secuencia de ARN, que no sea
un microARN enddgeno, que sea capaz de modular la actividad de un ARNm. Una secuencia de microARN puede
ser una molécula de ARN compuesta por una o mas de estas secuencias. Un “precursor de microARN” (o “pre-
miARN”) se refiere a un acido nucleico que tiene una estructura tronco-bucle con una secuencia de microARN
incorporada en el mismo. Un “microARN maduro” (o “miARN maduro”) incluye un microARN que ha sido escindido
de un precursor de microARN (un “pre-miARN”), o que se ha sintetizado (por ejemplo, sintetizado en un laboratorio
mediante sintesis libre de células) y tiene una longitud de aproximadamente 19 nucleétidos a aproximadamente 27
nucledtidos, por ejemplo, un microARN maduro puede tener una longitud de 19 nt, 20 nt, 21 nt, 22 nt, 23 nt, 24 nt, 25
nt, 26 nt o 27 nt. Un microARN maduro puede unirse a un ARNm diana e inhibir la traduccion del ARNm diana.

Las secuencias gendmicas de ARNm (ADNc) y de proteinas de ejemplo para OCT4 son conocidas en la técnica,
véase, por ejemplo, (OCT4) POU5F1 POU clase 5 homeobox [Homo sapiens] ID del gen: 5460, que proporciona
secuencias de ARNm (cADNc) Numero de acceso a Genbank NM_001173531.1 titulado Homo sapiens POU clase
5 homeobox 1 (POU5F1), variante de transcripto 3, ARNm; Numero de acceso a Genbank NM_002701.4 titulado
Homo sapiens POU clase 5 homeobox 1 (POU5F1), variante de transcripto 1, ARNm; y Numero de acceso a
Genbank NM_203289.4 titulado Homo sapiens POU clase 5 homeobox 1 (POU5F1), variante de transcripto 2,
ARNm. Las secuencias genémicas de ARNm (ADNc) y proteinas para SOX2 también se conocen en la técnica, por
ejemplo, SOX2 SRY (region determinante del sexo Y)-box 2 [Homo sapiens], ID del gen: 6657, que proporciona la
secuencia de ARNm (ADNc) Numero de acceso a Genbank NM_003106.2 titulada secuencia de ARNm Homo
sapiens SRY (region determinante del sexo Y)-box 2 (SOX2), ARNm. Las secuencias gendmicas de ARNm (ADNc) y
de proteinas de ejemplo para NANOG también se conocen en la técnica, véase, por ejemplo, NANOG Nanog
homeobox [Homo sapiens], ID del gen: 79923, que proporciona la secuencia de ARNm (ADNc) Numero de acceso a
Genbank NM_024865.2 titulado Homo sapiens Nanog homeobox (NANOG), ARNm. Las secuencias gendmicas de
ARNmM (ADNCc) y de proteinas de ejemplo para LIN28 también se conocen en la técnica, véase, por ejemplo, LIN28A
homdlogo A (C. elegans) [Homo sapiens], ID del gen: 79727, que proporciona la secuencia de ARNm (ADNCc)
Numero de acceso a Genbank NM_024674.4 titulado Homo sapiens lin-28 homologo A (C. elegans) (LIN28A),
ARNm. Las secuencias gendomicas de ARNm (ADNCc) y de proteinas de ejemplo para KLF4 se conocen en la técnica,
véase, por ejemplo, factor 4 de tipo KLF4 Kruppel (intestino) [Homo sapiens], 1D del gen: 9314, que proporciona la
secuencia de ARNm (ADNc) Numero de acceso a Genbank NM_004235.4 titulado factor 4 de tipo Kruppel de Homo
sapiens (intestino) (KLF4), ARNm. Las secuencias de ARNm para MYC también se conocen en la técnica, véase,
por ejemplo, homologo de oncogén viral de mielocitomatosis MYC v-myc (aviario) [Homo sapiens], 1D del gen: 4609,
que proporciona la secuencia de ARNm (ADNc) Numero de acceso a Genbank NM_002467 .4 titulado homdlogo de
oncogén viral de mielocitomatosis v-myc viral de Homo sapiens aviario) (MYC), ARNm.

Una “estructura de tronco-bucle” se refiere a un acido nucleico que tiene una estructura secundaria que incluye una
region de nucledtidos de la que se sabe o se pronostica que forma una doble cadena (porcion escalonada) que esta
unida en un lado por una regién predominantemente de nucle6tidos monocatenarios (porcién de bucle). Las
expresiones de estructuras en “horquilla” y “plegada hacia atras” también se usan en este documento para referirse
a estructuras de tronco-bucle. Tales estructuras son bien conocidas en la técnica y estas expresiones se usan de
manera consistente con sus significados conocidos en la técnica. La secuencia primaria real de nucleétidos dentro
de la estructura del tronco-bucle no es critica para la practica de la invencion, siempre que la estructura secundaria
esté presente. Como se conoce en la técnica, la estructura secundaria no requiere un par de bases exacto. Por lo
tanto, el tronco puede incluir uno o mas discordancias de base. Alternativamente, los pares de bases pueden ser
exactos, es decir, no incluir ninguna discordancia.
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Como se usa en el presente documento, la expresion “célula madre” se refiere a una célula no diferenciada que
puede ser inducida a proliferar. La célula madre es capaz de automantenimiento, lo que significa que, con cada
division celular, una célula hija también sera una célula madre. Las células madre se pueden obtener a partir de
tejido embrionario, fetal, posnatal, juvenil o adulto. La expresién “célula progenitora”, como se usa en este
documento, se refiere a una célula no diferenciada derivada de una célula madre, y no es en si misma una célula
madre. Algunas células progenitoras pueden producir progenie que son capaces de diferenciarse en mas de un tipo
de célula.

La expresion “célula madre pluripotente inducida” (o “célula iPS”), como se usa en el presente documento, se refiere
a una célula madre inducida a partir de una célula somatica, por ejemplo, una célula somatica diferenciada, y que
tiene mayor potencia que dicha somatica célula. Las células iPS son capaces de autorrenovacion y diferenciaciéon en
células maduras, por ejemplo, células del musculo liso. iPS también puede ser capaz de diferenciarse en células
progenitoras de musculo liso.

