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DESCRIPCION
Reprogramacion del endotelio humano en progenitores mulit-linaje hematopoyéticos mediante factores definidos
Antecedentes de la divulgacion

Las células somaticas se han reprogramado en el estado pluripotente por transferencia nuclear (Gurdon, J. B. et al.,
Nature 182:64-65 (1958); Eggan, K. et al., Nature) 428:44-49 (2004), Noggle, S. et al, Nature 478:70-75 (2011)),
fusion celular (Tada, M. et al., Curr Biol 11:1553-1558 (2001); Cowan, C. A. et al., Science 309:1369-1373 (2005);
Blau, H. M. et al., Semin Cell Dev Biol 10:267-272 (1999)) y la expresion forzada de factores de transcripcion
(Takahashi, K. et al., Cell 131:861-872 (2007); Chen, M. J. et al., Cell Stem Cell 9:541-552 (2011)). Las células
somaticas también se han reprogramado en células diferenciadas terminalmente tales como los mioblastos (Davis,
R. L. et al, Cell 51:987-1000 (1987)), células de tipo macréfago (Xie, H. et al., Cell 117:663-676 (2004)), células beta
(Zhou, Q. et al., Nature 455:627-632 (2008)), células similares a hepatocitos (Sekiya, S. et al., Nature 475:390-393
(2011)), neuronas (Vierbuchen, T. et al., Nature 463:1035-1041 (2010)) y células endoteliales (Ginsberg, M. et al.,
Cell 151:559-575 (2012)). Diversos grupos informaron recientemente la reprogramacion directa de fibroblastos en
células madre neurales/progenitores neurales multi-linaje (Han, D. W. et al., Cell Stem Cell 10:465-472 (2012); Lujan,
E. et al., Proc Natl Acad Sci U S A 109:2527-2532 (2012); Thier, M. et al., Cell Stem Cell 10:473-479 (2012)). Sin
embargo, la conversion directa de las células somaticas en células madre y progenitoras hematopoyéticas multi-
linaje funcionales injertables (HSPC, por sus siglas en inglés) funcionales ha sido dificil de lograr (Szabo, E. et al.
Nature 468:521-526 (2010); Chambers, S. M. et al., Cell 145:827-830 (2011); Pereira, C. F. et al., Cell Stem Cell
13:205-218 (2013)).

Durante el desarrollo murino, las células madre hematopoyéticas definitivas (HSC, por sus siglas en inglés) se
originan en la aorta dorsal dentro de la region aorta-génada-mesonefros (AGM., por sus siglas en inglés) (North, T.
E. et al., Immunity 16:661-672 (2002); de Bruijn, M. F. et al., EMBO J 192:465-2474 (2000); Medvinsky, A. et al., Cell
86:897-906 (1996)). En vertebrados, incluyendo peces cebra, murinos, y posiblemente humanos, se cree que las
HSC emergen de la capa de células vasculares hemogénicas que recubren el suelo de la aorta dorsal y las arterias
umbilicales (Zovein, A. C. et al., Cell Stem Cell 3:625-636 (2008); Boisset, J. C. et al., Nature 464:116-120 (2010);
Bertrand, J. Y. et al., Nature 464:108-111 (2010); Kissa, K. et al., Nature 464:112-115 (2010)). Este proceso depende
de la expresion del factor de transcripcion (TF) RUNX1 (Chen, M. J. et al., Nature 457:887-891 (2009)). La
asociacion cercana de células endoteliales (EC) en desarrollo y HSPC en el concepto ha llevado a una teoria de
transicion EC-hematopoyética de la hematopoyesis (Zovein, A. C. et al., Cell Stem Cell 3:625-636 (2008)).

Aunque se sabe que las HSC y los progenitores eritroides/mieloides definitivos (EMP) surgen de multiples sitios que
contienen EC hemogénicas, ha sido dificil caracterizar los programas moleculares que impulsan la transicion
ontogenética espontanea de las EC hemogénicas primitivas a progenitores hematopoyéticos (Chen, M. J. et al,,
Nature 457:887-891 (2009); North, T. E. et al., Cell 137:736-748 (2009)) porque la identidad de las moléculas clave y
la secuencia de su actividad sigue siendo dificil de alcanzar (Orkin, S. H. et al., Cell 132:631-644 (2008)). La
expresion diferencial de los TF en la progenie de EC hemogénicas esta vinculada a la decision de desarrollo
temprana de producir HSPC o EC definitivos (Chen, M. J. et al. Cell Stem Cell 9:541-552 (2011)). Sin embargo, no
esta claro si los TF dirigen estas decisiones sobre el destino celular o simplemente promueven programas
predeterminados en las EC hemogénicas. Las sefiales microambientales proporcionadas por nichos anatémicos
distintos, tales como los que se encuentran dentro de la AGM, el higado fetal y la placenta, también son necesarios
para la expansion fisiologica de las HSC primitivas y el desarrollo hematopoyético eficaz (Gekas, C. et al., Dev Cell
8:365-375 (2005)).

Los métodos modernos de tratamiento de trastornos sanguineos dependen del trasplante de HSPC sanas. En la
actualidad, hay dos métodos principales para producir un nimero suficiente de HSPC alogénicas y autélogas, ambos
de los cuales tienen limitaciones: (1) expansion ex vivo de las HSPC (por ejemplo, HSPC de sangre de corddn
umbilical); y (2) diferenciacion dirigida de células pluripotentes en HSPC. La expansién Ex vivo de las HSPC sanas
esta limitada por la disponibilidad de los donantes y se complica por los métodos de purificacion en el caso de
trasplante autdlogo y la compatibilidad con HLA en el caso de trasplante alogénico. La diferenciacion dirigida de las
células pluripotentes esta limitada por nuestra comprension del desarrollo del sistema hematopoyético asi como la
generacion de EC estables, y ain no ha dado suficientes cantidades de HSPC trasplantables para adultos.

Breve resumen de la divulgacion

La invencion se dirige a la generacion de progenitores hematopoyéticos de mudltiples linajes (HMLP) a partir de
células endoteliales (EC) mediante la expresion forzada de ciertos factores de transcripcion en los EC vy el cultivo de
EC en medios libres de suero en presencia de células alimentadoras endoteliales. Los HMLP generados de acuerdo
con esta invencién pueden producir células eritroides, linfoides, mieloides y megacariocitos. Estos HMLP generados
son capaces de injertarse en ratones y, por lo tanto, pueden usarse en el tratamiento terapéutico de trastornos que
incluyen afecciones hematopoyéticas.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2733909 T3

De acuerdo con un aspecto de la invencion, se proporciona un método para generar HMLP a partir de EC humanas,
que comprende cultivar EC que expresan cada uno de los factores de transcripcion homologo B de oncogén virico
de osteosarcoma murino Finkel-Biskis-Jinkins (FOSB, por sus siglas en inglés), represor de transcripcion factor de
crecimiento independiente 1 (GFI1, por sus siglas en inglés), Factor de transcripcion relacionado con Runt 1
(RUNX1, por sus siglas en inglés), oncogén de integracion provirico del virus formador de foco del bazo (SPI1, por
sus siglas en inglés) u homadlogos funcionales o derivados de los mismos, en medios libres de suero con células
alimentadoras endoteliales.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona una poblacién de HMLP producidos de acuerdo con el
método de la invencién, en donde los HM-LP comprenden células que son CD45'Lin CD45RA'CD38'CD90°CD34" o
CD45'LinCD45RA'CD38CD90'CD34" y en donde los HMLP comprenden uno o mas vectores para la expresién de
FOSB, GFI1, RUNX1 y/o SPI1.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién, se proporciona una composicion que comprende una
poblacién de HMLP de acuerdo con la invencién en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

También se proporciona de acuerdo con la invencién una poblacién de HMLP de acuerdo con la invencién para uso
en un método para tratar un trastorno hematopoyético, por ejemplo, un trastorno hematopoyético seleccionado de
leucemia y linfoma.

Otras caracteristicas y realizaciones de la invencidon se exponen en las reivindicaciones adjuntas y se describen a
continuacion.

En consecuencia, esta descripcion proporciona métodos para generar células progenitoras de multiples linajes
hematopoyéticos humanos (HMLP) a partir de células endoteliales humanas (EC). Los métodos implican el cultivo de
EC que se transforman para expresar cada uno de los factores de transcripcion homoélogo B de oncogén virico de
osteosarcoma murino Finkel-Biskis-Jinkins (FOSB), represor de transcripcion factor de crecimiento independiente 1
(GFI1), Factor de transcripcion relacionado con Runt 1 (RUNX1), oncogén de integracion provirico del virus formador
de foco del bazo (SPI1) u homélogos funcionales o derivados de FOSB, GFI1, RUNX1 y SPI1, en medios libres de
suero con células alimentadoras endoteliales.

Las EC que pueden usarse para generar HMLP incluyen EC fetales, neonatales, adultas y progenitoras. En algunas
realizaciones, las EC se seleccionan de células endoteliales vasculares umbilicales humanas (HUVEC) o células
endoteliales microvasculares dérmicas adultas (hDMEC).

En algunas realizaciones, la expresion forzada de los factores de transcripcion se efectia por transduccion de EC
con uno o mas vectores que dirigen la expresion de FOSB, GFI1, RUNX1 y SPI1. Al menos uno de estos vectores
también puede incluir un marcador seleccionable, tales como un marcador de resistencia a los antibiéticos, un
marcador enzimatico, un marcador de epitopo o un marcador visual. Antes de cultivar en presencia de las células
alimentadoras endoteliales, las CE pueden enriquecerse para la expresion de FOSB, GFI1, RUNX1 y/o SPI1
seleccionando células que expresan al menos un marcador seleccionable. En algunas realizaciones, la expresion de
uno o mas de FOSB, GFI1, RUNX1 y SPI1 es inducible y/o transitoria.

Las células alimentadoras endoteliales pueden seleccionarse de una diversidad de EC. En algunas realizaciones, las
células alimentadoras son células endoteliales vasculares umbilicales humanas (HUVEC) transformadas para
expresar un gen seleccionado de: el gen del marco de lectura abierto 1 del adenovirus E4 (E4ORF1) o el gen Akt.

Las EC se pueden cultivar en presencia de células alimentadoras endoteliales en un medio hematopoyeético libre de
suero, tal como un medio de células madre hematopoyéticas libres de suero. El medio hematopoyético libre de suero
puede incluir factores de crecimiento y/o citocinas, particularmente bFGF, EGF, SCF, FLT3, TPO e IL-6. El medio
hematopoyético libre de suero también puede incluir IGF-1, IGF-2 e IL-3. Las EC se pueden cultivar durante al
menos cinco dias para generar HMLP. Los HMLP se pueden aislar del cultivo celular basandose en la seleccion de
células CD45". En algunas realizaciones, los HMLP se seleccionan por seleccion de células CD45'CD34". Los
HMLP generados son tipicamente una mezcla heterogénea de células, pero en realizaciones particulares, una
mezcla de HMLP incluye células que son CD45"LinCD45RA CD38°CD90"CD34" y/o CD45'Lin CD45RA'CD38'CD90"
CD34".

Ademas, en esta divulgacion se proporcionan poblaciones de HMLP producidos de acuerdo con los métodos
desvelados. Una composicién que comprende HMLP producidos de acuerdo con el método de la reivindicacion 1 en
un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En el presente documento también se proporcionan métodos para tratar trastornos hematopoyéticos, que implican la
administracion de HMLP generados por EC a un sujeto que necesita tratamiento. Los HMLP pueden diferenciarse en
células hematopoyéticas después del trasplante en un receptor. El trastorno hematopoyético se puede seleccionar
de, por ejemplo, leucemia o linfoma, Los HMLP administrados al sujeto pueden ser autélogos al sujeto o alogénicos
al sujeto. Los HMLP generados de acuerdo con los métodos descritos no causan transformacion maligna en un
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Figuras 1A-1E. A. Esquema de la plataforma de reprogramacion de HUVEC en progenitores multi-linaje
hematopoyéticos (rEC-HMLP). Se aislaron HUVEC de cordon umbilical desechado, se clasificaron para una
poblacién pura de células endoteliales (EC) CD45CD133cKit CD31" marcadas fenotipicamente y expandidas
para experimentacion adicional (dias -14 a 0). Las HUVEC se transdujeron con FGRS y se dejaron estabilizar la
expresion de los transgenes (dias 1-3). Las HUVEC transducidas se sembraron a 1/6° densidad (dia 4) y
crecieron en una capa similar a un nicho vascular de E4AORF1* HUVEC (E4-HUVEC) en medios sin suero (dias
12-40). Se observaron colonias planas distintas aproximadamente dos semanas después de sembrar células
transducidas en una capa similar a un nicho vascular (dias 12-16). A lo largo del tiempo (dias 21-29), algunas de
estas colonias dieron lugar a estructuras tridimensionales en forma de grapas que representan rEC-HMLP
putativos. Después de un mes (dias 29-40), los rEC-HMLP se expandieron profusamente, dando lugar a colonias
hematopoyéticas prototipicas. El proceso de reprogramacion se subdivide en dos fases: Fase | - Especificacion y
Fase Il - Expansion. Los cultivos en expansion fueron ensayados rutinariamente para el cambio morfolégico,
numero de células y expresion del marcador pan-hematopoyético CD45. La traza gris representa la dinamica del
numero de células en la reprogramacion de HUVEC en rEC-HMLP. La linea negra ilustra el bajo potencial de
expansion de diferenciacion de las células hES-EC en progenitores hematopoyéticos. B. Aparicion de células
CD45" de tipo hematopoyético redondeadas de dos a tres semanas después de las HUVEC se transdujeran con
un conjunto de TF (flechas blancas). La barra de escala es de 200 um. C. La generacion de agrupaciones de tipo
hematopoyético a partir de HUVEC transducidas con FGRS se potencia mediante el co-cultivo con un nicho
vascular y un entorno libre de suero y se bloquea por la presencia de suero. D. La eliminacién uno por uno de los
TF revel6é un conjunto minimo de factores (FOSB, GFI1, RUNX1 y SPI1) capaces de generar colonias de tipo
hematopoyético en el cultivo HUVEC. Se evalué un conjunto de 26 TF menos un TF para determinar la
capacidad de evocar la formacion de agrupaciones de tipo hematopoyético (n = 3). Los asteriscos muestran una
reduccion estadisticamente significativa (p <0,05) del niumero de agrupaciones de tipo hematopoyético en las
HUVEC transducidas en comparacion con el conjunto completo de TF. El control representa HUVEC no
transducidas. Las células transducidas se cultivaron en una capa de E4-HUVEC no transducidas en medios
hematopoyéticos libres de suero. E. La eliminacién uno por uno de los factores FGRS muestra que los cuatro
factores FGRS son necesarios y suficientes para la generacion de colonias de tipo hematopoyético de larga
duracion.

