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DESCRIPCION
Procedimientos de reprogramacion de células y usos de los mismos

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere al campo de la reprogramacion de células eucariotas, y particularmente a la
desdiferenciacion celular. La invencion también se refiere a los procedimientos para generar células neurales de tipo
madre (NSLC) estables a partir de células somaticas humanas (y otras células) y al uso de las células asi generadas
en terapia humana.

Antecedentes de la invencion

Reprogramacién celular

Hay un deseo en los campos médico, cientifico y de diagndstico para reprogramar una célula facilmente obtenible en
una célula que generalmente es mas dificil de obtener, o reprogramar una célula para que tenga funcionalidades
nuevas o diferentes, sin fusionar ni intercambiar material con un ovocito u otra célula madre.

Segun un primer mecanismo, una célula madre puede dividirse o diferenciarse naturalmente en otra célula madre,
progenitor, precursor o célula somatica. Segun un segundo mecanismo, la célula somatica a veces puede cambiar
transitoriamente su fenotipo o expresar ciertos marcadores cuando se coloca en ciertas condiciones, y, a
continuacion, revertir cuando se coloca nuevamente en las condiciones originales. Segin un segundo mecanismo, el
fenotipo de muchas células se puede cambiar mediante la expresion forzada de ciertos genes (por ejemplo, la
transfeccion estable del gen c-myc en fibroblastos los convierte en células inmortales con caracteristicas de
neuroprogenitor), sin embargo, una vez que se elimina esta expresion génica forzada, las células vuelven
lentamente a su estado original. Por lo tanto, ninguno de los tres mecanismos anteriores debe considerarse una
verdadera reprogramacion: la primera se considera diferenciacion natural que es parte de un programa celular que
ya esta en marcha (pasando de un estado mas indiferenciado a un estado mas diferenciado), el segundo es un
cambio fenotipico transitorio y el tercero es un tipo de célula constantemente forzado. Una verdadera célula madre:
(i) se autorrenueva casi "indefinidamente" (durante mucho mas tiempo que una célula somatica), (ii) no es una célula
cancerosa, (iii) no se mantiene artificialmente por la expresion génica forzada o por medios similares (también debe
poder mantenerse en medios de células madre estandar), (iv) puede diferenciarse a progenitor, precursor, somatica
u otro tipo de célula mas diferenciada (del mismo linaje), y (v) tiene todas las caracteristicas de una célula madre y
no solo ciertos marcadores o expresion de genes o aspecto morfoldgico.

A pesar de las numerosas publicaciones cientificas y de patentes que afirman la exitosa reprogramacion o
desdiferenciacion, generalmente en una célula madre, casi ninguna de estas publicaciones desvela una verdadera
reprogramacion porque estan comprendidas en uno de los mecanismos mencionados anteriormente. Por ejemplo,
Bhasin (documento W02010/088735), Cifarelli y col. (documento US2010/0003223), Kremer y col. (documento
US2004/0009595) y Winnier y col. (documento US2010/0047908) todos se refieren a la reprogramacion,
desdiferenciacion y/o células madre (o progenitoras) obtenidas como cambios celulares fenotipicos basados
Unicamente en un cambio en los marcadores de la superficie celular después del cultivo en diferentes medios con
suplementos, sin evidencia de una verdadera reprogramacion o una célula madre real (autorrenovacion no
cancerosa con marcadores de células madre y sin marcadores de diferenciacion). Lo mismo es cierto para Benneti
(documento W0O2009/079007) que usé una mayor expresion de Oct4 y Sox2. Otros, tales como Akamatsu y col.
(documento W02010/052904) y You y col. (documento W02007/097494, documento US2009/0246870) se refieren
a la fabricacién de células madre, pero esto se produjo a través de la induccion génica artificial constante producida
por retrovirus (similar a cMyc) sin evidencia de células madre verdaderas que no sean inmortales/tumorigénicas y
estables en lugar de transitorias. Otros, tales como Chen y col. (documento US2005/0176707) y You y col.
(documento US2009/0227023), han hecho "células multipotenciales”, pero no células madre. Ademas, estas células
multipotenciales citadas no eran estables (en el caso de You y col., las células ni siquiera podian proliferar) y ambas
utilizaban suplementos y condiciones de medios constantes para forzar el cambio fenotipico. Sin embargo otros,
tales como Oliveri y col. (documento WO02009/018832) y Zahner y col. (documento US2002/0136709) han
reivindicado la fabricacion de células pluripotenciales, totipotenciales, multipotenciales y/o unipotenciales
automaticamente a través de la desmetilacion del ADN en todo el genoma y la acetilacion de histonas, pero sin
evidencia de un verdadera linea celular estable no cancerosa.