Como se usa en el presente documento, el término “aislado”, con referencia a una célula, se refiere a una célula que
se encuentra en un entorno diferente al que la célula produce naturalmente, por ejemplo, donde la célula ocurre
naturalmente en un organismo multicelular, y la célula se elimina del organismo multicelular, la célula esta “aislada”.
Una célula huésped modificada genéticamente aislada puede estar presente en una poblacion mixta de células
huésped modificadas genéticamente, o en una poblacion mixta que comprende células huésped modificadas
genéticamente y células huésped que no estan modificadas genéticamente. Por ejemplo, una célula huésped
modificada genéticamente aislada puede estar presente en una poblacion mixta de células huésped modificadas
genéticamente in vitro, 0 en una poblacién mixta in vitro que comprende células huésped modificadas genéticamente
y células huésped que no estan modificadas genéticamente.

Una “célula huésped”, como se usa en el presente documento, denota una célula in vivo o in vitro (por ejemplo, una
célula eucariota cultivada como una entidad unicelular), célula eucariota que puede ser o ha sido utilizada como
receptores de un nucleico acido (por ejemplo, un acido nucleico exdgeno), e incluye la progenie de la célula original
que ha sido modificada genéticamente por el acido nucleico. Se entiende que no es necesario que la progenie de
una sola célula sea completamente idéntica en morfologia o en complemento genémico o de ADN total al progenitor
original, debido a una mutacion natural, accidental o deliberada.

La expresion “modificacion genética” y se refiere a un cambio genético permanente o transitorio inducido en una
célula después de la introducciéon de un nuevo acido nucleico (es decir, un acido nucleico exégeno a la célula). El
cambio genético (“modificacion”) se puede lograr mediante la incorporacién del nuevo acido nucleico en el genoma
de la célula huésped, o mediante el mantenimiento transitorio o estable del nuevo acido nucleico como un elemento
extracromosomico. Cuando la célula es una célula eucariota, se puede lograr un cambio genético permanente
mediante la introduccion del acido nucleico en el genoma de la célula. Los métodos adecuados de modificacion
genética incluyen infeccion viral, transfeccion, conjugacion, fusion de protoplastos, electroporacion, tecnologia de
pistola de particulas, precipitacion con fosfato de calcio, microinyeccion directa, y similares.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “acido nucleico exdgeno” se refiere a un acido nucleico que
no se encuentra normal o naturalmente en y/o producido por una célula en la naturaleza, y/o que se introduce en la
célula (por ejemplo, por electroporacion, transfeccion, infeccion, lipofeccion o cualquier otro medio para introducir un
acido nucleico en una célula).

Tal como se usa en el presente documento, los términos “tratamiento”, “tratar” y similares, se refieren a la obtencion
de un efecto farmacoldégico y/o fisioldgico deseado. El efecto puede ser profilactico en términos de prevenir completa
o parcialmente una enfermedad o sintoma de la misma y/o puede ser terapéutico en términos de una cura parcial o
completa para una enfermedad y/o un efecto adverso atribuible a la enfermedad. “Tratamiento”, como se usa en este
documento, cubre cualquier tratamiento de una enfermedad en un mamifero, particularmente en un ser humano, e
incluye: (a) prevenir que la enfermedad ocurra en un sujeto que puede estar predispuesto a la enfermedad, pero aun
no ha sido diagnosticado por tenerla; (b) inhibir la enfermedad, es decir, detener su desarrollo; y (c) aliviar la
enfermedad, es decir, provocar la regresion de la enfermedad.

Los términos “individuo”, “sujeto”, “huésped” y “paciente”, usados indistintamente en este documento, se refieren a
un mamifero, que incluye, pero no se limita a un ser humano, un primate no humano, un roedor (por ejemplo, un
ratén, una rata, etc.), un ungulado, un canino, un lagomorfo, un felino, etc. Un sujeto de interés puede ser un
humano. Un animal no humano puede ser un roedor o un lagomorfo.

Una “cantidad terapéuticamente eficaz” o “cantidad eficaz” significa la cantidad de un compuesto, un acido nucleico o
un numero de células que, cuando se administra a un sujeto para tratar una enfermedad, es suficiente para efectuar
dicho tratamiento para la enfermedad. La “cantidad terapéuticamente eficaz” variara dependiendo del compuesto o la
célula, la enfermedad y su gravedad y la edad, peso, etc., del sujeto por tratar.

Antes de que se describa con mas detalle la presente invencién, debe entenderse que esta invenciéon no esta
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limitada a realizaciones particulares descritas, ya que, por supuesto, esto puede variar. También debe entenderse
que la terminologia utilizada en el presente documento tiene el propésito de describir solo realizaciones particulares,
y no pretende ser limitante, ya que el alcance de la presente invencion estara limitado solo por las reivindicaciones
adjuntas.

Cuando se proporciona un rango de valores, se entiende que cada valor intermedio, a la décima parte de la unidad
del limite inferior, a menos que el contexto indique claramente lo contrario, entre el limite superior e inferior de ese
intervalo y cualquier otro valor en ese intervalo establecido, estd comprendido dentro de la invencioén. Los limites
superior e inferior de estos intervalos mas pequefios pueden incluirse independientemente en los intervalos mas
pequefios, y también se incluyen dentro de la invencion, sujeto a cualquier limite especificamente excluido en el
intervalo establecido. Cuando el intervalo indicado incluye uno o ambos limites, los intervalos que excluyen
cualquiera o ambos de los limites incluidos también se incluyen en la invencion.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en este documento tienen el
mismo significado que entiende cominmente un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion. Aunque
cualquier método y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento también se pueden
usar en la practica o prueba de la presente invencion, ahora se describen los métodos y materiales preferidos.