Figuras 2A-2E. A. El analisis FACS de la monocapa vascular alimentadora de E4-HUVEC GFP HUVEC
transducidas FGRS GFP" mixtas muestra que GFP" las células hematopoyéticas nacientes pierden la expresion
de CD31 (un marcador de células endoteliales maduras) y adquieren fenotipo hematopoyético CD45" y CD45"
CD34". Los porcentajes en los graficos de puntos en fuente gris se refieren a la puerta en el gréfico de puntos
superior izquierdo (células GFP"). Los porcentajes en los graficos de puntos en fuente negra se refieren a células
GFP". B. Analisis inmunofenotipico de HUVEC reprogramadas FGRS. Las células hematopoyéticas emergentes
se analizaron para determinar la expresion de marcadores de linaje, CD45RA, CD45, CD34, CD90 y CD38. Se
muestran dos poblaciones de células CD45'Lin"CD45RA'CD38 CD90°CD34" y CD45'Lin"CD45RA'CD38 CD90
CD34", que satisfacen los criterios fenotipicos para células hematopoyéticas similares a células madre o
progenitores multipotentes, respectivamente. C. Al final de la Fase |, cuatro semanas después de la transduccién
de FGRS vy la induccion de nicho vascular, las células GFPCD45CD34 se clasificaron y se sembraron para los
ensayos de UFC. Las colonias hematopoyeéticas tipicas surgieron en el ensayo UFC (aumento x4); campo ancho
(columna izquierda) e imagenes fluorescentes correspondientes (columna derecha). De arriba hacia abajo:
granulocitico-eritroide-monocitico-megacariocitico (GEMM), Colonias eritroides/mieloides y macrofagos
granulociticos (GM). Las imagenes del panel inferior muestran colonias hemoglobinizadas. El grafico muestra la
cuantificacion del ensayo de UFC. D. La tincion de Wright-Giemsa de una citocentrifuga de células obtenidas a
partir de las colonias del ensayo UFC confirmé la especificacion del linaje de rEC-HMLP diferenciados (aumento
x60). Los presentes inventores detectaron células con caracteristicas morfoldgicas tipicas de precursores
eritroide, macrofago, granulocito y megacariocito. E. El analisis inmunofenotipico de células cultivadas en el
ensayo UFC reveld la presencia de células CD235", CD11b", CD14", CD83" y CD45", sugiriendo que los rEC-
HMLP se diferenciaron en progenies eritroides, de macréfago, de monocito y de células dendriticas.

Figuras 3A-3G. A. Se inyectaron células reprogramadas (1,5X10° de células CD45°GFP") se inyectaron retro-
orbitalmente en ratones irradiados sub-letalmente (275 Rad) (n = 9; un dia después de la radiacion). B. Se
detectaron células CD45" humanas circulantes en la sangre periférica de los ratones inyectados alas 2, 5, 12 y
16 semanas. Las células CD45" humanas circulantes se detectaron las semanas 2 (n=7;17,3817,73%),5(n=
6; 15,1 £ 13,39 %), 12 (n = 6; 14,14 + 5,44 %) y 22-40 (n = 6; 21,23 + 22,27 %). Los ratones injertados de 22-44
semanas (hasta 10 meses) se usaron para analisis adicionales de la mielodisplasia y los cambios fibréticos. C. El
analisis de la sangre periférica, la médula 6sea y el bazo 16 semanas después del trasplante revelaron la
presencia de células CD45" humanas en los tres tejidos y células eritroides hCD45hCD235" en sangre
periférica. Se muestran los resultados para BM. BM y el bazo estaban poblados por la progenie mieloide de rEC-
HMLP (CD45°CD33") con un niimero pequefio pero facilmente detectable de células CD41a" (megacariocitos).
D. El analisis FACS del cultivo de metilcelulosa revelé que el compartimiento CD45™ contenia células CD235"
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(Glicoforina A) y no Ter119" de ratén lo que sugieren una fuerte diferenciacion eritroide de células CD45 *CD34"
humanas en el ensayo de UFC. E. Andlisis fenotipico de rEC-HMLP injertados in vivo en médula ésea que
muestran una pequefia poblacién de células humanas que estan marcadas fenotipicamente como CD45'Lin’
CD45RACD38 CD90°CD34" y satisfacen la definicion de progenitores multipotentes (MPP). F. Identificacion de la
integracion virica a nivel de una sola colonia. Se usaron células Lin"CD45RA'CD38 CD90°CD34" para un ensayo
de UFC. Catorce dias después del inicio del ensayo de UFC se detectaron 3 agregaciones/colonias celulares
distintas. Se realizaron cuatro reacciones de PCR para cada colonia amplificada usando su ADN genémico como
plantilla. Revelaron la integracion de los cuatro vectores viricos de FGRS usados para la reprogramacion
(imagen inferior; Letras F-FOSB, G-GFI1, R-RUNX1, S-SPI1 muestran productos de PCR especificos para cada
uno de estos factores en la primera colonia.). G. Identificacion de la integracion virica a nivel de una sola célula.
Amplificacién del genoma completo (WGA) de 21 células CD45" humanas aisladas de un ratén hospedador 22
semanas después del trasplante. Las células se clasificaron en una placa de 96 pocillos, con 1 célula por pocillo,
directamente en un tampon de lisis para la WGA basada en Phi29. WGA se sigui6é por una reaccion de PCR con
cebadores especificos para el promotor de CMV y el transgén. Se muestra la cuantificacion del analisis.
Diecinueve células mostraron integracion de los cuatro virus (FGRS). Dos células mostraron integracion de tres
virus: FGS (RUNX1 era indetectable) y GRS (FOSB era indetectable).

Figuras 4A-4F. A. Representacion esquematica in vifro e in vivo de pruebas funcionales de los rEC-HMLP
derivados de hDMEC. Al final de la Fase |, cuatro semanas después de la transduccién de FGRS, los rEC-HMLP
se clasificaron y se sembraron para los ensayos de UFC. Las colonias hematopoyéticas tipicas surgieron en el
ensayo UFC (la barra de escala es de 200 ym); campo ancho (fila superior). Las imagenes del panel inferior
muestran colonias hemoglobinizadas. La tincion de Wright-Giemsa de una citocentrifuga de células obtenidas de
las colonias de ensayo UFC (aumento x60) se muestra en la fila inferior. La grafica en el panel de la derecha
muestra la cuantificacion del ensayo UFC (n = 3). B. Analisis inmunofenotipico de células cultivadas en el ensayo
UFC. El grafico de la derecha muestra la cuantificacion de la expresion del marcador de superficie en las células
del ensayo UFC (n = 3). hD-MEC se diferenciaron en varios linajes, incluyendo progenie celular eritroide CD235",
macréfago CD11b*, monocito CD14", mieloide CD33", endotelial CD144" y dendritico CD83". C. Ratones NSG
inmunodeficientes neonatales de dos semanas de edad se irradiaron sub-letalmente (100 rads) y se
trasplantaron con rEC-HMLP derivados de hDMEC (5x10” células). El andlisis de la sangre periférica de ratones
alas 4, 6 y 12 semanas después del trasplante primario revelé una progenie CD45" humana circulante asi como
su progenie mieloide y eritroide (n = 6). D. El analisis del bazo de ratones a las 14 semanas después del
trasplante primario revel6 la presencia de progenie humana CD45" asi como sus progenies linfoide (CD19" y
CD56") y mieloide (CD11b" y CD41a") (n = 3). Gréafico més a la derecha: primera columna, hCD45" (%) medido
contra el eje y a mano izquierda; siguientes cuatro columnas, logz (% de hCD45") medido contra el eje y a mano
derecha. E. El andlisis de la médula ésea de ratones a las 14 semanas después del trasplante primario revelo la
presencia de células CD45" humanas con pequefias poblaciones tanto de CD45'Lin"CD45RACD38
CD90"CD34" como de y/o CD45'LinCD45RA'CD38°'CD90"CD34" que satisfacen la definicion fenotipica de HSC
humanas y progenitores multipotentes (MPP), respectivamente (n = 3). F. Después de 12 semanas, toda la
médula 6sea de los ratones trasplantados con rEC-HMLP derivados de hDMEC se trasplantaron de forma
secundaria en ratones NSG adultos (6-8 semanas de edad). El andlisis de la sangre periférica de ratones a las 3
y 5 semanas después del trasplante secundario revelé progenie CD45" humana circulante asi como su progenie
mieloide (n = 6). Grafico mas a la derecha: primeras dos columnas, hCD45" (%) medido contra el eje y a mano
izquierda; dltima columna, hCD33" (%) medido contra el eje y a mano derecha.

Figuras 5A-5C. A. El perfil global de transcripcion de genes descubre los genes hematopoyéticos que estan
activados y los genes vasculares que se silencian en CD45" rEC-HLMP, asi como en rEC-HMLP CD45'CD34"
injertados in vivo después de 22 semanas después del trasplante. Ambas poblaciones se comparan con la
expresion génica de HUVEC y células CD34°Lin™ del cordén umbilical. Los datos se presentan como logs (nivel
de transcripcion). B. Comparacion de la expresion de genes prototipicos de pluripotencia en HUVEC, rEC-HLMP
CD45", rEC-HMLP CD45'CD34" después de 22 semanas después del trasplante y células CD34°Lin" con células
madre embrionarias humanas (hESC). Los genes prototipicos de pluripotencia, tales como Oct4, Nanog, Sox2 y
Myc no se regularon positivamente en las células reprogramadas en comparacion con hESC y HUVEC no
diferenciadas, lo que indica que la reprogramaciéon de HUVEC en rEC-HMPL se logro sin la transicion a través de
un estado pluripotente. C. Analisis de ontologia de genes (GO) de los sitios vinculados por SPI1 junto con GFI1 'y
SPI1 por separado. Cada grafico muestra grupos de genes GO que pueden estar implicados en el cambio de la
identidad celular de EC a rEC-HMLP. Los motivos de union al ADN consenso (p<0,01) para los factores de
reprogramacion y posibles candidatos se muestran debajo de cada grafico de grupo. Todos los valores de los
genes regulados positiva o negativamente son |log, (rEC-HMLP/HUVEC)| 22.

Figuras 6A-6B. A. rEC-HMLP se diferencian en células hematopoyéticas CD3*, CD19" y CD14" en ausencia de
expresion exogena de SPI1. Las células reprogramadas se transfirieron a una capa de células estromales de
médula 6sea (OP9) que expresan tipo Delta 4 (OP9-DL4) y se cultivaron en presencia de medios
hematopoyéticos libres de suero (véase Métodos) suplementados con IL-7 (10 ng/ml), IL-11 (10 ng/ml) e IL-2 (5
ng/ml) y ausencia de doxiciclina. B. Los macréfagos diferenciados de rEC-HMLP son capaces de realizar
fagocitosis. Las imagenes muestran grupos de células CD11b’GFP"* firmemente adherentes al plastico con
perlas ingeridas claramente visibles. Columnas de imagenes de izquierda a derecha: Fluorescencia de GFP;
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nucleos de las células tefiidas con DAPI, perlas fluorescentes; Tinciéon con CD11b; Imagen combinada de cuatro
paneles a la izquierda. La barra de escala es de 15 um.

Descripcion detallada de la divulgacion

En el presente documento se proporcionan métodos para reprogramar células endoteliales (EC) en progenitores
multi-linaje hematopoyéticos (HMLP o rEC-HMLP). Los métodos incluyen el cultivo de células EC con un conjunto de
factores de transcripcion (TF), incluyendo FOSB, GFI1, RUNX1 y SPI1 (FGRS) que reprograman eficazmente las EC
tales como las EC de la vena umbilical humana (HUVEC) y las EC microvasculares dérmicas (hDMEC) de humanos
adultos en HMLP.

Los progenitores hematopoyéticos multi-linaje (HMLP), como se hace referencia en el presente documento, son
células que tienen la capacidad o el potencial de generar, o diferenciarse en, multiples tipos de células del linaje
hematopoyético. Los linajes hematopoyéticos y las células diferenciadas abarcadas por estos linajes, son células de
linaje mieloide, que incluyen eritrocitos, monocitos, macréfagos, megacariocitos, mieloblastos, células dendriticas y
granulocitos (basdfilos, neutrdfilos, eosindfilos y mastocitos); y las células del linaje linfoide, que incluyen linfocitos
T/células T, linfocitos B/células B y linfocitos citoliticos naturales. Los HMLP generados por los métodos descritos en
el presente documento tienen la capacidad de generar células hematopoyéticas de linajes mieloides y linfoides,
incluyendo células T, células B, eritrocitos, monocitos, macréfagos, megacariocitos, mieloblastos, células dendriticas
y granulocitos.

Los HMLP como se desvela en el presente documento tienen la capacidad de injertar (establecer residencia) y
proporcionar una repoblacién a largo plazo de células hematopoyéticas después del trasplante en un receptor. Los
HMLP divulgados mantienen su potencial de linajes multiples después del injerto y también son capaces de un
injerto posterior de un receptor a uno o mas receptores adicionales, sin dejar de mantener el potencial multi-linaje. La
capacidad para el injerto a largo plazo (por ejemplo, durante 4 semanas, 8 semanas, 12 semanas, 16 semanas o 20
semanas o0 mas después del trasplante), el mantenimiento del potencial multilinaje y el injerto secundario, son cada
uno altamente deseables en una poblacién celular para la aplicacion en el tratamiento de trastornos
hematopoyéticos.

Los HMLP se pueden definir mediante la expresion de marcadores de superficie celular. Aunque los HMLP
representan una poblacion heterogénea de células, las células se caracterizan en parte por la expresion de CD45
(es decir, las células son CD45+). En una realizacién particular, los HMLP son CD45°CD34". Los HMLP pueden ser
ademas CD90" y/o CD38".

Los HMLP generados de acuerdo con esta invencién no son homogéneos y contienen una mezcla de tipos de
células, mostrando cada tipo de celda distintos marcadores de celda, morfologias distintas y/o distintos niveles de
diferenciacion. En realizaciones especificas, los HMLP contienen al menos una célula progenitora capaz de
diferenciarse en una célula de linaje mieloide y/o linfoide. En una realizacién particular, una poblacion de HMLP
contiene de al menos un 0,01 % a al menos un 0,4 % del niumero total de células en la poblacién, o de al menos 10
células por millon a al menos 250 células por millon en la poblacion, de células progenitoras que expresan los
marcadores CD45'Lin CD45RA'CD38°'CD90°CD34" y/o células progenitoras que expresan los marcadores CD45"Lin”
CD45RACD38'CD90°CD34".

Métodos de Generacion de HMLP

En los métodos desvelados en el presente documento, los HMLP se generan reprogramando las células endoteliales
(EC) para proporcionar HMLP reprogramados derivados de células endoteliales (rEC-HMLP, también denominados
en el presente documento HMLP). Como se usa en el presente documento, "reprogramacion” se refiere a un
proceso genético por el cual las células somaticas diferenciadas se convierten en células des-diferenciadas que
tienen una mayor potencia que las células de las que derivaron. Las EC se reprograman obligando a las células a
expresar factores de transcripcion especificos que alteran el estado de diferenciacién de las células en un tipo de
célula progenitora hematopoyética.