La verdadera reprogramacion parece haberse logrado con células madre pluripotenciales inducidas (células iPS)
creadas independientemente por el grupo de Yamanaka (Takahashi y col., 2007) y el grupo de Thomson (Yu y col.,
2007), y potencialmente por otros antes que ellos, y aunque mas tarde se descubrié que muchas de estas células
eran cancerosas, algunas de ellas no lo eran. Estas células pueden inducirse mediante una reprogramacion
verdadera, ya que mas tarde se demostré que también pueden inducirse mediante transfeccion transitoria no
integradora de genes (Soldner y col., 2009; Woltjen y col., 2009; Yu y col., 2009), asi como por ARN (Warren y col.,
2010) o proteina (Kim y col., 2009; Zhou y col., 2009) de forma individual o por moléculas pequefias (Lyssiotis y col.,
2009), y por procedimientos similares. Sin embargo, estas células son esencialmente idénticas a las células madre
embrionarias y tienen los mismos problemas de crecimiento descontrolado, formacién de teratoma y potencial
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formacion de tumores.

Una opcién mas deseable es tener células madre multipotenciales o células similares a pluripotenciales cuyo linaje y
potencial de diferenciacion sea mas restringido para que no formen facilmente teratomas y un crecimiento
descontrolado. Por lo tanto, hay una necesidad de procedimientos para crear células madre multipotenciales, células
de tipo madre multipotenciales y células de tipo madre y procedimiento de reprogramacion o transformacion de
células facilmente obtenibles en células madre multipotenciales altamente deseables, células multipotenciales de
tipo madre y células de tipo madre.

Células de tipo madre neurales (NSLC)

Reparar el sistema nervioso central (SNC) es una de las fronteras que la ciencia médica aun tiene que conquistar.
Las afecciones tales como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y los accidentes
cerebrovasculares pueden tener consecuencias devastadoras para los afectados. Una esperanza central para estas
afecciones es desarrollar poblaciones celulares que puedan reconstituir la red neuronal y volver a alinear las
funciones del sistema nervioso. Por este motivo, hay un gran interés en evolucion en las células madre neurales y
las células progenitoras. Hasta la actualidad, en general, se pensd que las células progenitoras neurales
multipotenciales se comprometen temprano en la ruta de diferenciacion a las células restringidas neurales o a las
células restringidas de la glia.

Las células madre neurales son prometedores para la regeneracion de tejidos a partir de enfermedades o lesiones;
sin embargo, tales terapias requeriran un control preciso sobre la funcion celular para crear los tipos de células
necesarios. Todavia no se comprende completamente los mecanismos que regulan la proliferacion y diferenciacion
celular y, por tanto, es dificil explorar completamente la plasticidad de la poblacion de células madre neurales
derivada de cualquier region del cerebro o del feto en desarrollo.