Como se describe en el presente documento, la reprogramacion basada en ARNm podria mejorarse mediante el uso
de variantes de ingenieria de Oct4 o Sox 2 que incorporan un dominio de transactivacion MyoD N-terminal (Hirai et
al., Stem Cells, 2011) o una repeticion triple C-terminal del dominio de transactivacion de VP16 (Wang et al, EMBO
Reports, 2011; en el que se prepararon factores de reprogramacion sintéticos al fusionar el dominio de
transactivacion de VP16 a OCT4 (también conocido como Pou5f1), NANOG y SOX2, respectivamente, estos
factores sintéticos podrian reprogramar ambos fibroblastos humanos y de ratdon con mayor eficiencia y cinética
acelerada, o aumentando el céctel de RF “estandar” con dos factores adicionales, Rarg y Lrh-1 (Wang et al., PNAS,
2011). Los activadores de transcripcion fuertes pueden reclutar efectivamente multiples complejos de remodelacion
de cromatina cuando se unen al ADN en sitios especificos. Un buen ejemplo es MyoD, un factor de transcripcion
maestro para la miogénesis esquelética que puede cambiar el destino de las células diferenciadas. Hirai et al.
especularon que, dado que MyoD es un factor de transcripcion tan fuerte, puede aumentar la accesibilidad de la
cromatina a los factores iPS si se fusionan. Cuando las células humanas o de ratén se transducen con vectores
retrovirales que llevan un gen de fusion OctMyoD TAD, junto con Sox2 y Klf4, aumentan el nimero de colonias de
iPSC en -50 veces en comparacion con los factores de iPS candénicos. De manera similar, VP16, ampliamente
conocido por ser un robusto activador de transcripcidon, puede exhibir fuertes efectos de estimulacion en la
reprogramacion cuando se fusiona con diferentes factores de iPS.

Preparacion de ejemplo de iPSC humanas

El método también se puede usar ampliamente para rediferenciar o reprogramar células, por ejemplo, para producir
células iPS que pueden modularse aun mas para formar células madre hematopoyéticas, células madre
mesenquimaticas, células madre epiteliales y células satélite musculares, o células diferenciadas de tejidos
humanos, que incluyen, pero no se limitan a glébulos rojos, glébulos blancos, linfocitos, plaquetas, células
estromales, células grasas, células 6seas, incluyendo osteoclastos, tejido epitelial, como células de la piel, tejido
muscular, musculo liso, musculo esquelético y musculo cardiaco, tejido vascular, incluyendo células endoteliales,
tejido del higado, incluyendo hepatocitos, y tejido nervioso, incluyendo neuronas. Los métodos para inducir la
diferenciacion de células iPS en distintos tipos de células diferenciadas, que incluyen, pero no se limitan a
cardiomiocitos, células madre hematopoyéticas, células 6seas como osteoclastos, hepatocitos, células retinianas y
neuronas, células madre que incluyen, pero no se limitan a células madre embrionarias aisladas, células madre
hematopoyéticas y células madre pluripotentes inducidas se pueden inducir para que se diferencien por transfeccion
transitoria con ARN que induzcan la diferenciacién. Adicional o alternativamente, las células se pueden rediferenciar
mediante el cultivo de las células en condiciones especificas del tipo de célula. Por ejemplo, las células iPS se
pueden mantener en los alimentadores de CF-1 y posteriormente adaptarse a las condiciones libres de alimentador.
Las células iPS se pueden inducir para formar células retinianas diferenciadas mediante el cultivo de las células en
presencia de noggin, Dkk-1 e IGF-1.

Las metodologias informadas anteriormente se basaban en la integracion de vectores, es decir, virus o plasmidos,
para llevar los factores modificados. En una realizacién, se realiz6 un ensayo de reprogramacion comparando el
rendimiento de seis cécteles de combinacién de ARNm diferentes que comprenden transcripciones de cinco factores
para la reprogramacion de ARNm (Oct4, Sox2, Kif4, cMyc-T58A y Lin28), o un coéctel de 7 factores de
reprogramacion RF que incluye Rarg y Lrh-1, cada combinacién se probd en tres variaciones basadas en los
constructos de fusion de tipo salvaje Oct4 y MyoD- y VP16-Oct4 (designadas como M3O y VPx3, respectivamente).
Los fibroblastos BJ se transfectaron en cultivos de reprogramacion basados en alimentadores durante 11 dias,
momento en el cual aparecieron morfologias avanzadas en varios de los pocillos. Durante los dias siguientes,
surgieron colonias con morfologias hESC caracteristicas en los pocillos transfectados con los cocteles basados en
Oct4 y M3O de tipo salvaje. Las células diana en los cultivos transfectados con VPx3 mantuvieron una morfologia
fibroblastica, aunque mostraron un crecimiento acelerado y cierta tendencia a agregarse a los focos, y no surgieron
colonias. Las realizaciones de 5 factores y 7 factores de los cécteles basados en Oct4 y M3O de tipo salvaje
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mostraron una productividad de colonia similar, por lo que no se obtuvieron ventajas de la inclusién de Rarg y Lrh-1
en los cécteles. Sin embargo, el coctel de MsO dio varias veces el nimero de colonias producidas con Oct4 de tipo
salvaje. A la luz de este resultado, las colonias se seleccionaron del pocillo de MsO de 5 factores para la expansion y
el analisis adicional (Figura 1). La pluripotencia de las colonias derivadas de M3;O se confirmé mediante la
inmunotincion para los marcadores nucleares y de la superficie celular, y mediante la diferenciacioén in vitro en las
tres capas germinales primarias. Seis clones iPSC expandidos se sometieron a analisis de cariotipo y huella dactilar
de ADN, confirmandose la normalidad cariotipica de las células y el linaje BJ en todos los casos.