Las células endoteliales que se pueden usar para generar HMLP incluyen EC maduras (por ejemplo, EC neonatales,
fetales y adultas) y células progenitoras endoteliales (EPC). Las fuentes ejemplares de EC incluyen EC
microvasculares dérmicas humanas (HDMEC) de dermis adulta o prepucio neonatal, EC de vena umbilical
humana/sangre de cordén umbilical (HUVEC), EC de la arteria umbilical humana (HUAEC), EC adrticas humanas
(HAOEC), EC de la arteria coronaria humana (HCAEC), EC de la arteria pulmonar humana (HPAEC), EC de vena
safena humana (HSVEC), EC de sangre dérmica humana (HDBEC), EC linfaticas dérmicas humanas (HDLEC), EC
microvasculares de la vejiga humana (HBMEC), EC microvasculares cardiacas humanas (HCMEC), EC
microvasculares pulmonares humanas (HPMEC), EC microvasculares uterinas humanas (HUMEC), EC
microvasculares cerebrales humanas (HBMEC) y EC microvasculares de placenta fetal (HPMEC). Estas células son
positivas al factor de Von Willebrand (VWF), CD31 positivas, CD144 positivas, negativas a alfa-actina del musculo
liso (SMA). Las EC microvasculares fetales se definen ademas como células microvasculares fetales que tienen los
marcadores CD34'CD133"VEGFR2'CD45 (véase, Solder E. et al., Microvasc. Res. 84:65-73 (2012)). Las células
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progenitoras endoteliales incluyen aquellas células progenitoras capaces de diferenciarse en células endoteliales
maduras y caracterizadas por CD34'VEGFR2" y posiblemente también CD133°CD45  (Urbich C. y Dimmeler S.,
Circ. Res. 95:343-353 (2004)). En una realizacion preferida, Las EC son HUVEC o hDMEC.

Las EC usadas en la invencion pueden ser alogénicas (derivadas de un donante que es genéticamente similar, pero
no idéntico, a un receptor que va a recibir células reprogramadas, por ejemplo, de la misma especie), singénicas
(derivadas de un donante que es genéticamente idéntico o estrechamente relacionado, a un receptor que va a recibir
células reprogramadas) o autélogas (el donante y el receptor son el mismo individuo).

Factores de reprogramacion

La expresion (incluyendo la sobreexpresion y la expresion forzada) de los factores de transcripcion (TF) identificados
en el presente documento puede reprogramar EC a HMLP. La expresion de al menos FOSB, GFI1, RUNX1 y SPI1
(estos cuatro factores se denominan colectivamente en el presente documento "FGRS" o "factores de
reprogramacion”), o sus respectivos homologos funcionales o derivados funcionales, se requiere para generar HMLP
desde EC.

El FOSB (homdlogo B del oncogén virico del osteosarcoma murino de Finkel-Biskis-Jinkins) es una proteina de
cremallera de leucina que dimeriza con proteinas de la familia JUN para formar el complejo de factor de transcripcion
AP-1. FOSB también se conoce como AP-1, GOS3, GOS3 o GOSB. FOSB tiene al menos seis isoformas variantes
de corte y empalme. Como ejemplo, la secuencia para una variante FOSB humana especifica, isoforma 1 de FOSB,
se establece en el N.° de registro de GenBank CAG46898.

GFI1 (represor de transcripcion independiente del factor de crecimiento 1) es un miembro de una familia de
proteinas de dedo de cinc que funcionan como represores transcripcionales. Los represores de dedos de zinc de la
familia GFl forman complejos heterotriméricos como EHMT2-GFI1-HDAC1, AJUBA-GFI1-HDAC1 y RCOR-GFI-
KDM1A-HDAC que reprimen mediante el reclutamiento de la histona desacetilasa una serie de genes responsables
de la especificacion del desarrollo de células sanguineas de mdltiples linajes. GFI1 también se conoce como SCN2,
GFI-1, GFI1A y ZNF163. Hay al menos cuatro isoformas de variante de empalme conocidas de GFI1. Como ejemplo,
la secuencia para una variante de GFI1 humana especifica, isoforma 1, se establece en el N.° de registro de
GenBank AAH32751.

RUNX1 (Factor de transcripcion relacionado con Runt 1) es la subunidad alfa del factor de unién al nucleo (CBF), un
factor de transcripcion heterodimérico que se une al elemento central de muchos potenciadores y promotores. La
familia RUNX comprende una serie de TF de unién a CBF, tales como RUNX2, RUNX3, CBFB, CEBP/Z, NFY/B,
NFA/A, NFY/C y RBPJ. Hay al menos tres isoformas variantes de corte y empalme de RUNX1. RUNX1 también se
conoce como AML1, AML1-EVI-1, AMLCR1, CBFA2, EVI-1 y PEBP2aB. Como ejemplo, la secuencia para una
variante RUNX1 humana especifica, isoforma 1, se establece en el N.° de registro de GenBank AAI36381.

SPI1 (oncogén de integracion provirica del virus de formacion de foco de bazo (SFFV)) es un factor de transcripcion
del dominio ETS. SPI1 pertenece a una familia de factores de transcripcién con codificacion de dominio ETS que
incluye SPIB, ETV6, ETS1, ETV2 y ERG. Hay al menos tres variantes de corte y empalme de SPI1. SPI1 también se
conoce como hCG_25181, OF, PU.1, SFPI1, SPI-1, y SPI-A. Como ejemplo, la secuencia para una variante SPI1
humana especifica, isoforma 1, se establece en el N.° de registro de GenBank EAW67924.

Los derivados funcionales y los homologos de los factores de transcripcion a los que se hace referencia
especificamente en el presente documento se contemplan adicionalmente para su uso en los métodos desvelados.
Como se usa en el presente documento, un "derivado funcional" es una molécula que posee la capacidad de realizar
la funcion biolégica de un TF desvelado en el presente documento, es decir, una molécula que es capaz de sustituir
funcionalmente el TF divulgado, por ejemplo, en la reprogramaciéon de EC a HMLP. Los derivados funcionales
incluyen fragmentos, partes, porciones, equivalentes, analogos, mutantes, miméticos de fuentes naturales, sintéticas
o recombinantes incluyendo proteinas de fusion. Los derivados pueden ser derivados de insercién, eliminacion o
sustituciéon de aminoacidos. Los derivados de insercién de aminoacidos incluyen fusiones terminales amino y/o
carboxilicas, asi como inserciones de secuencia intrinseca de aminoacidos sencillos o mdltiples. Las variantes de la
secuencia de aminoacidos de insercién son aquellas en las que uno o mas residuos de aminoacidos se introducen
en un sitio predeterminado en la proteina aunque también es posible la insercién aleatoria con una seleccion
adecuada del producto resultante. Las variantes de eliminacién se caracterizan por la eliminaciéon de uno o mas
aminoacidos de la secuencia. Las variantes de aminoacidos de sustitucion son aquellas en las que se ha retirado al
menos un residuo de la secuencia y se ha insertado un residuo diferente en su lugar. Las adiciones a las secuencias
de aminoacidos incluyen fusiones con otros péptidos, polipéptidos o proteinas.

Una variante de una molécula pretende referirse a una molécula sustancialmente similar en estructura y funcioén a la
molécula completa, o a un fragmento de la misma. Por consiguiente, como el término variante se usa en el presente
documento, dos moléculas son variantes entre si si poseen una actividad similar incluso si la estructura de una de
las moléculas no se encuentra en la otra, o si la secuencia de residuos de aminoacidos no es idéntica. El término
variante incluye, por ejemplo, variantes de corte y empalme o isoformas de un gen. Debe entenderse que los
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equivalentes incluyen una referencia a moléculas que pueden actuar como un andlogo o agonista funcional. Los
equivalentes pueden no necesariamente derivar de la molécula en cuestiéon, pero pueden compartir ciertas
similitudes conformacionales. Los equivalentes también incluyen miméticos de péptidos.

Un "homodlogo" es una proteina relacionada con una segunda proteina por el descenso de una secuencia de ADN
ancestral comun. Un miembro de la misma familia de proteinas (por ejemplo, la familia FOS, la familia GFI, la familia
SPI o la familia RUNX) puede ser un homdlogo. Un "homdlogo funcional® es una proteina relacionada o un
fragmento de la misma que es capaz de realizar la actividad bioldgica del gen deseado, es decir, es capaz de
sustituir funcionalmente el TF divulgado en la reprogramacion de EC a HMLP. Los homodlogos y homodlogos
funcionales contemplados en el presente documento incluyen, pero no se limita a, proteinas derivadas de diferentes
especies.

Un derivado funcional u homélogo puede tener un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 95 % o mas de identidad de
secuencia de aminoacidos con una secuencia de aminoacidos FOSB, GFI1, RUNX1 o SPI1 conocidas, o un 75 %,
un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 95 % o mas de identidad de secuencia de aminoacidos con un miembro de la familia
FOSB, GFI1, RUNX1 o SPI1 o variante de los mismos. Un derivado funcional u homélogo de FOSB puede tener, por
ejemplo, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 95 % o mas de identidad de secuencia de aminoacidos con el N.°
de registro de GenBank CAG46898. Un derivado u homadlogo funcional de GFI1 puede tener, por ejemplo, un 75 %,
un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 95 % o mas de identidad de secuencia de aminoacidos con el N.° de registro de
GenBank AAH32751. Un derivado funcional u homélogo de RUNX1 puede tener, por ejemplo, un 75 %, un 80 %, un
85 %, un 90 %, un 95 % o mas de identidad de secuencia de aminoacidos con el N.° de registro de GenBank
AAI36381. Un derivado funcional u homologo de SPI1 puede tener, por ejemplo, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90
%, un 95 % o mas de identidad de secuencia de aminoacidos con el N.° de registro de GenBank EAW67924.

Se pueden usar otros TF ademas de los factores de reprogramacion de FGRS. Por ejemplo, se puede usar uno o
mas de los siguientes TF ademas de FGRS: ZPF36 (proteina de dedo de cinc tristetraprolina), FOS (homélogo del
oncogén virico de osteosarcoma murino FBJ), JUNB (proto-oncogén jun B), GMFG (factor de maduracion de la glia,
gamma), KLF2 (factor 2 similar a Kruppel), NFE2 (factor nuclear, eritroide 2), KLF1 (factor 1 similar a Kruppel), KLF4
(factor 4 similar a Kruppel), LYL1 (secuencia derivada de leucemia linfoblastica 1), LMO2 (solo dominio LIM 2), TALI
(leucemia linfocitica aguda de células T 1), GATA1 (proteina de union a GATA 1), IKZF1 (dedo de cinc de la familia
IKAROS 1), GFI1B (represor de transcripcion 1B independiente del factor de crecimiento), VAV2 (factor de
intercambio de nucledtidos de guanina vav 2), MEIS1 (Meis homeobox 1), MYB (homdélogo del oncogén virico de la
mieloblastosis aviar v-myb), MLLT3 (leucemia mieloide/linfoide o de linaje mixto (homdlogo a tritérax, Drosophila);
translocado a, 3), HLF (factor de leucemia hepatica), BEX1 (expresado en cerebro, ligado a X 1), BEX2 (expresado
en cerebro, ligado a X 2) y/o PBX1 (homeobox 1 de la leucemia de células pre-B) o derivados funcionales u
homologos de cualquiera de estos TF.

Vectores para expresion de factores de reprogramacion

La expresion de los factores de reprogramacion FGRS se efectia mediante la introduccion de acidos nucleicos
exogenos en una EC para dirigir la expresion de los factores deseados en la EC. Cada factor de reprogramacion
puede introducirse en la EC como un transgen polinucleotidico dentro de un vector que codifica el factor de
reprogramacion operativamente unido a un promotor heterélogo que puede dirigir la expresion del polinucledtido en
la EC.

Hay disponibles muchos vectores Uutiles para transferir genes exdgenos a células de mamiferos diana. Los vectores
pueden ser episémicos, por ejemplo, plasmidos o vectores derivados de virus tales como el vector de
citomegalovirus, vector adenovirico, vector virico adenoasociado (AAV), etc., o los vectores pueden ser integradores,
por ejemplo, integrando el gen de reprogramacion en el genoma de la célula diana, por recombinacion homologa o
integracion aleatoria, por ejemplo, vectores derivados de retrovirus tales como MMLYV (Virus de la Leucemia Murina
de Moloney), VIH-1, ALV (virus de la leucosis aviar) o vectores lentiviricos. En una realizacion especifica, el vector
es un vector lentivirico.

En una realizaciéon, un vector para expresar el factor de reprogramacion comprende un promotor unido
operativamente al gen del factor de reprogramacion. La frase "unido operativamente" o "bajo control transcripcional”
como se usa en el presente documento significa que el promotor esta en la ubicacién y orientacion correctas en
relacion con un polinucleétido para controlar el inicio de la transcripcion por la ARN polimerasa y la expresion del
polinucleétido. Varios promotores son adecuados para su uso en los vectores para expresar el factor de
reprogramacion, incluyendo, pero no limitado a, promotor de ARN pol I, promotor de ARN pol Il, promotor de ARN
pol Il y promotor de citomegalovirus (CMV). Otros promotores Utiles son discernibles para un experto en la materia.
En algunas realizaciones, el promotor es un promotor inducible que permite controlar cuando se expresa el factor de
reprogramacion. Los ejemplos adecuados de promotores inducibles incluyen promotores regulados por tetraciclina
(tet on o tet off) y promotores regulados por esteroides derivados de receptores de glucocorticoides o estrogenos. La
expresion constitutiva de TF se puede lograr usando, por ejemplo, vectores de expresion con un promotor de CMV,
CAG (promotor de beta-actina de pollo con potenciador de CMV) o PGK (fosfoglicerato quinasa 1). La expresion
inducible de TF se puede lograr usando, por ejemplo, un promotor sensible a la tetraciclina, tal como el promotor
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inducible TRE3GV (elemento de respuesta a Tet de 3a generacién) (Clontech Laboratories, Mountain View, CA).
Como alternativa, el promotor unido operativamente al transgén puede ser un promotor que se activa en tipos de
células especificos y/o en puntos particulares del desarrollo.

Dependiendo del promotor usado, la expresién de uno cualquiera, o todos, los factores de reprogramacion de FGRS
pueden ser constitutivos (expresion continua del factor) o inducibles (capaces de activarse y desactivarse). La
expresion también puede ser transitoria, es decir, expresion temporal del gen de reprogramacion de interés en EC a
lo largo de un periodo de tiempo limitado. La expresion transitoria se puede lograr mediante el uso de un vector no
integrador, donde el vector se pierde de la célula o de la poblacion celular a lo largo del tiempo, o mediante el uso de
un promotor inducible en un vector integrador o no integrador que puede manipularse para detener la expresion del
gen de reprogramacion después de un periodo de tiempo. En una realizacion especifica, la expresion transitoria de
uno o mas de los factores de reprogramacion de FGRS se emplea para generar la expresion durante no mas de tres
dias, no mas de cinco dias, no mas de 10 dias o no mas de una, dos o tres semanas.