El SNC, que tradicionalmente se cree que tiene capacidades regenerativas limitadas, retiene un ndmero limitado de
células madre neurales en la edad adulta, particularmente en e giro dentado del hipocampo y la zona subventricular
que repone las neuronas del bulbo olfatorio (Singec | y col., 2007; Zielton R, 2008). La disponibilidad de las células
precursoras es un requisito previo clave para una reparacién basada en trasplantes de defectos en el sistema
nervioso maduro. Por tanto, las células donantes para trasplantes neurales se derivan en gran parte del cerebro
fetal. Esto crea enormes problemas éticos, ademas del rechazo inmunitario, y es cuestionable si tal enfoque puede
usarse para el tratamiento de un gran numero de pacientes, ya que las células madre neurales pueden perder algo
de su potencia con cada division celular.

Las células madre neurales ofrecen un potencial terapéutico prometedor para las terapias de reemplazo celular en
enfermedades neurodegenerativas (Mimeault y col., 2007). Hasta la fecha, se han realizado numerosos trasplantes
terapéuticos que explotan diversos tipos de tejido fetal humano como fuente de material donante. Sin embargo, las
consideraciones éticas y practicas y su inaccesibilidad limitan la disponibilidad como fuente celular para las terapias
de trasplante (Ninomiy My col., 2006).

Para superar barreras y limitaciones a la derivacion de células especificas del paciente, un enfoque ha sido utilizar
células de la piel e inducir la transdiferenciacion a células madre neurales y/o a neuronas (Levesque y col., 2000). La
transdiferenciacion ha estado recibiendo una atencion creciente durante los ultimos afios y la transdiferenciacion de
células de mamiferos se ha logrado en el cocultivo o mediante la manipulacién de las condiciones del cultivo celular.
La alteracion del destino celular se puede inducir artificialmente in vitro mediante el tratamiento de cultivos celulares
con inhibidores de los microfilamentos (Shea y col., 1990), hormonas (Yeomans y col., 1976) e ionéforos de calcio
(Shea, 1990; Sato y col., 1991). Se puede inducir que las células epiteliales de los mamiferos adquieran una forma y
funcién similares a los musculos (Paterson y Rudland, 1985), las células del conducto pancreatico exocrino pueden
adquirir un fenotipo endocrino secretor de insulina (Bouwens, 1998a, b) y las células madre de la médula 6sea
pueden diferenciarse en células hepaticas (Theise y col., 2000) y en células neuronales (Woodbury y col., 2000).
Otros como Page y col. (documento US 2003/0059939) han transdiferenciado células somaticas a células
neuronales mediante el cultivo de células somaticas en presencia de inhibidores del citoesqueleto, la acetilacion y la
metilacion, pero después de la retirada del agente de cebado, la morfologia de las neuronas y las sinapsis
establecidas no duran mucho mas que unas pocas semanas in vitfro y nunca se ha demostrado la conversion
completa a un tipo de neurona completamente funcional y estable. Estos son, por lo tanto, fenotipos celulares
transitorios. La conversion completa a un tipo totalmente funcional y estable de neuroprogenitor o de células madre
neurales tampoco se ha demostrado nunca. La adquisiciéon de un fenotipo estable después de la transdiferenciacion
ha sido uno de los principales desafios que enfrenta el campo.

Asi, hay una necesidad en el campo biomédico de células madre neurales estables, potentes y preferentemente
autdlogas, células progenitoras neurales, asi como neuronas y células gliales para su uso en el tratamiento de
diversos trastornos y enfermedades neurolégicas. Lo mismo es cierto para muchos otros tipos de células.
Recientemente, se ha obtenido evidencia de que los genes de la clase basica Hélice-Bucle-Hélice (bHLH) son
reguladores importantes de varias etapas en el desarrollo del linaje neural, y la sobreexpresion de varios factores
neurogénicos de bHLH da como resultado la conversion de ectodermo no determinado en tejido neuronal. Las
proteinas proneurales de bHLH controlan la diferenciacion en células progenitoras y su progresion a través del
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programa neurogénico en todo el sistema nervioso (Bertrand y col., 2002). MASH1, NeuroD, NeuroD2, MATH1-3 y
Neurogenina 1-3 son factores de transcripcion de bHLH expresados durante la determinacion y diferenciacion
neuronal de mamiferos (Johnson y col., 1990; Takebyashi y col., 1997; McCormick y col., 1996; Akazawa y col.,
1995). Las interrupciones dirigidas de MASH1, Ngn1, Ngn2 o NeuroD en ratones conducen a la pérdida de
subpoblaciones especificas de neuronas (Guillemot y col., 1993; Fode y col., 1998; Miyata y col., 1999).