El método también se puede usar ampliamente para rediferenciar o reprogramar células, por ejemplo, para producir
células iPS que pueden modularse aun mas para formar células madre hematopoyéticas, células madre
mesenquimaticas, células madre epiteliales y células satelitales musculares, o células diferenciadas de tejidos
humanos, que incluyen, pero no se limitan a glébulos rojos, glébulos blancos, linfocitos, plaquetas, células
estromales, células grasas, células 6seas, incluyendo osteoclastos, tejido epitelial, incluidas células de la piel, tejido
muscular, incluyendo musculo liso, misculo esquelético y musculo cardiaco, tejido vascular incluyendo células
endoteliales, tejido hepatico incluyendo hepatocitos y tejido nervioso incluyendo neuronas. Los métodos para inducir
la diferenciacién de las células iPS en diversos tipos de células diferenciadas, incluidos, entre otros, cardiomiocitos,
células madre hematopoyéticas, células 6seas como osteoclastos, hepatocitos, células retinianas y neuronas, son
conocidos en la técnica (Song at al., Cell Res., 19(11): 1233-42 (2009), Lamba et al., PLoS One, 5(1):e8763 (2010),
Gai et al., Cell Biol Int. 200933(11): 1184-93 (2009). Grigoriadis et al., Blood, 115(14): 2769-76 (2010)). Las células
madre que incluyen, pero no se limitan a células madre embrionarias aisladas, células madre hematopoyéticas y
células madre pluripotentes inducidas pueden inducirse para diferenciarse mediante transfeccion transitoria con ARN
que inducen la diferenciaciéon. Adicional o alternativamente, las células se pueden rediferenciar mediante el cultivo
de las células en condiciones especificas del tipo de célula. Por ejemplo, las células iPS se pueden mantener en los
alimentadores de CF-1 y posteriormente adaptarse a las condiciones sin alimentadores. Las células iPS se pueden
inducir para formar células retinianas diferenciadas mediante el cultivo de las células en presencia de noggin, Dkk-1
e IGF-1. La potencia del coctel de ARNm podria mejorarse ain mas mediante la inclusion de transcriptos de Nanog.
En este ejemplo, cuatro pocillos que contenian 50K de fibroblastos BJ en los alimentadores se transfectaron con
Oct4 de tipo salvaje o con cécteles de 5 factores o 6 factores a base de M3O durante seis dias, y cada cultivo se
pas6 1:6 a alimentadores nuevos para poblar una placa de 6 pocillos (4). La transfeccion se continu6é durante 0-5
dias mas dentro de cada placa. Los cultivos se fijaron y se tifieron con los anticuerpos TRA-1-60 el dia 18 (donde el
dia 0 corresponde a la primera transfeccion) para evaluar el impacto de los diferentes cocteles y los cursos de
tiempo de transfeccion en la productividad de la iPSC. Los resultados mostraron que agregar Nanog al céctel fue
muy beneficioso independientemente de la variante de Oct4 empleada, mientras que la mayor eficacia de conversion
se logré cuando M3;O y Nanog se usaron juntos.

La eficacia de los cocteles de 5 factores o 6 factores basados en M3;O se confirmé en experimentos adicionales en
base a alimentadores utilizando tres lineas adicionales de fibroblastos humanos (HDF-f, HDF-n y XFF). La cinética y
la eficacia de la reprogramacion mejoraron notablemente con estas tres lineas de paso bajo, que mostraron una
poblaciéon nativa mas rapida que BJ en el cultivo de expansion normal. En algunos casos, obtuvimos colonias
similares a hESC a partir de tan solo seis dias de transfeccion, aunque los rendimientos fueron mucho mayores en
los experimentos en los que la transfeccién se continué durante unos pocos dias mas. Los experimentos que
implican el refuerzo periddico de la capa de alimentadores mediante la adicion de células nuevas sugirieron que, si
bien esta estrategia podria brindar algunos beneficios, se veria contrarrestada por la complejidad del protocolo
resultante. Por lo tanto, decidimos centrarnos en aplicar los cécteles mas potentes al desarrollo de un protocolo
simplificado, sin alimentadores.

La descripcion actual se refiere a la creacion de iPSC sin alimentadores. La derivacion de iPSC independiente del
alimentador generalmente ha demostrado ser algo desafiante independientemente de la tecnologia de
reprogramacion empleada, pero plantea dificultades especiales en el contexto de un régimen de transfeccion
sostenida. Hay un limite inferior a la densidad a la que se pueden colocar los fibroblastos sin comprometer la
viabilidad celular y la actividad proliferativa. La propension de las células a sufrir detencion mitética o apoptosis en
cultivos dispersos se ve agravada cuando las células se someten a estrés por transfeccion y por expresion ectopica
de factores de reprogramacion. Ademas, las dosis de ARN que son bien toleradas en las altas densidades celulares
caracteristicas de la reprogramacion basada en los alimentadores producen efectos citotdxicos mas severos cuando
se distribuyen entre menos células. Al mismo tiempo, la penetrancia de la expresion que se puede lograr con la
transfeccion de ARNm disminuye considerablemente después de que los fibroblastos alcanzan la confluencia, tal vez
debido a una regulacion negativa de la endocitosis asociada con la inhibicién de contacto y la detencion de G1. Esta
reduccion de la permisividad a la transfeccion en cultivos apifiados parece aliviarse durante la reprogramacion
después de que las células se someten a una transicion mesenquimatosa a epitelial (MET). Sin embargo, los ~ 7
dias tipicamente requeridos para que los fibroblastos humanos alcancen el MET cuando se usan los cécteles de
ARNmM actuales hacen dificil evitar el problema del sobrecrecimiento fibroblastico, incluso si las células se colocan en
placas con las densidades iniciales mas bajas de supervivencia. Las células se pueden adelgazar pasandolas para
posponer este destino, pero es dificil predecir la eficacia de la siembra de los intermediarios de reprogramacion
altamente estresados y, en cualquier caso, un protocolo de derivacion basado en pasajes sacrificaria la conveniencia
y escalaria poco a las aplicaciones de alto rendimiento.
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La descripcion actual se refiere a las indicaciones fenotipicas de MET (involuciéon del proceso fibroblastico y la
aparicion de focos y morfologias de adoquines). En una realizacion, MET fue acelerado por nuestra invencion
utilizando cécteles mejorados, permitiendo la reprogramacion libre de alimentadores utilizando el céctel M3O de 6
factores sin pasajes, sembrando células diana a una variedad de bajas densidades (50K vs 100K vs 150K por
pocillo).