Los vectores adecuados pueden contener marcadores para identificar y/o seleccionar células transformadas. Los
ejemplos de marcadores seleccionables incluyen marcadores visuales como la proteina verde fluorescente (GFP), la
proteina fluorescente roja (RFP) o la fluoresceina; marcadores de epitopo tales como His, c-myc, GST, Bandera, o
etiquetas de alta disponibilidad; marcadores enzimaticos/nutricionales tales como DHFR (dihidrofolato reductasa); o
marcadores de resistencia a los antibioticos tales como la neomicina, puromicina, blasticidina o higromicina.

Transformacion de células endoteliales con factores de reprogramacion

Se puede utilizar cualquier medio adecuado para transfectar o transducir células endoteliales con factores de
reprogramacion. Para diversas técnicas de transformacion o transfeccion de células de mamiferos, véase Keown et
al., 1990, Methods Enzymol., 185: 527-37; Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Tercera
edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, N.Y. Vectores que llevan FOSB, GFI1, RUNX1 y SPI1 pueden
transfectarse en células usando métodos convencionales conocidos en la técnica, incluyendo, pero no limitado a,
transfeccion mediada por liposomas, transfecciéon mediada por polibreno, transfeccion mediada por DEAE dextrano,
electroporacion, precipitacion con fosfato de calcio, microinyeccion o bombardeo de microparticulas. De forma
similar, FOSB, GFI1, RUNX1 y SPI1 se pueden administrar a las células endoteliales utilizando un sistema de
administracion virico tal como el lentivirus, adenovirus, retrovirus, virus adenoasociados o sistema de administracion
de herpesvirus. En una realizacion preferida, las EC se transfectan por uno, dos, tres o cuatro vectores lentiviricos
que dirigen la expresion de FOSB, GFI1, RUNX1 y SPI1.

Las EC que expresan uno, dos, tres o los cuatro factores de reprogramacion de FGRS pueden enriquecerse en la
poblacion seleccionando las células que expresan marcadores indicativos de células transformadas. Por ejemplo,
cada factor de reprogramacion se puede colocar en un vector separado con un marcador de seleccion distinto (por
ejemplo, los vectores pueden proporcionar resistencia a diferentes antibidticos, diferentes marcadores visuales y/o
diferentes marcadores nutricionales). Por seleccion para cada marcador que representa la transformacion con los
diferentes vectores, la poblacion de EC transformada con los cuatro factores puede aumentarse. En un ejemplo
especifico, vectores distintos, codificando cada vector un factor de reprogramacion diferente, estan marcados por la
resistencia a los antibitticos o la proteina verde fluorescente (GFP), respectivamente.

Condiciones de cultivo para la reprogramacion de EC

Las EC transformadas con FGRS se cultivan preferentemente con suero minimo o sin suero en los medios de cultivo
(medios "sin suero"). Los inventores han descubierto que la presencia de suero en los medios reduce la produccion
de HMLP. Las EC transformadas se pueden cultivar en medios sin suero adecuados para el cultivo y la expansién de
células hematopoyéticas. Tales medios pueden basarse, por ejemplo, en el Medio de Dulbecco Modificado de Iscove
(IMDM) u otros medios de cultivo adecuados, y puede incluir suplementos tales como la albumina sérica bovina
convencional, insulina, 2-mercaptoetanol y/o transferrina (por ejemplo, STEMSPAN SFEM, Stemcell Technologies,
Vancouver, Canada). Los suplementos adicionales pueden incluir un suplemento de reemplazo de suero con una
formulacién definida para el crecimiento de células indiferenciadas, por ejemplo, Reemplazo de suero KNOCKOUT
(GIBCO). Las EC se pueden cultivar durante tres dias, cinco dias, diez dias, doce dias, una semana, dos semanas,
o tres semanas o mas, para reprogramar las EC en HMLP.

Los suplementos de medios adicionales para lograr la reprogramacion de EC pueden incluir factores de crecimiento
y/o citocinas, tales como 2-8 ng/ml de bFGF, 5-15 ng/ml de EGF, 15-25 ng/ml de SCF, 15-25 ng/ml de FLT3, 15-25
ng/ml de TPO, 15-25 ng/ml de IGF-1, 5-15 ng/ml de IGF-2, 5-15 ng/ml de IL-3 y/o 5-15 ng/ml de IL-6. En un ejemplo
preferido, el medio de cultivo incluye 2-8 ng/ml de bFGF, 5-15 ng/ml de EGF, 15-25 ng/ml de SCF, 15-25 ng/ml de
FLT3, 15-25 ng/ml de TPO y 5-15 ng/ml de IL-6.

Células alimentadoras endoteliales

Las EC que expresan al menos los factores FGRS se cultivan con células alimentadoras endoteliales. Estas células
alimentadoras proporcionan un entorno de nicho similar a AGM (aorta-génada-mesonefros) que se asemeja al
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entorno fisiolégico en el que se produce la programacion de EC. Preferentemente, las células alimentadoras
endoteliales se hacen crecer para formar una monocapa confluente en el fondo del recipiente de cultivo de tejidos y
después el recipiente de cultivo se siembra con EC transformadas. Cualquier célula endotelial se puede utilizar como
una célula alimentadora, tales como EC maduras (por ejemplo, EC neonatales, fetales y adultas) y células
progenitoras endoteliales (EPC). Las fuentes ejemplares de EC incluyen EC microvasculares dérmicas humanas
(HDMEC) de dermis adulta o prepucio neonatal, EC de la vena umbilical/sangre de cordén umbilical (HUVEC) y EC
microvasculares de la placenta fetal (RPMEC). En una realizacién preferida, las HUVEC se utilizan como células
alimentadoras endoteliales.

Las células alimentadoras son preferentemente capaces de crecer y sobrevivir en un entorno libre de suero para
permitir el cultivo con EC en medios libres de suero. Muchos tipos de células endoteliales no pueden mantenerse en
cultivo en ausencia de suero. La modificacion de las células endoteliales para permitir la supervivencia y la
proliferacién para su uso como células alimentadoras en un cultivo sin suero puede superar esta barrera en las
células endoteliales que de otro modo requeririan suero.

Las células endoteliales pueden modificarse, por ejemplo, por transformacién de células con genes que impulsan el
crecimiento y la proliferacion en ausencia de suero. Los ejemplos de genes que soportan la supervivencia de células
endoteliales en cultivo sin suero incluyen el gen Akt (proteina quinasa B o PKB) y el gen E4AORF1 de adenovirus. En
una realizacion especifica, Las HUVEC se transforman para expresar un gen seleccionado de Akt o el gen E4ORF1
de adenovirus. La transformacion de HUVEC con E4ORF1 se describe en la Patente de EE.UU. N.° 8.465.732, los
contenidos de la cual se incorporan en el presente documento por referencia. La transformaciéon de HUVEC con Akt
se desvela, por ejemplo, en Fujio y Walsh, J. Biol. Chem. 274:16349-16354 (1999), los contenidos del cual se
incorporan en el presente documento por referencia.

Se puede usar cualquier medio adecuado para transfectar o transducir células endoteliales con genes que
promuevan la supervivencia y la proliferacion en un ambiente libre de suero. Por ejemplo, el gen E4AORF1 o Akt se
puede transfectar en células usando métodos convencionales conocidos en la técnica, incluyendo, pero no limitado
a, transfeccién mediada por liposomas, transfeccion mediada por polibreno, transfeccion mediada por DEAE
dextrano, electroporacion, precipitacion con fosfato de calcio, microinyeccion o bombardeo de microparticulas. De
forma similar, el gen EAORF1 o Akt puede administrarse a las células endoteliales utilizando un sistema de
administracion virica tales como el lentivirus, adenovirus, retrovirus, virus adenoasociados o sistema de
administracion de herpesvirus. En una realizacion, el gen EAORF1 o Akt se administra a las células endoteliales
utilizando un sistema de administracion de genes lentiviricos.

Las células alimentadoras se pueden cultivar en medios de crecimiento endoteliales (por ejemplo, Medio 199,
Thermo Scientific: n.° FB-01), con 10-30 % de suero bovino fetal (Omega Scientific), suplemento de células
endoteliales de 15-25 pg/ml (disponible, por ejemplo, de Biomedical Technologies: n.° BT-203), 0,5-2X Pen/Strep y
15-25 unidades/ml de heparina (por ejemplo, Sigma: n.° H3149-100KU). Las células alimentadoras pueden
colocarse en una capa sobre la superficie de un recipiente de cultivo y, preferentemente una vez que se establece
una capa confluente de células alimentadoras en el recipiente de cultivo, el medio de crecimiento endotelial se
reemplaza por medio sin suero y las EC que expresan factores de reprogramacion pueden colocarse en la parte
superior de la capa de alimentacion.

Por ejemplo, las HUVEC maduras (o0 hDMEC) pueden transducirse con los factores de reprogramacion de FGRS y
después, 2-3 dias después, se lavaron y se volvieron a colocar en las monocapas establecidas de los alimentadores
E4-HUVEC. La transduccion de 5x10* EC maduras puede generar multiples colonias distintas de HMLP durante el
co-cultivo sin suero con E4-HUVEC.

Aislamiento de HMLP del cultivo

Los HMLP se pueden aislar del cultivo para su uso posterior. En una realizacion, los HMLP se aislan aislando
células CD45". En otra realizacion, los HMLP se aislan aislando células CD45°'CD34". Los HMLP pueden aislarse,
por ejemplo, por clasificacién celular y separacion de células CD45" de un co-cultivo de HMLP con células
alimentadoras endoteliales (que son CD45-).

Los HMLP pueden aislarse del cultivo como una poblacion heterogénea/mixta (por ejemplo, una poblacién de células
en las que diferentes células de la poblacién expresan marcadores distintos ademas de la expresion de CD45" o
CD45'CD34") o como una poblacién relativamente homogénea/sustancialmente pura (por ejemplo, una poblacion de
células donde hay mas del 50 %, mas del 60 %, mas del 70 %, mas del 75 %, mas del 80 %, mas del 85 %, mas del
90 %, mas del 95 % o mas del 98 % de las células expresan un conjunto comun de marcadores ademas de la
expresion de CD45" o0 CD45'CD34").

Composiciones farmacéuticas y métodos de tratamiento

Esta divulgaciéon proporciona ademas composiciones farmacéuticas de HMLP generados por EC con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Dicha composiciéon farmacéutica puede contener ademas de las células una matriz
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fisiolégicamente aceptable o un vehiculo fisioldgicamente aceptable. El tipo de matriz y/o vehiculo dependera, entre
otras cosas, de la ruta de administracion prevista. Las matrices y/o vehiculos adecuados son conocidos en la
técnica. Tales composiciones pueden congelarse y almacenarse, por ejemplo, en nitrégeno liquido, utilizando
métodos establecidos para almacenar células madre o células de la sangre del cordon umbilical. En un ejemplo
preferido, se proporcionan composiciones farmacéuticas para infusiéon intravenosa en un paciente.

Ademas, se proporcionan métodos de tratamiento que utilizan los HMLP generados por EC y las composiciones
farmacéuticas desveladas en el presente documento. Los HMLP proporcionados en el presente documento son
adecuados para reconstituir células hematopoyéticas en un sujeto o para proporcionar poblaciones de células
enriquecidas en los tipos de células hematopoyéticas deseadas. Los HMLP de la presente invencion se pueden usar
para reconstituir el abanico completo de células hematopoyéticas en un sujeto inmunocomprometido siguiendo
terapias tales como, pero no limitado a, tratamiento de radioterapia y quimioterapia. La administracion de los HMLP
divulgados, tales como por infusién o trasplante en un sujeto, puede aumentar o reemplazar las células madre o
progenitoras del higado, de pancreas, de rifidén, de pulmén, del sistema nervioso, del sistema muscular, de huesos,
de médula ésea, de timo o de bazo. Los trasplantes de HMLP pueden ser autdlogos o alogénicos, incluyendo
trasplantes hematopoyéticos de tipo HLA coincidentes y no coincidentes. Se aprecia que puede ser necesario tratar
al hospedador para reducir el rechazo inmunoldgico de las células del donante.

El sujeto o individuo puede ser cualquier animal que necesite terapia basada en células. En algunas realizaciones, el
individuo es un mamifero. Los mamiferos incluyen, pero no se limitan a, seres humanos, primates no humanos,
ratones, vacas, caballos, perros, gatos y similares. En una realizacion preferida, el mamifero es un ser humano.

Con respecto a la administracion de las células expandidas proporcionadas en el presente documento a un paciente,
una cantidad eficaz de células expandidas puede variar desde unos pocos cientos o menos hasta varios millones o
mas. Se apreciara que el numero de células expandidas a administrar variara dependiendo de los aspectos
especificos del trastorno a tratar, Incluyendo pero no limitado a tamafio o volumen total a tratar, asi como las
necesidades y condiciones del receptor, entre otros factores familiares al profesional médico. En algunas
realizaciones, se administran o trasplantan entre 10° y 10" células por 100 kg de persona al sujeto o individuo. Los
métodos de administracion o trasplante son bien conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, infusion. Las
células expandidas proporcionadas en el presente documento pueden administrarse, por ejemplo, por infusion
intravenosa.

En una realizacién, los HMLP se usan para aumentar o reemplazar las células de la médula ésea en el trasplante de
médula ésea. Los trasplantes de médula 6sea autéloga y alogénica humana se utilizan actualmente como terapias
para enfermedades tales como leucemia, linfoma y otros trastornos que amenazan la vida. El inconveniente de estos
procedimientos, sin embargo, es que se debe extraer una gran cantidad de médula 6sea del donante para asegurar
que haya suficientes células para el injerto. La presente invencion reduce o elimina la necesidad de una gran
donacion de médula 6sea, sustituyendo o suplementando una donacién de médula 6sea con HMLP generados por
EC para infusién o trasplante en un receptor.

En algunas realizaciones, se proporciona una sola administracion de células. En otras realizaciones, se usan
multiples administraciones. Pueden proporcionarse multiples administraciones durante periodos de tiempo periédicos
tales como un régimen de tratamiento inicial de 3 a 7 dias consecutivos y después repetirse en otros momentos.

Ejemplos

Cultivo celular. Las células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) se obtuvieron como se describe en
Goldberg, A. D. et al., (Cell) 140:678-691 (2010). Las HUVEC se cultivaron en medios de crecimiento endotelial
(EM): Medio 199 (Thermo Scientific: n.° FB-01), 20 % de suero bovino fetal (Omega Scientific), suplemento de
células endoteliales de 20 ug/ml (Biomedical Technologies: n.° BT-203), IX Pen/Strep y 20 unidades/ml de heparina
(Sigma: n.° H3149-100KU). Las células endoteliales microvasculares dérmicas humanas primarias adultas (hDMEC)
se adquirieron en ScienCell Research Laboratories (n.° de cat 2020). Se hicieron medios hematopoyéticos sin suero
de StemSpan SFEM (Stemcell Technologies), 10 % de reemplazo de suero KnockOut (Invitrogen), 5 ng/ml de bFGF,
10 ng/ml de EGF, 20 ng/ml de SCF, 20 ng/ml de FLT3, 20 ng/ml de TPO, 20 ng/ml de IGF-1, 10 ng/ml de IGF-2, 10
ng/ml de IL-3, 10 ng/ml de IL-6 (todos de Invitrogen, eBioscience o Peprotech).