La patente de Estados Unidos N.° 6.087.168 (Levesque y col.,) describe un procedimiento para convertir o
transdiferenciar las células basales epidérmicas en neuronas viables. En un ejemplo, este procedimiento comprende
la transfeccion de las células epidérmicas con uno o mas vectores de expresién que contienen al menos un ADNc
que codifica un factor de transcripcién neurogénico responsable de la diferenciacion neural. Los ADNc adecuados
incluyen: activadores de hélice-bucle-hélice basicos, tal como NeuroD1, NeuroD2, ASH1 y activadores tipo dedos de
cinc, tal como Zic3 y MyT1. A la etapa de transfeccion le sigui6 la adicion de al menos un oligonucleétido antisentido
que se sabe que suprime la diferenciacion neuronal al medio de crecimiento, tal como el gen MSX1 humano y/o el
gen HES1 humano (u equivalentes homélogos no humanos). Por ultimo, las células transfectadas se cultivaron en
presencia de un retinoide y al menos una neurotrofina o citocina, tal como el factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF), factor de crecimiento neural ( NGF), neurotrofina 3 (NT-3) o neurotrofina 4 (NT-4). Esta tecnologia produce
el 26 % de las células neuronales; sin embargo, no se establecio la funcionalidad ni la estabilidad de estas células.
Ademas, las células madre neurales o las células neuroprogenitoras no se producen de acuerdo con este
procedimiento.

Un proceso posterior (Levesque y col., 2005; patente de Estados Unidos n.° 6949380) menciona la conversion de las
células basales epidérmicas en una célula progenitora neural, neuronal o de la glia exponiendo la célula basal
epidérmica a un antagonista de la proteina morfogenética 6ésea (PMO) y cultivando la célula en presencia de al
menos un oligonucledtido antisentido que comprende un segmento de un gen MSX 1 y/o gen HES1. No obstante, no
hay evidencias ni ejemplos de que se produjeran células progenitoras neurales o gliales de acuerdo con este
procedimiento, sin mencionar detalles o evidencia de lograr las caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas o
inmunoldgicas de las células neuronales. Ademas, dado que no hay informacién sobre la funcionalidad, estabilidad,
expansion y rendimiento sobre las células que pueden o no haberse producido, es posible que estas células son
realmente células precursoras derivadas de la piel (Fernandes y col., 2004) que se han diferenciado en células
neuronales.

En vista de lo anterior, hay, por lo tanto, una necesidad de células madre neurales potentes, estables vy,
preferentemente, autdlogas, células progenitoras neurales, neuronas y células gliales, asi como otros tipos de
células, células madre y células progenitoras. También existe la necesidad de procedimientos que puedan resultar
en una verdadera desdiferenciacion de las células y una reprogramacion de las células.

La presente invencion aborda estas necesidades y proporciona procedimientos que pueden resultar en una
verdadera desdiferenciacion celular y una reprogramacion celular.

Los rasgos adicionales de la invencién seran evidentes a partir de la revision de la divulgacion, figuras y descripcion
de la invencién en el presente documento.

Sumario de la invencién

La invencion es como se define en las reivindicaciones. Los términos "realizacion" y "aspecto” como se usan en el
presente documento se refieren a la divulgacion en su totalidad y pueden o no pueden referirse a la invencion
reivindicada.