El destino de estos cultivos de reprogramacion demostré ser altamente sensible a la densidad de siembra,
presumiblemente debido a que los efectos de la citotoxicidad excesiva y del sobrecrecimiento fibroblastico se
refuerzan a si mismos a lo largo del curso del régimen de transfeccion. En un experimento con dosificacion de ARN
“estandar” (1200 ng por pocillo), se obtuvieron docenas de colonias similares a hESC de fibroblastos HDF-n y XFF
sembrados a 100K por pocillo, mientras que los cultivos correspondientes de 50K y 150K dieron solo unas pocas
colonias después de sucumbir a un desplome de la poblacion y al sobrecrecimiento fibroblastico, respectivamente.
En las derivaciones que se intentaron con otras dos lineas de fibroblastos, BJ y HDF-a, incluso los cultivos mas
prometedores (150K) se volvieron practicamente inactivos poco después de alcanzar la confluencia, y
posteriormente se obtuvieron colonias esporadicas con cinética tardia.

En un ejemplo, cambiamos de ambiente a 5% de cultivo de oxigeno y aumentamos a la dosis completa de ARN de
un cuarto de dosis durante los primeros cuatro dias de transfeccién en un esfuerzo por minimizar la senescencia
celular inducida por estrés.

En un ejemplo, usando estas nuevas condiciones, los inventores probaron si la sustitucion de L-Myc por c-Myc
podria mejorar ain mas el coéctel de reprogramacion.

En otro ejemplo, evaluamos un esquema de transfeccion simplificado mediante el cual el ARN se agregé a las
células con cambios diarios en los medios, en lugar de administrarse en una etapa separada cuatro horas antes. La
dosis de ARN se redujo en pocillos de “transfeccion de 24 horas” para compensar el aumento esperado de la
citotoxicidad, y se analizaron dos reactivos de transfeccion diferentes (RNAIMAX y Stemfect). Las células XFF se
sembraron a 50K por pocillo y se transfectaron durante 9 dias. El régimen convencional de “transfeccion de 4 horas”
dio en el orden de cien colonias TRA1-60" por pocillo con el coctel a base de c-Myc, mientras que el coctel de L-Myc
tuvo un desempefio comparativamente deficiente (Figura 2). Los resultados de los cultivos de “transfeccion de 24
horas” fueron aun mas impresionantes. En el mas productivo de estos pocillos (que corresponde a la condicion de
400 ng/ml de Stemfect de c-Myc), el cultivo casi habia crecido con células similares a hESC el dia 9, 24 horas
después de la ultima transfeccién. La base mecanica para el rendimiento superior de la “transfeccién de 24 horas”
podria haber tenido el efecto de aumentar la densidad efectiva de los cultivos delgados al concentrar los factores
difusivos liberados por las células. Cuando estas condiciones de protocolo preferidas se aplicaron en otros
experimentos de ejemplo, la derivacion utilizando fibroblastos HDF-a, en cultivos sembrados a 75K de células por
pocillo, la productividad fue menos espectacular que la lograda con las células XFF altamente proliferativas, pero
nuevamente surgieron numerosas colonias similares a hESC tan temprano como el dia 9 del protocolo (Figura 4).

Cuando las células se sembraron en un volumen de medio mas bajo que el volumen cominmente utilizado, por
ejemplo, 1 ml, 0,75 ml, 0,5 ml, o la cantidad minima de medio que aun puede sostener el cultivo celular, la eficiencia
de la reprogramacion utilizando las condiciones descritas con anterioridad se mejora claramente. Tales condiciones
de bajo volumen durante la reprogramacion se utilizan en una realizacién de la presente invencion.

Las realizaciones que se han descrito en este documento de ninguna manera son las Unicas aplicaciones de la
presente invencion. Los expertos en la técnica reconoceran que la descripcion también es util para reprogramar
otras células en condiciones ligeramente variables o con combinaciones similares de factores convencionales o
disefiados para la reprogramacion, diferenciacion dirigida o transdiferenciacion.

En otras realizaciones, la optimizacion adicional del factor de estequiometria también deberia mejorar el ritmo de la
reprogramacion; de hecho, el método de ARNm ofrece la oportunidad de definir cocteles que abordan las fases
tempranas y tardias de la induccion de iPSC en forma independiente. Los beneficios obtenidos del uso de MO
proporcionan una nueva validacion para la aplicacion reciente de nuevos factores de reprogramacion disefiados por
ingenieria genética para la generacion de iPSC. Otros factores de reprogramacion disefiados por ingenieria incluyen
la fusion de SOX2, KLF4, CMYC, LMYC, LIN28, NANOG, etc. a dominios de transactivacion de factores distintos de
VP16 o MYOD, tales como GAL4, GATA1, P53, etc. Debe sefialarse que los reactivos y la metodologia utilizada
para administrar ARNm también se puede usar para cotransfectar ARNsi y miARN, que ya han demostrado su valia
en la generacion de iPSC. No obstante, el protocolo sin alimentadores descrito en el presente documento representa
un avance sustancial sobre los protocolos actuales, reduciendo el tiempo requerido para la reprogramacion hasta en
la mitad con una reduccién igual o mayor en los costos de mano de obra y materiales, eliminando las etapas
problematicas del procedimiento, y permitiendo que el ARNm se administre a las células con casi la misma facilidad
que los factores de crecimiento o las citoquinas, es decir, como un suplemento de medios.

En algunas realizaciones, las células se reprograman para modular la respuesta inmune. Por ejemplo, los linfocitos