Purificacién de progenitores de sangre de cordéon humano. La sangre del cordon umbilical humano se obtuvo bajo el
protocolo IRB "Diferenciacion especifica de etapa de células madre hematopoyéticas en tejido hemangiogénico
funcional" (Weill Cornell Medical College IRB n.° 09060010445). Las células mononucleares de sangre de cordon se
purificaron por gradiente de densidad utilizando Ficoll-Paque (GE) y se enriquecieron para progenitores CD34"
utilizando separacion magnética utilizando microperlas anti-CD34 (Miltenyi). La purificacion adicional se logro
mediante la seleccién negativa de Lin" células que utilizan el kit de enriquecimiento de células progenitoras humanas
(StemCell Technologies). El ARN se extrajo de células LinCD34°CD45" aisladas mediante FACS usando el kit de
aislamiento de ARN Arcturus PicoPure (Applied Biosystems; este kit se us6 para todos los procedimientos de
extraccion de ARN).

11



10

15

ES 2733909 T3

Citometria de flujo. El analisis de citometria de flujo se realizé en un Becton Dickenson LSRII SORP vy la clasificacion
de células activadas por fluorescencia (FACS) se realizé en un Aria Il SORP. Los anticuerpos usados se produjeron
contra CD45, CD34, CD14, CD31, CD43, CD90, CD41a, CD33, CD19, CD3, CD4, CD8, CD235, CD45RA, CD83,
CD11b, CD38, Coctel LIN, CD117, CD133, CD144 humanos (BD Pharmingen, eBioscience) o CD45 de raton
(eBioscience). Los ajustes de voltaje y la compensacion se realizaron con CompBeads (BD Pharmingen) y la
seleccion se realizo en los controles de fluoréforo menos uno (FMO) y los controles sin tefir.

Identificacion de factores de transcripcién que se expresan diferencialmente entre células endoteliales y células
progenitoras _hematopoyéticas. Para identificar las condiciones que son esenciales para la especificacion
hematopoyética, los presentes inventores realizaron la secuenciacion de ARN en HUVEC recién aisladas y
progenitores hematopoyéticos de sangre de cordén humano LinCD34" para identificar TF expresados
diferencialmente. Se identificaron 26 TF expresados diferencialmente (Tabla 1).

Tabla 1. Factores de transcripcion (TF) que se expresan diferencialmente entre HUVEC y células progenitoras
hematopoyéticas de sangre de cordén humano (CB) LinCD34".

TF HUVEC CD34’Lin (CB)

ZFP36 4,81 12,4
FOS 3,82 12,36
JUNB 6,26 12,17
GMFG 5,33 10,3
KLF2 7.7 10,28
FOSB 1,51 10,28
NFE2 0 9,45
KLF1 0 9,29
KLF4 0 9,22
LYL1 8,55 9,03
LMO2 7,24 8,87
TAL1 6,2 8,31
GATA1 0 8,18
SPI1 0 8,04
IKZF1 0 7,83
GFI1B 0 7.7
VAV1 0 7,67
MEIS1 3,23 6,75
MYB 0,23 6,47
MLLT3 4,21 6,4
RUNX1 0,21 6,23
GFI1 0 5,54
HLF 0 4,67
BEX1 2,52 4,47
PBX1 4,24 4,88
BEX2 0,03 3,95

Vectores lentiviricos. Los factores de transcripcion candidatos se subclonaron en cualquiera de los lentivectores
pLVX-IRES-Zs Green1 (Clontech), lentivector pLOC (OpenBiosystems) o lentivector LV105 (Genecopoeia). Las
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particulas lentiviricas se empaquetaron como se describe en Sandler, V. M. et al., PLoS One 6:18265 (2011). En
resumen, células de rifién embrionario humano 293FT (HEK293FT) se co-transfectaron con un lentivector y dos
plasmidos auxiliares, psPAX2 y pMD2.G (Trono Lab a través de Addgene), en una proporcién molar igual. El
sobrenadante se recogi6é 48-52 horas después de la transfeccion, se filtrd y se concentré usando un concentrador
Lenti-X (Clontech). Los titulos viricos se determinaron en experimentos de dilucién limitante usando HUVEC como
células diana. Los presentes inventores usaron el nimero de células GFP' o el niimero de colonias formadas en
presencia de antibiéticos de seleccion (puromicina) como una lectura del niumero de particulas viricas infecciosas
por volumen. Los presentes inventores usaron MOI 5-10 para la infecciéon de HUVEC o células hES derivadas de EC
y 10-25 para la infeccién de fibroblastos.

Las HUVEC vy los HEF (fibroblastos embrionarios humanos) se transdujeron con lentivirus que expresan SPI1 y se
expandieron en presencia de puromicina (0,5 a 1 pyg/ml) durante 10-14 dias para obtener un numero suficiente de
células. Los cuatro lentivirus que expresaban FGRS se re-suspendieron en medios de cultivo de células endoteliales
y se aplicaron a las células alimentadoras. 12-24 horas mas tarde las EC transducidas se suministraron con medios
de cultivo de EC adicionales. 2-3 dias después, las EC transducidas después de la transduccion se volvieron a
colocar encima de las células alimentadoras.

Se examinaron varias combinaciones de los 26 TF identificados para identificar aquellos capaces de reprogramar
HUVEC en células hematopoyéticas. Para eliminar la contaminacion potencial de los cultivos de HUVEC iniciales
con células hematopoyeéticas, los presentes inventores clasificaron HUVEC recién aisladas para obtener EC CD45
CD133¢cKitCD31" maduras (Figura 1A). En ausencia de TF expresados exdégenamente, estas HUVEC nunca dan
lugar a células hematopoyéticas CD45". Por lo tanto, los presentes inventores usaron la emergencia de células
CD34CD45" como la lectura inicial para identificar las células que adquirieron potencial hematoldgico. Los vectores
lentiviricos que expresan los TF identificados con un marcador de proteina fluorescente verde (GFP) o un gen
resistente a la puromicina se usaron para transducir HUVEC (Figura 1A). Las HUVEC transducidas se propagaron
después sin suero en presencia de citocinas hematopoyéticas (TPO, KITL, FLT3L; véase Métodos).
Aproximadamente 2 semanas después de la transduccion, los cultivos de HUVEC revelaron la emergencia de
células GFP'CD45" redondas (Figura 1B) y comenzaron a emerger colonias redondeadas tipo uva de células
GFP*CD45" a partir de la monocapa endotelial (Figura 1A, Dia 12-16).

Identificacion de los factores de transcripcion necesarios para la reprogramacion de EC. Las HUVEC se
transformaron con 25 TF a la vez, careciendo cada transformacién de un TF diferente como se identifica en la Tabla
1. Este "abandono uno por uno" sistematico de los TF candidatos demostrd que la reprogramacion hematopoyética
requeria la expresion forzada de FOSB, GFI1, RUNX1 y SPI1 (esta combinacion denominada "FGRS") (Figura 1D, n
= 3). Los otros TF candidatos no fueron requeridos. Los presentes inventores descubrieron que los TF FGRS solos
fueron suficientes para la generacion de colonias de tipo hematopoyético (Figura 1E, n = 3). La retirada de uno
cualquiera de los factores FGRS no elimind completamente la formaciéon de agrupaciones de tipo hematopoyético,
pero redujo significativamente el nimero de agrupaciones (p <0,05) y las células de tipo hematopoyético emergentes
no se dividieron activamente.

Disefio de una capa de alimentacidn para mejorar y mantener el crecimiento de las EC transducidas con FGRS. Las
EC y las HSPC se desarrollan en la region aorta-génada-mesonefros (AGM). Debido a que las HSC primitivas
requieren un nicho adecuado para la expansion en el feto en desarrollo, las células alimentadoras de nichos
vasculares pueden mejorar la supervivencia y sostener la especificacion de las células de tipo hematopoyético
emergentes. Para probar esta hipétesis, los presentes inventores usaron un modelo in vitro del nicho vascular para
permitir el cultivo libre de suero y factor de crecimiento de HUVEC mediante la expresién del gen EAORF1 del
complejo E4 de adenovirus (E4-HUVEC), segun lo descrito por Butler, J. M. et al., (Blood) 120:1344-1347 (2012). El
presente grupo y otros han demostrado que las E4-HUVEC mantienen su soporte de nicho para células
hematopoyéticas primitivas, HSPC cKit'Lin"'Sca1"CD34 FIt3" de ratén y Lin CD45RA'CD38°CD34"'CD49f" de humano,
que son capaces de injertar receptores primarios y secundarios letalmente irradiados.

Usando este sistema de co-cultivo de nicho vascular, los presentes inventores idearon una plataforma libre de
xenobidticos en la que las HUVEC (o hDMEC) maduras se transdujeron con los factores de reprogramacion de
FGRS y después, 2-3 dias después, se lavaron y se volvieron a colocar en las monocapas establecidas de los
alimentadores E4-HUVEC. La transduccion de 5x10* HUVEC maduras produjo 32,3 + 10,5 (n = 8) colonias distintas
durante el cocultivo sin suero con E4-HUVEC pero no se observaron colonias si se afiadié suero. Las HUVEC
indiferenciadas no eran adecuadas como nicho vascular porque no podian sobrevivir en un cultivo sin suero durante
mas de 1-2 semanas, previniendo que los FGRSEC se beneficien del soporte de nicho vascular durante la
reprogramacion. De hecho, las colonias de tipo hematopoyético GFP* emergentes de co-cultivos con HUVEC
indiferenciadas (3,4 + 3,2 colonias por 5X10* HUVEC transducidas; n = 5) no fueron mas comunes que el
crecimiento a partir de FGRS-EC en ausencia de células alimentadoras.

Los E4-HUVEC proporcionan un entorno necesario para el cultivo de los FGRS-EC. El co-cultivo de EC transducidas
con FGRS (FGRS-EC) con E4-HUVEC aumento6 significativamente el rendimiento y la persistencia de las colonias
de tipo hematopoyético que finalmente manifestaron caracteristicas morfolégicas y moleculares de rEC-HMLP. Por
consiguiente, la generacion eficiente de células hematopoyéticas a partir de FGRS-EC requirid sefiales de apoyo a
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largo plazo de EC con funcién de tipo nicho.

Por estas razones, los presentes inventores usaron la plataforma de alimentacién de nicho vascular E4-HUVEC para
una mayor caracterizacion de la reprogramacion hematopoyética de EC transducidas con FGRS. La transduccién de
5x10* EC durante 2 dias y el posterior co-cultivo con E4-HUVEC durante 3 semanas, dio lugar a la emergencia de
32,3 £ 10,5 (n = 8) colonias distintas (Figura 1C). Estos datos sugieren que las células vasculares de soporte son
esenciales para la emergencia de células hematopoyéticas de las EC transducidas con FGRS.

Confirmacion de la expresion de FGRS TF en células cultivadas. Sin tener en cuenta la estequiometria adecuada del
FGRS que se introdujo en las EC sin diferenciar, la eficiencia de la reprogramaciéon fue muy baja y se acercé a
menos del 0,07 %. Por lo tanto, para mejorar la eficiencia de la reprogramacion, los presentes inventores
desarrollaron una estrategia para seleccionar aquellos subconjuntos de EC transducidas con FGRS que se
transdujeron con una estequiometria adecuada de los TF. Inicialmente los presentes inventores se centraron en
generar EC con la estequiometria adecuada de GFI1, SPI1 y FOSB TF, porque su expreS|on nativa en EC es
despreciable (véase la Tabla 1). Para hacer esto, los presentes inventores transdujeron 5x10° EC con "coctel"
lentiviico FGRS marcado por resistencia a la puromicina (SPI1) o GFP (FOSB y GFI1). Después los presentes
inventores aplicaron la seleccién de puromicina durante 2 dias para enrlquecer las células que expresan SPI1 y las
clasificaron para que la expresion de GFP se enriqueciera para SPI1"GFP* (FOSB/GFI1) EC. Después sembraron
estas células GFP' en placas de 12 pocillos y las expandieron durante dos dias en un cultivo sin suero (10 células
por placa, n = 3).

Después volvieron a colocar en placa 10* de las células resistentes a puromicina GFP" en una capa alimentadora de
E4-HUVEC en medios hematopoyéticos y cuantificaron el nimero de grupos hematopoyéticos después de ~ 20 dias
de co-cultivo. Los presentes inventores descubrieron que estas células resistentes a puromicina GFP" produjeron
156,0 + 3,6 (n = 3) colonias de tipo hematopoyético por 10* células re-colocadas en placa sugierendo que la
eficiencia de la reprogramacion fue de al menos el 1,5 %. Este calculo supone que cada colonia se origina a partir de
una Unica célula reprogramada y que las EC transducidas, que se sabe expresan dos de los factores (SPI1 y
cualquiera/ambos de FOSB o GFI1), expresan cada una los cuatro FGRS TF. La eficiencia es probablemente mucho
mas alta en las células que expresan las cantidades estequiométricas apropiadas de cada factor. Por lo tanto, es
muy poco probable que el presente enfoque de reprogramacion se deba a la diferenciacion espontanea de una
poblacion preexistente muy escasa de EC hemogénicas/hemangioblasticas presentes dentro de las monocapas de
HUVEC.