Un aspecto particular se relaciona con el desarrollo de una tecnologia para reprogramar una célula somatica o célula
no neuronal a una célula que tiene una o mas caracteristicas morfolégicas fisioldgicas y/o inmunoldgicas de una
célula madre neural y que posee la capacidad de diferenciarse a lo largo de linajes neuronas y gliales. De acuerdo
con algunas realizaciones, la divulgacion esta mas particularmente relacionada con los procedimientos para generar
células neurales similares a las células madre neurales (NSLC) a partir de células somaticas humanas, células
progenitoras humanas y/o de células madre humanas, asi como células, lineas celulares y tejidos obtenidos
mediante el uso de dichos procedimientos.

La divulgacion se refiere ademas a composiciones y procedimientos para inducir la desdiferenciacion de células
somaticas humanas en células de tipo madre neurales que expresan marcadores especificos de células madre
neurales. De acuerdo con la presente divulgacion, es posible efectuar la conversion de células a varios tipos de
células neuronales diferenciadas que pueden crearse a partir de un solo tipo de célula tomado de un donante
individual y, a continuacion, reprogramarse y transplantarse en el mismo individuo. Tras la induccidn, las células de
acuerdo con la divulgaciéon expresan marcadores especificos de células madre neurales y se convierten en células
de tipo madre neurales.

Segun un aspecto particular, la divulgacion se refiere a un procedimiento para transformar una célula de un primer
tipo en una célula deseada de un tipo diferente. EI comprende i) obtener una célula de un primer tipo; ii) aumentar de
forma transitorio en la célula de un primer tipo los niveles intracelulares de al menos un agente de reprogramacion,
por lo que el aumento transitorio induce la expresién endégena directa o indirecta de al menos un regulador génico;
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iii) colocar la célula en condiciones para soportar el crecimiento y/o la transformacion de la célula deseada y
mantener los niveles intracelulares de al menos un agente de reprogramaciéon durante un periodo de tiempo
suficiente para permitir la expresion estable del al menos un regulador génico en ausencia del agente de
reprogramacion; y iv) mantener la célula en condiciones de cultivo que apoyan el crecimiento y/o la transformacion
de la célula deseada. Tales condiciones se mantienen durante un periodo de tiempo suficiente para permitir una
expresion estable de una pluralidad de genes secundarios. Segun la divulgacion, la expresion de uno o mas de los
genes secundarios es caracteristica de las propiedades fenotipicas y funcionales de la célula deseada, mientras que
no es caracteristica de las propiedades fenotipicas y funcionales de una célula madre embrionaria. Por lo tanto, al
final del periodo de tiempo, se obtiene la célula deseada de un tipo diferente.

Segun otro aspecto particular, la divulgacion se refiere a un procedimiento para transformar una célula de un primer
tipo en una célula de un segundo tipo diferente. El procedimiento comprende poner en contacto la célula de un
primer tipo con uno o mas agentes capaces de aumentar dentro de dichos niveles celulares de al menos un agente
de reprogramacion y remodelar directa o indirectamente la cromatina y/o el ADN de la célula. El al menos un agente
de reprogramacion se selecciona para inducir directa o indirectamente la expresion de caracteristicas morfoldgicas y
funcionales de una célula deseada de un tipo diferente o un linaje celular diferente.

De acuerdo con otro aspecto, la divulgacion se refiere a un procedimiento para transformar una célula de un primer
tipo en una célula de un segundo tipo diferente. El procedimiento comprende poner en contacto la cromatina y/o el
ADN de una célula de un primer tipo con un agente capaz de remodelar la cromatina y/o el ADN de dicha célula; y
aumentar los niveles intracelulares de al menos un agente de reprogramacion. El al menos un agente de
reprogramacion se selecciona para inducir directa o indirectamente la expresion de caracteristicas morfologicas y
funcionales de una célula deseada de un tipo o linaje celular diferente.