pueden reprogramarse en células T reguladoras que pueden administrarse a un paciente que lo necesite para
aumentar o transferir la tolerancia inmune, especialmente la autotolerancia. La induccién o administracion de células
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T positivas para Foxp3 puede ser util para reducir las respuestas autoinmunes como el rechazo del injerto y/o
reducir, inhibir o mitigar uno o mas sintomas de una enfermedad o trastorno autoinmune como diabetes, esclerosis
multiple, asma, enfermedad inflamatoria intestinal, tiroiditis, enfermedad renal, artritis reumatoide, lupus eritematoso
sistémico, alopecia greata, espondilitis anquilosante, sindrome antifosfolipidico, enfermedad de Addison autoinmune,
anemia hemolitica autoinmune, hepatitis autoinmune, enfermedad del oido interno autoinmune, sindrome
linfoproligerativo autoinmune (ALPS), purpura trombocitopénica autoinmune (ATP), enfermedad de Behcet,
penfigoide ampolloso, cardiomiopatia, dermatitis-esprue celiaco, sindrome de deficiencia inmune del sindrome de
fatiga crénica (CFIDS), polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica, penfigoide cicatricial, enfermedad de
aglutinina fria, sindrome de Crest, enfermedad de Crohn, enfermedad de Dego, dermatomiositis, dermatomiositis
juvenil, lupus discoide, crioglobulinemia mixta esencial, fibromialgia-fibromiositis, enfermedad de Grave, Guillain-
Barré, tiroiditis de Hashimoto, fibrosis pulmonar idiopatica, purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), nefropatia por
IgA, diabetes insulinodependiente (Tipo 1), artritis juvenil, enfermedad de Meniére, enfermedad del tejido conectivo
mista, esclerosis multiple, miastenia gravis, pénfigo vulgar, anemia perniciosa, poliarteritis nodosa, policondritis,
sindromes poliglanulares, polimialgia reumatica, polimiositis y dermatomiositis, agammaglobulinemia primaria,
cirrosis biliar primaria, psoriasis, fenomeno de Raynaud, sindrome de Reiter, fiebre reumatica, sarcoidosis,
esclerodermia, sindrome de Sjogren, sindrome del hombre rigido, arteritis de Takayasu, arteritis temporal/arteritis de
células gigantes, colitis ulcerosa, uveitis, vasculitis, vitiligo y granulomatosis de Wegener.

Los métodos pueden usarse para generar células que pueden ser Utiles en el tratamiento de una variedad de
enfermedades y trastornos, que incluyen, pero no se limitan a enfermedades como Parkinson, enfermedad de
Alzheimer, cicatrizacion de heridas y esclerosis multiple. Los métodos también son utiles para la regeneracion de
organos y para la restauracion o suplementacion del sistema inmunoldgico. Por ejemplo, las células en diferentes
etapas de diferenciacion, como las células iPS, las células madre hematopoyéticas, las células multipotentes o las
células unipotentes, como las células precursoras, por ejemplo, las células precursoras epiteliales, y otras pueden
administrarse por via intravenosa o mediante cirugia local. Los métodos pueden utilizarse en combinacién con otros
métodos convencionales, como un régimen de medicamentos recetados, cirugia, terapia hormonal, quimioterapia y/o
radioterapia.

En este documento se describe un kit que incluye ARN, células y un medio para transfectar el ARN en las células.
Los ARN pueden estar liofilizados o en solucién. Los kits pueden incluir opcionalmente otros materiales tales como
reactivos de cultivo celular. Un kit puede proporcionar células redistribuidas, desdiferenciadas o reprogramadas
preparadas de acuerdo con los métodos descritos, y almacenadas y/o enviadas refrigeradas o congeladas para su
uso posterior. Las células normalmente se almacenan en una solucion manteniendo la viabilidad. Los kits que
contienen células deben almacenarse o enviarse utilizando un método consistente con la viabilidad, como en un
refrigerador que contenga hielo seco, de modo que las células se mantengan a menos de 4°C, y preferiblemente a
menos de -20°C.

Los kits incluyen opcionalmente uno o mas de los siguientes: agentes bioactivos, medios, excipientes y uno o mas
de: una jeringa, una aguja, hilo, gasa, un vendaje, un desinfectante, un antibiético, un anestésico local, un agente
analgésico, hilo quirdrgico, tijeras, un bisturi, un fluido estéril y un vaso estéril. Los componentes del kit se pueden
empaquetar individualmente y pueden ser estériles. Los kits generalmente se proporcionan en un contenedor, por
ejemplo, un contenedor de plastico, cartén o metal adecuado para la venta comercial. Cualquiera de los kits puede
incluir instrucciones de uso. Los métodos pueden usarse para generar células que pueden ser utiles en el
tratamiento de una variedad de enfermedades y trastornos, que incluyen, pero no se limitan a enfermedades
neurodegenerativas como enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer y esclerosis mdltiple. Los métodos
también son Utiles para la regeneracion de o6rganos y para la restauracion o suplementacién del sistema
inmunoldégico. Por ejemplo, las células en diferentes etapas de diferenciacion, como las células iPS, las células
madre hematopoyéticas, las células multipotentes o las células unipotentes, como las células precursoras, por
ejemplo, las células precursoras epiteliales, y otras pueden administrarse por via intravenosa o mediante cirugia
local. Los métodos pueden utilizarse en combinacion con otros métodos convencionales, como un régimen de
medicamentos recetados, cirugia, terapia hormonal, quimioterapia y/o radioterapia.

Se divulgan los sistemas de cultivo de células madre y los métodos de diferenciacion para producir células del tejido
de la piel para el tratamiento de heridas, y la terapia con células madre para el tratamiento de artritis, lupus y otras
enfermedades relacionadas con la autoinmunidad.

Ejemplos

La invencion se describe ahora con referencia a los siguientes ejemplos. Estos ejemplos se proporcionan solo con
fines ilustrativos, y la invencion no se limita a estos ejemplos, sino que abarca todas las variaciones que son
evidentes como resultado de la ensefianza proporcionada en este documento.

Ejemplo 1 - Generacion de plantillas de IVT

Los constructos de plasmidos para generar plantillas de transcripcion in vitro (IVT) de productos de PCR lineal se
construyeron utilizando la clonacion independiente de ligadura (LIC). Primero construimos un plasmido parental
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(pIVT) que incorpora las regiones no traducidas (UTR) 5 y 3’ que flanquean un sitio de insercion disefiado para
aceptar un inserto de marco de lectura abierto (ORF) que codifica una proteina de interés. Las secuencias
flanqueantes de ORF son las descritas en Warren et al., Cell Stem Cell, 2010, que comprenden un lider de
estructura secundaria baja y un sitio de Kozak fuerte (5° UTR) y la a-globina 3' UTR. Se produjo una version
linealizada del vector pIVT que tiene salientes de 5 mediante la reconexion de dos productos de PCR amplificados
del plasmido utilizando cebadores de cola. Los productos de PCR de ORF con salientes complementarios se
produjeron mediante un procedimiento analogo, se combinaron con los productos de PCR del vector y se
transformaron en bacterias DH5a mediante choque térmico para clonar constructos especificos de genes (pIVT-
KLF4, etc.). Los plasmidos resultantes se usaron para moldear reacciones de PCR para hacer plantillas de IVT
lineales que incorporan un promotor T7, un ORF flanqueado por UTR y una cola de T129 para impulsar la adicion de
una cola poliA, como se describe en Warren et al., Cell Stem Cell, 2010. The regién de cola T2 se introdujo
mediante el uso de un cebador inverso de cola (T120CTTCCTACTCAGGCTTTATTCAAAGACCA).