Un nicho vascular de apoyo facilita la reprogramacion de FGRS-EC en progenitores eritroide-megacariocitico-
mieloide multi-linaje proliferativos. Dentro de tres a cuatro semanas de co-cultivo con E4-HUVEC, los FGRS-EC
comenzaron a proliferar rapidamente y formaron racimos en forma de uva GFP" parcialmente unidos a monocapas
E4-HUVEC. La tincion de Wright-Giemsa de las agrupaciones similares a uvas reveld células morfolégicamente
reminiscentes a los progenitores hematopoyéticos y su progenie (Figura 1B, panel derecho). Ocasionalmente los
presentes inventores también observaron la formacién de grandes estructuras de nichos de mudltiples colonias que
se separaron fisicamente de las colonias hematopoyéticas en desarrollo de su entorno (n = 4). La citometria de flujo
mostré que la mayoria de la progenie de FGRS-EC (células GFP") perdié la expresién del marcador EC maduro,
CD31, y un subconjunto adquirio la expresion del marcador pan-hematopoyético CD45, a veces en combinacion con
CD34 co-expresado (Figura 2A, n = 9). Por el contrario, la E4-HUVEC GFP" retuvo la expresion de CD31 de alto
nivel y se mantuvo CD34°CD45". Un subconjunto de la progenie GFPJ'CD45+ FGRS-EC expres6 otros marcadores
hematopoyéticos, tales como CD43" (8,96 % * 2,3; n = 3), CD90" (Thy-1") (6,15 % + 1,13; n = 3) y CD14" (40,0 % =
4,95; n = 3). La proliferacién de las células GFP* aumentd cerca del flnal de un co-cultivo de cuatro a cinco semanas
con E4-HUVEC, dando como resultado la generacion de hasta 20x10 células GFP'CD45", aproximadamente una
expansion de 400 veces los EC de entrada (Figura 3A; 17,2x10°42,4; n = 6). De tres a cinco dias después, tanto la
tasa de proliferacion como el nimero de células viables disminuyeron rapidamente, Aunque la generacion de
GFP*CD45" continué a un ritmo disminuido. Por lo tanto, un nicho vascular de soporte de células E4-HUVEC facilita
la reprogramacion de FGRS-EC en progenitores eritroide-megacariociticos-mieloides multi-linaje proliferativos (rEC-
HMLP).

rEC-HMLP pueden generar células precursoras eritroides, de macrofago, de granulocito y de megacariocito. Para
evaluar la funcionalidad de rEC-HMLP, los presentes inventores realizaron ensayos de unidades formadoras de
colonias (UFC) utilizando ensayos convencionales de metilcelulosa. Silas HUVEC se convirtieran efectivamente en
rEC-HMLP funcionales, entonces estas células deberian poder diferenciarse en al menos dos linajes
hematopoyéticos distintos en el ensayo de UFC. Cuatro semanas despues de la transducciéon de HUVEC con FGRS
y co-cultivos de nlcho vascular, los rEC-HMPL GFP'CD45'CD34" se clasificaron y sembraron a una densidad de
1200-1600 células/cm? (5000-7000 células/placa de 35 mm) para ensayos de UFC (n = 3). En 14 dias las células
dieron lugar a agregaciones de células GFP que se parecen morfolégicamente a UFC-GM (unidades formadoras de
colonias de  granulocitos/macrofagos), UFC-GEMM (unidades  formadoras de  colonias de
granulocitos/eritrocitos/monocitos/megacariocitos) y colonias hematopoyéticas de tipo BFU-E parcialmente
hemoglobinizadas (unidad de formacion de estallido-eritroide, un tipo de progenitor eritroide) (Figura 2C). La
especificacion del linaje en el ensayo de UFC se verifico tifiendo las colonias con Wright-Giemsa (Figura 2D). Los
presentes inventores pudieron detectar células con caracteristicas morfolégicas tipicas de precursores de eritroide,
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de macrofago, granulocitos y megacariocitos como se define en Beutler, E., ed., Williams Hematology; McGraw Hill,
Inc. (Quinta edicion, 1995).

El analisis inmunofenotipico de las colonias obtenidas de cultivos de metilcelulosa reveld la presencia de CD235,
CD11b, CD14, CD83 y células CD45 que sugieren que los rEC-HMLP se diferenciaron en progenie eritroide, de
macréfago, de monocito y de células dendriticas. Las células CD235" (glicoforina A) también fueron CD45
sugiriendo la diferenciacion eritroide (Figura 2E).

Las células endoteliales microvasculares dérmicas adultas humanas son capaces de formar HSC autélogas. Para
probar si el presente método es aplicable para la reprogramacion de EC que no sean HUVEC, los presentes
inventores usaron células endoteliales microvasculares dérmicas adultas humanas (hDMEC). La reprogramacion de
hDMEC en rEC-HMLP trasplantables es mas relevante para posibles aplicaciones clinicas futuras porque podria
permitir la generacion de progenitores hematopoyéticos autdlogos trasplantables para la reconstitucion de la médula
6sea. Ademas, como las EC de adultos pueden contener un nimero decrecientemente bajo de EC hemogénicas,
este enfoque muestra que una CE madura, pero no una EC hemogénica o hemangioblastica, esta siendo
reprogramado a células hematopoyéticas.

Las hDMEC se transdujeron con los factores FGRS y se sometieron a induccién vascular en un entorno sin suero (el
mismo protocolo utilizado para la reprogramacion de HUVEC). Para evaluar la funcionalidad in vitro de las hDMEC
reprogramadas, los presentes inventores realizaron un ensayo de UFC. Cuatro semanas después de la transduccion
de hDMEC con FGRS, las células GFP'CD45'CD34" se clasificaron y sembraron a la densidad de 1200-1600
células/cm? para ensayos de UFC (n = 3). En 12-14 dias, las células dieron lugar a agregaciones celulares que se
parecen morfolégicamente a UFC-GM, UFC-GEMM, BFU-E parcialmente hemoglobinizado y colonias mixtas (Figura
4A). La especificacion del linaje en el ensayo de UFC se verifico tifiendo las colonias con Wright-Giemsa. Los
presentes inventores fueron capaces de detectar células con morfologias de precursores tipicos eritroides, de
macrofago, de granulocitos y de megacariocitos (Figura 4A). El analisis inmunofenotipico de las colonias obtenidas a
partir de cultivos de metilcelulosa revel6 la capacidad de las rEC-HMLP derivadas de las hDMEC para diferenciarse
en varios linajes, incluyendo progenie celular eritroide CD235" (58,66 + 3,47 %), macréfago CD11b" (10,39 + 3,05
%), monocito CD14" (10,87  1,28) y células dendriticas CD83" (7,94 + 0,80 %) (Figura 4B).

Las HUVEC no pueden generar espontaneamente células similares a rEC-HMLP. Para excluir la posibilidad de que
las HUVEC puedan contener células hemogénicas o hemangioblasticas que puedan generar espontaneamente
células de tipo rEC-HMLP, los presentes inventores realizaron dos series de experimentos.

En primer lugar, los presentes inventores generaron cultivos clonales mediante la clasificacion fenotipicamente
marcada de HUVEC maduras en densidades de una sola célula, dos células, cinco células y 10 células por pocillo.
Para lograr esto, los presentes inventores realizaron una citometria de flujo de varios colores y se clasificaron las
HUVEC CD144 (cadherina VE)"'CD31"E-selectina’CD45 en la configuracion de 1, 2, 5y 10 células en placas de 96
pocillos. La E-selectina (CD62E) solo se expresa en las EC maduras y estd ausente en cualquier célula
hematopoyética o no vascular. Estas colonias se expandieron luego en cultivos celulares >10000 (para clones de 5y
10 células), > 5000 células (clon de 1 célula n.° 1 y clones de 2 células) y >3000 células (clon de 1 célula n.° 2). La
transduccion de cultivos de una célula, de dos células, de cinco células y cultivos de diez células con FGRS
seguidos de un co-cultivo con E4-HUVEC dieron como resultado la aparicion de colonias de tipo hematopoyético
similares a las colonias observadas en experimentos de cultivos de HUVEC mixtos. Debido a que la E-selectina solo
se expresa en EC activadas diferenciadas terminalmente maduras, es poco probable que las EC "hemogénicas o
hemangioblasticas" contaminantes estuvieran presentes en las poblaciones clonales de HUVEC transducidas con
FGRS y pudieran haber dado lugar a células hematopoyéticas.

En el segundo conjunto de experimentos, los presentes inventores cultivaron HUVEC en medios libres de suero que
se usaron para experimentos de reprogramacion. Los presentes inventores compararon la proliferacion, asi como la
expresion de CD45 y CD34 en las HUVEC en respuesta a la eliminacion del suero y la adicion combinatoria de
citocinas hematopoyéticas en los medios de cultivo. Ni extraccion de suero, ni la adicién de cocteles 6ptimos de
citocinas hematopoyéticas causd ninguna expresion detectable de CD45 en HUVEC. Sin embargo, tanto las
extracciones de suero solas y/o como combinadas con la inhibicion de la sefalizacion de TGFB causaron un
aumento significativo de la expresion de CD34 en las HUVEC que mantienen su identidad vascular. En su conjunto,
estos datos indican que es poco probable que FGRS reprograme células precursoras hemogénicas o
hemangioblasticas preexistentes dentro de las HUVEC, sino mas bien que el protocolo de induccién vascular FGRS
TF + dirige la conversién de las EC CD144'CD31"E-selectina’CD45  diferenciadas terminalmente en células
hematopoyéticas.

Los rEC-HMLP pueden generar HSPC fenotipicamente correctas y células progenitoras multipotentes. Un analisis
fenotipico mas detallado de los rEC-HMLP revelé pequefias poblaciones de células que eran CD45'Lin"CD45RA"
CD38 CD90°CD34" o CD45'Lin'CD45RA'CD38'CD90°CD34", satisfaciendo asi los criterios para HSPC marcados
fenotipicamente o progenitores multipotentes, respectivamente, como lo define Chao, M. P. et al., (Cold Spring Harb
Symp Quant Biol) 73:439-449 (2008) (Figura 2B, n = 3).

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2733909 T3

Las células CD45" tienen potencial de expansioén. Los presentes inventores compararon el potenC|aI de expanS|on
de células CD45™ y CD45 en medio hematopoyético libre de suero. Las células CD45" (12x10°%) y CD45™ (60x10°) se
clasificaron en pocillos separados y se expandleron durante dos dias. Los presentes inventores observaron una
expanS|on de 5 veces de células CD45" (56,6 x10° + 7,9 x10% n = 3) y una dramatica reduccién de células CD45"
(4,6 x10°+ 1,0 x 10% n = 3). Para examinar el potencial de las células CD45" y CD45 para la expansion clonal, se
clasificaron en placas de 96 pocillos con una densidad de 1 o 2 células/pocillo. Después de siete dias de cultivo los
presentes inventores observaron una expansion celular CD45" en 6,3 + 2,1 pocillos (93,1 £ 14,5 células/pocillo) de
clasificacion de 1 célula y 29,0 + 4,3 pocillos (112,1 + 21,2 células/pocillo) de clasificacién de 2 células (n = 3). La
diferencia entre el niumero de células/pocillo en la clasificacion de 1y 2 células no fue estadisticamente significativa
(p = 0,78), lo que sugiere que la diferencia en la cantidad de pocillos con expansion celular detectada se debio a la
supervivencia de las células clasificadas en lugar de a un reflejo de la cantidad de celdas clasificadas en un pocillo.
Los presentes inventores no detectaron ninguna expansion significativa de células CD45".

Diferenciacion e intento de reprogramacion de células madre embrionarias_humanas. Los presentes inventores
usaron una linea indicadora hESC transgénica que identifica especificamente derivados de EC diferenciados a
través de un reportero fluorescente conducido por un fragmento del promotor de la cadherina VE humana, como se
describe en Rafii, S. et al., Blood 121:770-780 (2013). Para aumentar el compromiso endotelial, la diferenciacion de
hESC se inici6 en el co-cultivo con células alimentadoras vasculares. En resumen, se aislaron HUVEC y se
transdujeron con AdE4ORF1 lentivirico como se describe en Seandel, M. et al., Proc Natl Acad Sci U S A
105:19288-19293 (2008). Un dia antes de sembrar hESC para comenzar la diferenciacion, el medio acondicionado
con MEF se reemplazé con medio de cultivo hESC sin FGF-2 y se suplementé con 2 ng/ml de BMP4. Al dia
siguiente, Los hESC se colocaron en placas directamente sobre una capa confluente al 80 % de E4ORF1 + EC en
medio de cultivo de hESC (sin FGF-2, mas 2 ng/ml de BMP4) y se dej6 reposar durante 48 horas. Este punto de
cultivo se considero el dia de diferenciacion cero. Las células se estimularon secuencialmente con citocinas
recombinantes en el siguiente orden: dias 0 a 7 - suplementados con 10 ng/ml de BMP4; dias 2 a 14 -
suplementados con 10 ng/ml de VEGFA,; dias 2 a 14 - suplementados con 5 ng/ml de FGF-2; dias 7 a 14 -
suplementado con SB-431542 10 uM. La fraccién de células derivadas de hESC que expresan conjuntamente el
indicador vascular especifico y CD31 se recogieron en el dia 14 mediante FACS. Estas células se transdujeron con
el coéctel de FGRS y se colocaron en placas 2-3 dias después sobre una capa de HUVEC E4ORF1. La extension de
la reprogramacion se evalué mediante citometria de flujo.

Las células madre embrionarias humanas carecen de capacidad para formar HSC altamente proliferativas. En la
actualidad, la diferenciacion de células madre pluripotentes, incluyendo células madre embrionarias (ES) y células
madre pluripotentes inducidas (iPSC) en células hematopoyéticas de repoblacion, muestra un éxito limitado. Por lo
tanto, los FGRS pueden ser los factores faltantes que podrian aumentar la diferenciacién de las EC derlvadas de las
ES humanas en las HSC. Con este fin, los presentes inventores diferenciaron las hES en EC (hES-EC)®. Después
los presentes inventores purificaron HES-EC positivas para VEGFR2 y las transdujeron con FGRS. De forma
notable, las hES-EC transducidas con FGRS podrian generar un nimero significativo de células CD45'CD144". Sin
embargo, estas células CD45'CD144 no lograron formar colonias hematopoyéticas estables distintas y no entraron
en una fase de crecimiento altamente proliferativo. Estos resultados indican que las hES-EC no son tan permisivas
como las HUVEC al ser reprogramadas en rEC-HMPL.

Los rEC-HMLP generados a partir de EC se pueden trasplantar y funcionan in vivo para reemplazar las células
hematopoyéticas. Para determinar si los rEC-HMLP eran capaces de injertarse in vivo, los presentes inventores
trasplantaron 1,5x10° de rEC-HMLP CD45'GFP* a través de inyeccion retro-orbital en ratones deficientes en el
receptor de NOD-SCID-IL2y (NSG) inmunocomprometidos irradiados sub-letalmente (275 Rad) adultos (NSG) (n =
9; un dia después de la radiacion). La sangre periférica de los ratones inyectados se analizé alas 2, 5, 12, 16 y 22 a
44 semanas después del trasplante para detectar la presencia de células CD45" humanas (Figura 3B). Los
presentes inventores detectaron células humanas CD45" circulantes a 2 (n=7;1738 £ 7,73 %), 5 (n =6; 151 *
13,39 %), 12 (n = 6; 14,14 + 5,44 %), 16 (n = 6; 22,36 + 17,95 %) y de 22 a 44 (n = 6, 21,23 + 22,27 %) semanas. El
analisis de sangre periférica, la médula 6sea (BM) y el bazo 16 semanas después del trasplante revelaron la
presencia de células humanas CD45" en los tres tejidos y células eritroides humanas CD45 CD235" en sangre
periférica. BM y el bazo fueron poblados por la progenie mieloide de rEC-HMLP (CD45'CD33%) con un nimero
pequefio pero detectable de células CD41a’ (megacariocitos) (Figura 3C).

Los rEC-HMLP trasplantados conservan su capacidad para generar progenie eritroide, de megacariocito, de
macrofago, de monocito y de células dendriticas. Para determinar si el rEC-HMLP injertado aislado del hospedador
retuvo su potencial de linaje multiple, los presentes inventores llevaron a cabo un ensayo de UFC secundario. Los
presentes inventores aislaron CD45" humanos (hCD45") de médula dsea de ratones trasplantados a las 22 (n=1) y
24 (n = 4) semanas después del trasplante. Estas células se expandieron in vitro durante 24 horas y se clasificaron
por células hCD45"hCD34" para el ensayo de UFC. En 14 dias, las células en placas dieron origen a colonias con
morfologias similares a UFC-GM, UFC-GEMM y BFU-E. La tincion de Wright-Giemsa de la citocentrifuga de las
células reveld la morfologia tipica de la progenie mieloide humana de las células ensayadas. El analisis
inmunofenotipico del cultivo de metilcelulosa revelé que el compartimiento CD45" humano contenia células CD41a",
CD14", CD83" y CD33", sugiriendo la presencia de progenies de megacariocitos, macréfagos, monocitos y células
dendriticas. El compartimiento CD45" contenia células CD235" y Ter119" no de ratén, sugiriendo la diferenciacion
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eritroide robusta de células CD45'CD34" humanas en el ensayo UFC (Figura 3E).

El analisis de los rEC-HMLP injertados en la médula ésea de los ratones NSG reveld una pequefia poblacion de
células LinCD45RA'CD38CD90'CD34" que satisfacen la definicion de progenitores multipotentes humanos (Figura
3E). Para verificar que estas células conserven su potencial de linajes multiples y sean derivados de los rEC-HMLP
reprogramados, los presentes inventores las colocaron en placas para el ensayo de UFC y verificaron la integracion
virica en colonias individuales. EI ADN gendmico aislado de colonias separadas se analizd para determinar la
presencia de cuatro factores de reprogramacion. Todas las colonias analizadas (n = 3) fueron positivas para los
vectores lentiviricos que expresan FOSB, GFI1, RUNX1 y SPI1 (Figura 3F). Para cuantificar la frecuencia de
integracion virica a nivel de una sola célula, los presentes inventores analizaron células CD45" humanas de la
médula 6sea del hospedador. Las células se clasificaron en una placa de 96 pocillos (1 célula/pocillo) para la
amplificacion del genoma completo (WGA). EI ADN gendmico amplificado se examind para la integracion virica.
Todas las células (n = 21) fueron positivas para la integracion del vector virico. Dos células mostraron la integracion
de tres (FGS con RUNX1 indetectable y GRS con FOSB indetectable) de los cuatro virus usados para la
reprogramacion (Figura 3G). Los resultados de la integraciéon virica de una sola célula y de una unica colonia
confirmaron que las células hematopoyéticas humanas aisladas de ratones hospedadores se originan a partir de
rEC-HMLP injertados en los ratones NSG.

Los rEC-HMLP trasplantados retienen la integridad genémica. Para evaluar la integridad genémica de rEC-HMLP
CD45" (en el dia 35 posterior a la transduccion) y rEC-HMLP CD45°CD34" injertados en la médula 6sea de los
ratones NSG (24 semanas después del trasplante), los presentes inventores realizaron un analisis comparativo de
hibridacion gendémica (CGH) usando Agilent SurePrint G3 Human CGH Microarray (sondas 1 M). El analisis no
revel6 anomalias genéticas, sugiriendo que la proliferacion de rEC-HLMP permanece genéticamente estable tanto in
vitro como in vivo.

Los rEC-HMLP trasplantados no dan lugar a una transformacién maligna in vivo. Para abordar la preocupacion de
una posible transformacion maligna de los rEC-HMLP trasplantados, incluyendo la predisposicién al sindrome
mielodisplasico (SMD), los presentes inventores analizaron la médula 6sea, bazo e higado de ratones receptores
hasta 10 meses después del trasplante (Figura 3A). La sangre periférica se analizé por primera vez para detectar la
presencia de células hCD45" circulante. Los ratones que mostraban injerto fueron sacrificados y su bazo, el higado y
la tibia se analizaron para detectar signos de SMD. Ninguno de los ratones manifestdé evidencia de leucemias y
linfomas, tales como linfadenopatia, esplenomegalia u organomegalia. Los presentes inventores también realizaron
analisis exhaustivos empleando un panel de tinciéon en la médula 6sea, bazo e higado de los ratones injertados con
rEC-HMLP. No observaron ninguna indicacién de deposicion excesiva de colageno o desmina. Ademas, la
arquitectura microscépica de la médula ésea no manifiesta evidencia de remodelacién fibrética que recuerde al
sindrome mielodisplasico. Las regiones osteoblasticas, vasculares y perivasculares estaban morfolégicamente
intactas. Los presentes inventores concluyen que su enfoque no conduce a la induccion de células hematopoyéticas
con potencial leucomogénico.

Los rEC-HMLP trasplantados generan células linfoides. EI numero de la progenie linfoide de los rEC-HMLP
trasplantados derivados de HUVEC (en el bazo, la médula 6sea y la sangre periférica) eran insignificantes, lo que
sugiere que los rEC-HMLP trasplantados no contribuyeron suficientemente al quimerismo de las células T in vivo.
Para abordar la posibilidad de que la expresién residual constitutiva de SPI1 impida que rEC-HMLP se diferencie en
células T, los presentes inventores usaron una combinacion de factores de FGR expresados constitutivamente y
SPI1 inducible (SPI1-Tet-On). Las HUVEC se transdujeron con lentivirus FGR*SPI1-Tet-On y crecieron en una capa
de monocapas alimentadoras HUVEC durante 27 dias en presencia de doxiciclina. Los presentes inventores
observaron la formacién de colonias de tipo hematopoyético y un aumento del nimero de células CD45". Los
alimentadores HUVEC fueron resistentes a la doxiciclina y mantuvieron su funcion de nicho vascular a lo largo de la
induccion de las células hematopoyéticas nacientes. A continuacion, las células reprogramadas se transfirieron a
una capa de células estromales de médula ésea (OP9) que expresan tipo Delta 4 (OP9-DL4) y se cultivaron en
presencia de medios hematopoyéticos libres de suero suplementados con IL-7 (10 ng/ml), IL-11 (10 ng/ml) e IL-2 (5
ng/ml). Las células fueron analizadas para la expresion de CD3, CD19 y CD14 (3 semanas de co-cultivo OP9-DL4;
Figura 6A). De forma notable, los presentes inventores fueron capaces detectar de manera confiable una pequeia
fraccion de células CD3" (0,16 £ 0,01 %; n = 3), un numero mayor de CD19" (1,17 £ 0,13 %; n = 3) y una poblacién
muy significativa de células que expresan CD14 (16,46 £+ 1,02 %; n = 3), lo que indica la generacion de células T.

Los rEC-HMLP trasplantados generan macréfagos funcionales. Para llevar a cabo una evaluacion funcional de los
macrofagos diferenciados de los rEC-HMLP, los presentes inventores llevaron a cabo un ensayo de fagocitosis. Los
rEC-HMLP se cultivaron en presencia de M-CSF (10 ng/ml), SCF (10 ng/ml), FIt-3 (10 ng/ml), TPO (10 ng/ml) y 10 %
de FBS durante dos semanas sin una capa de alimentacion E4-HUVEC. Los presentes inventores observaron un
aumento en el tamafio y la granularidad de las células cultivadas. El cultivo se lavé con PBS dos veces para retirar
las células no adherentes. Se aplicaron medios de crecimiento mezclados con perlas fluorescentes rojas a una
concentracion baja de 1 pl/ml a las células unidas durante una hora a 37 °C. Después de la incubacion, las células
se lavaron dos veces con PBS y las células vivas se tifieron con anticuerpo CD11b. Las células se fijaron y se
tifieron con DAPI para visualizacién nuclear. La microscopia confocal revelé grupos de células CD11b'GFP*
firmemente adheridas con perlas ingeridas claramente visibles (Figura 6B). Por consiguiente, los rEC-HMLP pueden

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2733909 T3

dar lugar a macrofagos funcionales.

Los rEC-HMLP generados a partir de hDMEC se pueden trasplantar y funcionan in vivo para reemplazar las células
hematopoyéticas. Para determinar si los rEC-HMLP generados a partir de hDMEC fueron capaces de injerto in vivo
los presentes inventores trasplantaron 1x10° de rEC-HMLP CD45'GFP* a través de inyeccion retro-orbital en
ratones NSG neonatales de dos semanas de edad irradiados sub-letalmente (100 Rad). La sangre periférica de los
ratones inyectados se analiz6 a las 4, 6 y 12 semanas posteriores al trasplante para detectar la presencia de células
CD45" humanas (Figura 4C). Los presentes inventores detectaron células CD45" humanas circulantes a 4 (2,09 +
1,27 %, n = 6), 6 (4,46 £ 3,66 %, n = 6) y 12 (4,05 + 3,50 %, n = 6) semanas. El analisis de sangre periférica, la
médula 6sea y el bazo 14 semanas después del trasplante revelé la presencia de células CD45" humanas en los
tres tejidos y células eritroides CD45°CD235" humanas en sangre periférica (Figura 4C, D, E). El andlisis del bazo a
las 14 semanas posteriores al trasplante revelé poblaciones pequefias pero distintas de células CD19" (10,13 + 4,98
%; células B) y CD56" (1,62 + 0,67 %; células NK) de la progenie linfoide. Estos fueron ademas de las células
mieloides CD11b" (27,66 * 8,92 %; macréfagos) y CD41a* (4,90 % 1,51 %; megacariocitos) (Figura 4D).

Los rEC-HMLP derivados de hDMEC trasplantados también conservan la capacidad de generar células funcionales
similares a HSC in vivo. Para probar funcionalmente si las rEC-HMLP derivadas de hDMEC trasplantadas generaron
células similares a HSC funcionales in vivo los presentes inventores llevaron a cabo trasplantes secundarios. Los
presentes inventores trasplantaron médula ésea completa desde fémures de ratones injertados primarios 12
semanas después del trasplante (n = 10). El analisis fenotipico de los rEC-HMLP injertados en la médula 6sea de
ratones donantes a las 14 semanas después del trasplante primario, reveld poblaciones significativas tanto de
células CD45"Lin'CD45RA'CD38 CD90°CD34" (10,37 + 2,55 %) como CD45'Lin'CD45RA'CD38 CD90'CD34" (13,83
+ 2,14 %) que satisfacen la definicién fenotipica de HSPC humanas y progenitores multipotentes (MPP),
respectivamente (Figura 4E). Los presentes inventores detectaron hCD45" en PB (sangre periférica) de los
receptores secundarios tres (n = 6; 14,61 + 15,7 %) y cinco (n = 6; 2,01 £ 1,5 %) semanas después del trasplante
con una poblacién significativa de progenie mieloide (n = 6; 44,32 + 23,21 %) (Figura 4F). El injerto primario a largo
plazo y el injerto secundario exitoso a corto plazo respaldan la existencia de células similares a HSPC/MPP de auto-
renovacion en la poblacién de los hDMEC reprogramados.

Los rEC-HMLP muestran la regulacion positiva de los genes hematopoyéticos y la regulacidon negativa de los genes
vasculares. A continuacion, los presentes inventores compararon los perfiles de transcripcion del genoma completo
de rEC-HMLP con los perfiles de expresion génica de HUVEC cultivadas y células hematopoyéticas de sangre de
cordén umbilical CD34"CD45Lin™ recién aislados para evaluar el alcance de la reprogramaciéon a nivel del
transcriptoma del genoma completo (Figura 5A). El analisis reveld la regulacién positiva de los genes
hematopoyéticos y el silenciamiento de la expresion génica vascular en células CD45 antes del trasplante y rEC-
HMLP CD45'CD34", 22 semanas después del trasplante, en comparacién con HUVEC indiferenciadas y células de
CB Lin"CD34". Los genes prototipicos de pluripotencia, tales como Oct4, Nanog, Sox2 y Myc no estaban regulados
positivamente en las células reprogramadas en comparacion con las células madre embrionarias humanas (hESC) y
las HUVEC indiferenciadas, lo que indica que la reprogramacion de HUVEC en rEC-HMPL se logro sin la transicion
a través de un estado pluripotente (Figura 5B). El agrupamiento jerarquico de los transcriptomas completos HUVEC,
rEC-HMLP CD45", rEC-HMLP CD45'CD34" después de 22 semanas posteriores al trasplante y células CD34"Lin”
con agrupamiento mas compacto de TrEC-HMLP CD45'CD34" vy «células de CB sugirieron
"educacion/reprogramacion” adicional in vivo de rEC-HMLP.

ChIP-Seq y andlisis de datos. ChIP-Seq se realizd como se describe en Goldberg, A. D. et al., Cell 140:678-691
(2010). En resumen, las células se reticularon durante 15 min en paraformaldehido al 1 %, se lavaron y se lisaron.
La cromatina se cizall6 usando Bioruptor en fragmentos de aproximadamente 150 pares de bases, se lavo y se
eluyd. La cromatina eluida se reticuld inversamente y se purificdé en columna (los anticuerpos SPI1 y GFI se
obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology; nimeros de catalogo sc-352 y sc-8558). Las muestras de ChIP se
prepararon para la secuenciaciéon usando el kit de preparacién de muestras de ADN lllumina TruSeq de acuerdo con
el protocolo de preparacion convencional (lllumina). El servicio de secuenciacion se realizé en un secuenciador
lllumina Hiseq 2000 de acuerdo con el protocolo convencional de lllumina. Las lecturas de ChlP-seq se alinearon
con el genoma humano de referencia (hg19, NCBI Build 37) utilizando el programa BWA (Li, H. et al., Bioinformatics
25:1754-1760 (2009)) y los duplicados de PCR se retiraron mediante Picard (disponible en linea en sourceforge).
Las lecturas Unicas asignadas a una ubicacién Unica de mejor coincidencia con no mas de dos no coincidencias se
mantuvieron y se usaron para generar la distribucion de SPI1 y GFI1 en todo el genoma y para la identificacion del
pico. El software ChIPseeqer 2.0 (Giannopoulou, E. G. et al., BMC Bioinformatics 12:277 (2011) se aplico a los datos
de ChIP-Seq con datos de secuenciacion del ADN de entrada como control para identificar el enriquecimiento
genémico de las sefiales de SPI de SPI1 y GFI1 con FDR <0,005. Enriquecimiento dentro de */ - 2kb del sitio de
inicio de la transcripcion (TSS) se definieron como picos de promotor. Los genes seleccionados se presentaron para
el analisis de ontologia de genes (GO) por DAVID (disponible en linea en el Instituto Nacional de Alergias y
Enfermedades Infecciosas (NIAID), NIH) y andlisis de motivos por HOMER (disponible en linea en biowhat,
Universidad de California, San Diego).