Para los constructos de fusion M3O y VPx3, las secuencias que codifican el dominio de transactivacion se adjuntaron
a los ORF por PCR utilizando cebadores de cola. Las existencias de plantillas de productos de PCR se mantuvieron
a una concentracion de ~100 ng/uL.

Ejemplo 2 - Produccion de cocteles de ARNm

El proceso de sintesis de ARNm se resume en la Figura 5. EIl ARNm sintético se genero en las reacciones de la IVT
utilizando una relacion de 4:1 de analogo del cierre ARCA a GTP para generar un alto porcentaje de transcriptos
cerrados. La sustitucion completa de 5m-CTP por CTP y Pseudo-UTP por UTP en la mezcla de nucledtido trifosfato
(NTP) se empled para reducir la inmunogenicidad de los productos de ARN. El analogo del cierre y los NTPs
modificados se compraron de Trilink Biotechnologies. Se preparé una mezcla de NTP 2.5x (ARCA:ATP:5m-CTP:
GTP:Pseudo-UTP a 15:15:3,75:3,75:3,75 mM) para reemplazar los NTP estandar provistos con el kit MEGAscript T7
(Ambion) utilizado para realizar las reacciones de IVT. Cada reaccion de 40 uL de IVT comprendia 16 uL de mezcla
de NTP, 4 uL de regulador T7 de 10x, 16 uL de plantilla de ADN y 4 uL de enzima T7. Las reacciones se incubaron
4-6 horas a 37°C y luego se trataron con 2 uL de TURBO ADNasa durante 15 minutos mas a 37°C antes de
purificarse en columnas de centrifugacion MEGAclear (Ambion), los productos de ARN se eluyeron en un volumen
de 100 uL. Para eliminar las unidades estructurales 5’ de trifosfatos inmunogénicos de los transcriptos no cerrados,
se agregaron 10 uL de tampdn de reaccion de fosfatasa antartica y 3 uL de fosfatasa antartica (NEB) a cada
preparacion. Las reacciones de fosfatasa se incubaron durante 30 minutos a 37°C y los productos de IVT se
repurificaron. Nanodrop (Thermo Scientific) cuantificd el rendimiento de ARN y, en consecuencia, las preparaciones
se ajustaron a una concentracion de trabajo estandarizada de 100 ng/uL mediante la adicion de TE pH 7.0 (Ambion).
Los coécteles de ARN se ensamblaron agrupando preparaciones que representan los diversos RF en las
proporciones estequiométricas deseadas. La fraccion de cada RF utilizada tuvo en cuenta el peso molecular previsto
del transcripto respectivo, siendo todos los RF equimolares, excepto Oct4 y sus derivados, que se incluyeron a una
concentracion molar de 3x. Se afadié a los cocteles un pico del 10% de ARNm que codificaba una proteina
fluorescente LanYFP monomérica nuclear de corta vida para facilitar el monitoreo de la eficacia de la transfeccion
durante los ensayos de reprogramacion.

Ejemplo 3 - Células y medios de cultivo

Las células seleccionadas para la reprogramacion incluyeron fibroblastos neonatales BJ (ATCC), fibroblastos fetales
HDF-f, fibroblastos neonatales HDF-n y fibroblastos adultos HDF-a (ScienCell), y fibroblastos neonatales sin xeno
XFF (Millipore). El cultivo de expansion se llevo a cabo en medio BJ (DMEM + 10% de FBS), medio de fibroblastos
ScienCell y medio de expansién de fibroblastos humanos libres de xeno fiboroGRO (Millipore) para las células BJ,
HDF y XFF, respectivamente. Las células alimentadoras utilizadas eran fibroblastos de prepucio humano neonatal
irradiado 3001G (GlobalStem) y fibroblastos neonatales humanos libres de xeno inactivados con mitomicina C
FibroGRO (Millipore). Las etapas de pasaje de células pertinentes a los ensayos de reprogramacion basados en
alimentadores libres de xeno y libres de alimentadores se realizaron utilizando TrypLE Select (Gibco), un reactivo de
disociacion celular libre de productos animales.

Ejemplo 4 - Reprogramacion de fibroblastos humanos

Todos los experimentos de reprogramacion descritos se realizaron en placas de cultivo de tejidos de 6 pocillos
recubiertas con sustrato libre de xeno CELLstart (Gibco) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los
alimentadores GlobalStem se colocaron en placas a 250K por pocillo en los experimentos iniciales de
reprogramacion de BJ, utilizando medios BJ que contenian FBS. En algunos de los ensayos mas recientes a base
de alimentadores, la densidad de siembra se incrementd y los alimentadores se complementaron ad hoc durante los
cambios de los medios en un esfuerzo por mantener capas de alimentadores casi confluentes en respuesta a las
altas tasas de desgaste encontradas con los nuevos cocteles de RF. Los alimentadores sin xeno, cuando se
utilizaron, se colocaron en medio de reprogramacion a base de Pluriton sin suero. Las células diana se sembraron
en placas en medio sin suero de Pluriton (Stemgent) mas antibidticos, suplemento de Pluriton e inhibidor de
interferon B18R 200 ng/ml (eBioscience). Los medios se reemplazaron diariamente durante y después de la
reprogramacion, y la suplementacion con B18R se suspendié el dia después de la transfeccion final. En

12



10

15

20

25

30

ES 2729 563 T3

experimentos en los que las células se dividieron en alimentadores nuevos durante la reprogramacion, se incluyd
Y27632 (Stemgent) 10 uM en el medio utilizado para resembrar. Las transfecciones comenzaron el dia después de
la siembra de las células diana y se repitieron a intervalos de 24 horas en las duraciones indicadas en el texto. Se
administré una dosis de ARN de 1200 ng a cada pocillo utilizando RNAIMAX (Invitrogen) 4 horas antes del cambio
diario de los medios, excepto que se indicara lo contrario. Los cocteles de transfeccion basados en RNAIMAX se
prepararon mediante la dilucion de 100 ng/uL de ARN 5x en DPBS libre de calcio/magnesio y 5 uL de RNAIMAX por
ug de ARN 10x en el mismo diluyente, combinando para producir una suspension de ARN/vehiculo de 10 ng/uL y
dispensar a medios de cultivo después de una incubacién a temperatura ambiente de 15 minutos. Para las
transfecciones que utilizan el reactivo Stemfect (Stemgent), se mezclaron ARN y Stemfect (4 uL por ug de ARN) en
el tampdn Stemfect para obtener una concentracion de ARN de 10 ng/uL. La mezcla se incubé durante 15 minutos,
luego se suministré a medios de cultivo o se refrigeré para su uso posterior.