Identificacion de los sitios de unién _al ADN de SPI1 y GFI1. Para dilucidar los posibles mecanismos de la
reprogramacion mediada por FGRS transcripcional de EC en los rEC-HMLP, los presentes inventores compararon la
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union al ADN del genoma completo de SPI1 y GFI1 en HUVEC utilizando la secuenciacion profunda acoplada a la
precipitacion inmune de cromatina (ChlP-Seq). Los presentes inventores identificaron 23587 sitios genémicos unidos
a SPI1y 10999 unidos a GFI1 en la region promotora de +/- 2 kb de sitios de inicio de transcripcion (TSS). De forma
notable, el 91,6 % del TSS unido a GFI1 (10079 de 10999) se superpuso con el TSS unido a SPI1. Sin embargo, el
57,3 % de los promotores unidos a SPI1 no estaban ocupados por GFl. La comparacion de los niveles de
transcripcion de genes unidos por SPI1, GFI1, o SPI1 y GFI1 juntos (dianas comunes o "CT") revelaron que la
mayoria de los genes que estan unidos por GF11 solo exhiben niveles reducidos de expresion, mientras que los
genes que estan unidos por SPI1 solo o SPI1 en combinacion con GFI1 estan regulados positivamente. El analisis
de ontologia génica (GO) de los sitios unidos descubrié una serie de agrupaciones de genes que podrian estar
implicadas en el cambio de la identidad celular de los EC a los rEC-HMLP (Figura 5C). GO reveld que los CT
regulados positivamente (log, (rEC-HMLP/HUVEC) =2) pertenecia a grupos de genes con funciones conocidas en el
desarrollo del sistema hematopoyético y la diferenciacion mieloide, mientras que se sabe que un gran nimero de CT
regulados negativamente estan implicados en el desarrollo de la vasculatura (Figura 5C). La busqueda de los
motivos de union al ADN conocidos ocupados por las dianas TSS SPI1 y GFI1 revel6 que los CT regulados
negativamente ((log). (HUVEC/rEC-HMLP) =2) contenia un subconjunto de genes con GFllb (72 genes, p = 0,001) y
motivos de unién a FOSB (64 genes, p = 0,0001). Un subconjunto de TSS de genes regulados positivamente (log
(rEC-HMLP/HUVEC) =2) unidos por SPI1 contenian motivos conocidos de unién al ADN de RUNX1 (133 genes, p =
0,0001) y FLI1 (264 genes, p = 0,01). Ademas, un subconjunto de CT contenia un motivo de unién al ADN conocido
de EBF (factor temprano de células B) (130 genes, p = 0,01).

El perfil de unién a genoma completo de SPI1 y GFI1 combinado con la busqueda de motivos de union a ADN y el
analisis de expresion de transcriptoma completo sugieren que SPI1 solo y SPI1 en combinacion con GFI1 regulan la
expresion de genes hematopoyéticos. De forma notable, la expresion de los genes vasculares fue suprimida por
SPI1 y GFI1, asi como posiblemente por FOSB. La regulacion positiva de los genes hematopoyéticos depende de la
expresion de SPI1 que sinergiza con la expresion de RUNX1 y FLI1. Cabe destacar que, FLI1 se expresa igualmente
en HUVEC indiferenciadas, rEC-HMLP CD45", rEC-HMLP CD45'CD34" 22 semanas después del trasplante y
células de CB Lin"CD34"; la expresién normalizada es 7,4, 7,9, 7,2 y 7,6, respectivamente.

Para determinar si la reprogramacion inducida por FGRS desencadena la expresion enddgena de los FGRS TF, los
presentes inventores determinaron la expresion de las regiones no traducidas 5'y 3' (UTR) por RNA-Seq. Debido a
que las construcciones lentiviricas utilizadas para la reprogramacion expresan marcos de lectura abiertos de los
factores FGRS sin UTR, los presentes inventores fueron capaces de identificar las transcripciones expresadas
enddégenamente por la presencia de sus secuencias UTR. El analisis de los factores FGRS 5'y 3' de la rEC-HMLP
humana injertada utilizando el transcriptoma completo RNA-Seq revel6 la activacion de la expresién enddgena de los
cuatro factores FGRS. La expresion enddgena de los FGRS TF se calcul6 como una fraccion de las lecturas de
RNA-Seq que provienen de las UTR como Fraccién (%) = UTR/(UTR + ORF), donde UTR es el numero de lecturas
RNA-seq que se alinean con las UTR 5'y 3', ORF es el numero de lecturas de RNA-seq que se alinean con el marco
de lectura abierto del gen de interés. Este analisis sugiere que la expresion enddgena de los factores FGRS se
activa en las células reprogramadas tanto in vitro (rEC-HMLP CD45") como después de un periodo de educacién
mediada por microentorno mental in vivo (CD45'CD34" in vivo).
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REIVINDICACIONES

1. Un método para generar células progenitoras multi-linaje hematopoyéticas humanas (HMLP) a partir de células
endoteliales humanas (EC), que comprende cultivar EC que expresan cada uno de los factores de transcripcion
homologo B de oncogén virico de osteosarcoma murino Finkel-Biskis-Jinkins (FOSB), represor de transcripcion
factor de crecimiento independiente 1 (GFI1), factor de transcripcién relacionado con Runt 1 (RUNX1), oncogén de
integracion provirico del virus formador de foco del bazo (SPI1) u homélogos funcionales o derivados de los mismos,
en medios libres de suero con células alimentadoras endoteliales.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde dichas EC se seleccionan de EC fetales, neonatales, adultas y
progenitoras, por ejemplo, seleccionadas de células endoteliales vasculares umbilicales humanas (HUVEC) y células
endoteliales microvasculares dérmicas adultas (hDMEC).

3. El método de la reivindicacion 1, en donde las células alimentadoras endoteliales son células endoteliales
vasculares umbilicales humanas (HUVEC) transformadas para expresar el gen del marco de lectura abierto 1 del
adenovirus E4 (E4ORF1) o bien el gen Akt.

4. El método de la reivindicacion 1, en donde dichas EC se transducen con uno o mas vectores que dirigen la
expresion, por ejemplo, la expresion inducible o transitoria, de FOSB, GFI1, RUNX1 y SPI1.

5. El método de la reivindicacién 4, en donde al menos uno de dichos vectores comprende ademas un marcador
seleccionable, por ejemplo, un marcador de resistencia a antibidticos, un marcador enzimatico, un marcador de
epitopo o un marcador visual.

6. El método de la reivindicacién 5, en donde antes de cultivar en presencia de las células alimentadoras
endoteliales, las CE estan enriquecidas para la expresion de FOSB, GFI1, RUNX1 y/o SPI1 seleccionando células
que expresan al menos un marcador seleccionable.

7. El método de la reivindicacion 1, en donde dichos HMLP pueden producir células eritroides, linfoides, mieloides y
megacariocitos.

8. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas aislar HMLP en base a la seleccién de células CD45",
por ejemplo, HLMP que son CD45°CD34".

9. El método de la reivindicacion 1, en donde los HMLP comprenden células que son
CD45'LinCD45RA'CD38'CD90°CD34" o
CD45'LinCD45RA'CD38'CD90'CD34".

10. El método de la reivindicacién 1, en donde dichos HMLP pueden diferenciarse en células hematopoyéticas
después del trasplante en un receptor.

11. El método de la reivindicacion 1, en donde dichas EC se cultivan durante al menos cinco dias para generar
HMLP.

12. El método de la reivindicacion 1, en donde dichas EC se hacen crecer en presencia de células alimentadoras
endoteliales en un medio hematopoyético libre de suero que comprende bFGF, EGF, SCF, FLT3, TPO e IL-6 y en
donde dicho medio comprende ademas opcionalmente IGF-1, IGF-2 e IL-3.

13. El método de la reivindicacion 12, en donde dicho medio es un medio de células madre hematopoyéticas.
14. Una poblacion de células progenitoras multi-linaje hematopoyéticas humanas (HMLP) producida de acuerdo con
el método de la reivindicacién 9, en donde los HMLP comprenden uno o mas vectores para la expresion de FOSB,

GFI1, RUNX1 y/o SPI1.

15. Una composicion que comprende una poblacion de células progenitoras multi-linaje hematopoyéticas humanas
(HMLP) de acuerdo con la reivindicacion 14 en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

16. Una poblacion de células progenitoras multi-linaje hematopoyéticas humanas (HMLP) de acuerdo con la

reivindicacion 14 para su uso en un método para tratar un trastorno hematopoyético, por ejemplo, un trastorno
hematopoyético seleccionado de leucemia y linfoma.

20



ES 2733909 T3

vl ‘b1

NN

uoisuedx3 - || ase4 (seip)odwell  uQIOROYIDdST - | 9se4

N
w
.
=

SuD + SI[BISJOPUS SEN|PD
Uo Sepeloualajlp #eHY

SHOL + SDIANH
. .

&
{""807) 401 sejnjeo ep ossw

e (s BT S
dIMH-034 - sjuswesiBojopow Je|noseA MW&%MF_MMM
STRMH-034 ap sepejjoll SejulsIp Seluojod oyouu BOUIA & mom._n._. g
ap ugisuedx3 -esap seluojo)  ap erousablawg us eoe|d-ay ugIoONpsUel ] ) Mﬂ%ﬂ%m& )
Qv-eg Eld BZ e €d g . € , ok .

GI-Tela #&

ﬁ.om_>31 uoisuedxy
§ flori-) B

bag-UD T
bag-Nuv .
OAIA Ul
ajuejdsea]

lesijiguin
uopIoD

Vs

94N oAesuz \\\\\\\
ofnyy ap eryowoN)

21



g1 "bid

2%
i

W&Q\Q\w\\\\\\\\\\\\\\

22



ES 2733909 T3

50 s E4-HUVEC
@ Sin suero
o 40 ‘ i )
2 k ............................. « E4-HUVEC +
O aff S NI TTTPTTITPTTTTITRTII
2 30 % Suero
O g b \ ““““““““““““““ « Sin células
(0] . .
o° \ alimentadoras
z 10 \ HUVEC
g indiferenciadas
Sin suero 1

Fig. 1C

23



ES 2733909 T3

BEX2

PBX1 ¥
S

BEX1

HLF
GEFIt

RUNXI
MLLY3
MYB
MELST
VAVL

GFEER §

j31¢4 0l
SPI
GATAL
TALL

LAOZ §

LYLi
KLF4

KELFt

NFE2

FOSB

KLF2

CGMFG &

JONB

FOS §

LFE36

Al

Countrol

- N

Numero de colonias

24




ES 2733909 T3

FOSE {8 s

Al

Control

¢ 16 20 3¢

48

Numero de colonias

Fig. 1E

25




ES 2733909 T3

B 2
RN
&)

[~

L]

.

91 988% §,3/0,8%

gt ae® b aeS

(=]

26



ES 2733909 T3

¥ 4 [g v.@“ Mﬁ» i
b} L. i b g 5. L 3 LA -} )
|e10] [op : 8£dO [ejo} [8ap m
T ] Y G wmx‘

frTTTTY

VHSyao-ui

WHgpao.un

RO

+ped3+8€0d0-0602 %

.
+PEAD-BEADF06MI B & - ¥9

+7£03-8€02-0600 %
+SYAO_VHSYaO_ul

+PEAD+BEADI+06AD 4., ; 9.

IS8

Ilw 10d sejn|ad

N

W

n

™~
uo

27



ES 2733909 T3

60
£ 40
§ 26 .
) . - §

GM Ery/My GEMM

Fig. 2C

28



ES 2733909 T3

29



ES 2733909 T3

L€dd
mm:. vm» wmw Ncw 1]
) i : 0 -0

/0

o
0 2 oz -0% .

) SN
0z m -0p -0 o

= o
or m " 09 oe =

[}

09 %cL
oy %10 08 Lo

(s
o0i3

(7]

QO 401 0L 010

i biwed b it PRI PV ST

30



ES 2733909 T3

Fig. 3A

31



ES 2733909 T3

Sangre periférica

' Lo v »m
X Lm wn
wr bw
3 T
+G¥adO 3p
€303 9P .SYADY OP %

16 22-44

12

5

semanas 2

Fig. 3B

32



ES 2733909 T3

hCD33

hCD45

0,07%

hCD41a

33

Fig. 3C



ES 2733909 T3

3

Sk !Hni

3 3 %23y

3

¥ RQS!:“; AENEIRE EALS | ¥ }I‘X?i‘ e

‘ ‘ E ~: A :
wooow W

Ter119

Fig. 3D

34



ES 2733909 T3

gvﬁ
=T

e 00

2=
O
X o

B

o ~)’ ' ,-A:‘ enl A i
SPQaOY

Lin/CD45RA

35

Fig. 3E



ES 2733909 T3

Fig. 3F

36



ES 2733909 T3

N.° de célula

5> .6 .o
& & &

Fig. 3G

37



ES 2 733 909 T3

. F
o
B
R AN 5
T =

E!U0|OQ ep 0 N

Fig. 4A

38



ES 2733909 T3

"Xe 9P %

39

Fig. 4B



ES 2733909 T3

i

]
o~

7
%7

LT R (S R -

semanas 6 semanas 12 semanas

Fig. 4C

40



ES 2733909 T3

o
P

log, (% de hCD45)

1,45% {541%

Fig. 4D

41



ES 2733909 T3

Iy b1

IPRTLS Y
VST o B
268 g8

AL

Tt

¢

R~

@@

4

00011001 2000150005500 5012401000025 5

%

®

w

RS
B =]

%
-

(%) .pedt;

- A

w

‘é:%m
A

S LS4

42



ES 2733909 T3

> .
w 3 W
hOD48 3 semanas 5 semanas

RCD33 (%)

Fig. 4F

43




ES 2733909 T3

3‘4 vViIvD :}______________________

D35+C334+ 4
DR4+Lin- (5

;

;
<
¥

ORF
CDHE{ve-cadherina}
VI 3T ELTN
B2 (KDR)

1
TER {TIE-)
BPRT {EDRT)
BT

@ %
Sa s :
5 3T PTRRE (VE-FTH
=0 RASIE
go S SCARFY
S y
gu B = ACR
T S FACT]
Ew - 8 S“Y'S‘Edtl'
o g g_g g—&\?, ndotelina 4}
P 2 s Gt
e L O MMEND
c 3 Wik 5 GLRNS
T Loz = EGRLT
o= 3PP ® NOTOH
£ DLLa
MMF?
LAMAG
ENG
BMPS
SOX7

44



ES 2733909 T3

Fig. 5B

45



ES 2733909 T3

Morfogénesis de vasos sanguineos Desarrollo de la vasculatura Respuesta inmune
Regulacion de la proliferacion celular R\\e&{a\ﬂ{&{\e\l\a\\emlifﬂacién celular Q\c\ti\v\a\c\é\n\g\e\l\e\u\{\ocitos
AR A dhesién celular ‘Adhesion celular
Desarrollo de érgano hemopoyético o linfoide RSN RSN
RSN Migracion celular Activacion de linfocitos

Regulacion positiva de diferenciacion de células mieloide: B9 \\\\\\m . :\\\\\\\\\\\\\
mmmm Iz\e\ Lw\\d\e\l\%\w!mlemo celular \{{ﬂ\{{{ﬁn\gﬂﬁ ) N o
Desarrollo del sistema inmune Regulacian delcrscimienie:celufar lesarrollo de érgano hemopoyético o linfoide
R AR RSN

¢ i 2 3 ] 10 0 15
I

[} 5 10
JogidiValorP) Jlog18{ValorP} Jogid{ValorP}

Fig. 5C

46



ES 2733909 T3

v9 ‘b1

PIOD £G0 61G0

2'e
¥y

{1e301 :%) doy

I

AT

%1

17068

47



ES 2733909 T3

48

Fig. 6B



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