Ejemplo 5. Caracterizacion de colonias iPSC

Para evaluar la productividad de las colonias de iPSC, los cultivos de reprogramacion se fijaron usando
paraformaldehido al 4% en DPBS (con calcio/magnesio) y se inmunotifieron con anticuerpo StainAlive TRA-1-60
Alexa 488 (Stemgent) diluido 100x en DPBS (con calcio/magnesio). Se realizaron ensayos de seleccién, expansion y
posterior inmunotincién y diferenciacion de colonias para la validacion molecular y funcional de la pluripotencia. Se
llevaron a cabo analisis de huella de ADN y de cariotipos. La formacion de teratoma se realiz6 y confirmé en mas de
un conjunto de modelos de raton. De este modo, se demuestra la pluripotencia de las células madre.

Se describe un método novedoso para la reprogramacion altamente eficiente de células no madre en células madre
pluripotentes al poner en contacto las células diana con combinaciones de factores de reprogramacion disefiados
por ingenieria genética y factores de reprogramacion no disefiados por ingenieria genética de manera tal que se
puedan producir iPSCs en aproximadamente 9 dias, a veces 6 o incluso 5 dias. Estas células iPS se pueden
producir como iPSC sin alimentadores, sin xeno y sin huella. Ademas de la eficiencia dramaticamente incrementada
de la reprogramacion por el proceso de la invencion, la nueva tecnologia también difiere de todas las tecnologias
previamente conocidas en que las iPSC asi creadas estan “limpias” porque no han estado en contacto con ningun
virus o vector. La utilidad de la invencién se puede encontrar en practicamente todas las areas que involucran el
establecimiento de células madre, la diferenciacion, la utilidad en la investigacion celular y del desarrollo, asi como
las aplicaciones clinicas. Los procedimientos similares también pueden ser Utiles en la diferenciacion dirigida o la
transdiferenciacion.
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REIVINDICACIONES

1. Un método libre de alimentadores para desdiferenciar o reprogramar una célula somatica de mamifero que
comprende:

transfectar la célula somatica aislada con una composicidon que comprende: una cantidad eficaz de un ARNm
sintético que codifica M30; y ARNm sintético que codifica los factores de reprogramacion Sox2, KIf4, cMyc-T58A,
Nanog y Lin28 en combinacion; por el cual la célula somatica es reprogramada o diferenciada.

2. Un método para reprogramar células de mamifero usando los ARNm sintéticos de acuerdo con la reivindicacion 1,
que comprende:

a) cultivar células diana en crecimiento a una densidad de 25k a 250k celdas/pocillo de una placa estandar de 6
pocillos en una superficie sin alimentadores o a niumeros proporcionalmente reducidos de celdas/pocillos en pocillos
de otras areas superficiales; y

b) transfectar células con dosis variables de 50 ng a 800 ng/ml de ARNm cada vez durante la reprogramacion.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde las células diana se cultivan a una densidad de 50 k, 75 k,
100 k o0 150 k células/pocillo de una placa estandar de 6 pocillos en una superficie sin alimentadores;

a) transfectar células con dosis variables de 50 ng a 800 ng/ml de ARNm cada vez durante la reprogramacion,
mientras que las dosis mas bajas se usan en puntos temporales mas tempranos que en puntos temporales
posteriores; y

b) lograr iPSC sin pasajes.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde las células diana se cultivan a una densidad de 50 k, 75 k,
100 k o 150 k células/pocillo de una placa estandar de 6 pocillos en una superficie sin alimentadores, mientras que el
volumen de cada pocillo se ajusta para que esté entre 0,5 y 5 ml de medio apropiado;

a) transfectar células con dosis variables de 50 ng a 800 ng/ml de ARNm cada vez durante la reprogramacion,
mientras que las dosis mas bajas se usan en puntos temporales mas tempranos que en puntos temporales
posteriores; y

b) lograr iPSC sin pasajes.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde las células de mamifero son células humanas.

6. El método de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en donde el método esta libre de Xeno.

7. El método de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en donde las células somaticas se transfectan con
al menos dos ARN diferentes.

8. El método de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en donde las células somaticas se seleccionan del
grupo que consiste en células unipotentes, multipotentes, pluripotentes y diferenciadas.

9. El método de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en donde uno o mas ARN inducen la
desdiferenciacion de las células somaticas en células unipotentes, multipotentes o pluripotentes.

10. El método de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en donde las células transfectadas se mantienen
en cultivo como células madre pluripotentes inducidas (iPS).

11. El método de acuerdo con cualquier reivindicaciéon precedente, en donde las células transfectadas forman
células madre pluripotentes inducidas, que comprende, ademas, inducir a las células iPS para que formen células
diferenciadas.

12. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la composicion comprende, ademas, los dominios de
activacion de transaccion Rarg y LrH-1.
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FIG 1B
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Fig. 2A
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Transfeccién de 6 dias con 4 cocteles de candidatos
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Fig. 5A

hacerla incubar Afiadir Incubar Purificar  Afiadir Incubar Purficar  Estandarizar
12accisn 77 4-6horas TURBO ! 15 minutos ARN fosfatasa 30 minutos  ARN concentracion
a37’°c ADNasa a3r°C antartica as3rec 3300 nglul

Reunir ARNm de RF para producir
cocteles de reprogramacion

Fig 5B

19



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