Un aspecto adicional de la divulgacion se refiere a un procedimiento para transformar una célula de un primer tipo en
una célula de una célula deseada de un tipo diferente, que comprende el aumento de los niveles intracelulares de al
menos un agente de reprogramacion, en el que el al menos un agente de reprogramacion se selecciona para inducir
directa o indirectamente la expresion de caracteristicas morfolégicas y funcionales de un segundo tipo de célula
deseado; y mantener la célula de un primer tipo en condiciones de cultivo para soportar la transformacion de la
célula deseada durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la expresién estable de una pluralidad de
genes secundarios cuya expresion es caracteristica de las propiedades fenotipicas y funcionales de la célula
deseada, en el que al menos uno de los genes secundarios no es caracteristico de las propiedades fenotipicas y
funcionales de una célula madre embrionaria. Al final del periodo de tiempo, se obtiene la célula deseada de un tipo
diferente y la célula obtenida se caracteriza ademas por una represion estable de una pluralidad de genes
expresados en el primer tipo de célula.

Un aspecto adicional de la divulgacion se refiere a un proceso en el que una célula de un primer tipo se reprograma
a una célula deseada de un tipo diferente, comprendiendo el proceso:

- un aumento transitorio de los niveles intracelulares de al menos un agente de reprogramacion, en el que el al
menos un agente de reprogramacion induce una expresion endogena directa o indirecta de al menos un
regulador génico, y en el que la expresion endégena de dicho al menos un regulador génico es necesaria para la
existencia de la célula deseada de un tipo diferente;

- una expresion estable de dicho al menos un regulador génico;

- expresion estable de una pluralidad de genes secundarios, en el que la expresion estable de los genes
secundarios es el resultado de la expresion estable de al menos un regulador génico, y en el que: (i) la expresion
estable de la pluralidad de genes secundarios es caracteristica de las propiedades fenotipicas y/o funcionales de
la célula deseada, (ii) la expresion estable de al menos uno de dichos genes secundarios no es caracteristica de
las propiedades fenotipicas y funcionales de una célula madre embrionaria, y en el que (i) y (ii) son indicativos de
una reprogramacion exitosa de la célula del primer tipo al célula deseada del tipo diferente.

En realizaciones particulares, el al menos un agente de reprogramacion en el proceso es un polipéptido Msi1 o un
polipéptido Ngn2 junto con un polipéptido MDB2. En realizaciones particulares, el al menos un regulador génico es
Sox2 Msi1, o ambos. En realizaciones adicionales, el al menos un regulador génico puede ser uno o mas de los
genes enumerados en la Tabla A para células de tipo madre neurales.

De acuerdo con otro aspecto, la divulgacion se refiere a un procedimiento para obtener una célula similar a célula
madre (SLC), que comprende:

i) proporcionar una célula de un primer tipo;

ii) aumentar de forma transitorio los niveles intracelulares de al menos un agente de reprogramacion, por lo que
el aumento transitorio induce la expresion enddgena directa o indirecta de al menos un regulador génico;

iii) colocar la célula en condiciones para soportar la transformacioén en la célula similar a célula madre y mantener
los niveles intracelulares de al menos un agente de reprogramacion durante un periodo de tiempo suficiente para
permitir la expresion estable del al menos un regulador génico en ausencia del agente de reprogramacion;

iv) mantener la célula en condiciones de cultivo para apoyar la transformacion en la célula similar a célula madre
durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la expresion estable de una pluralidad de genes
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secundarios cuya expresion es caracteristica de las propiedades fenotipicas y/o funcionales de la célula similar a
célula madre, en el que al menos uno de los genes secundarios no es caracteristico de las propiedades
fenotipicas y funcionales de una célula madre embrionaria. Al final de dicho periodo de tiempo, se obtiene una
célula similar a célula madre.

De acuerdo con otro aspecto, la divulgacion se refiere a un procedimiento para obtener una célula similar a célula
madre. El procedimiento comprende aumentar los niveles intracelulares de al menos un polipéptido especifico para
el tipo de célula madre deseado que es capaz de conducir directa o indirectamente la transformacion de la célula del
primer tipo en la célula similar a célula madre. Para aumentar el rendimiento o tipo de células de tipo madre, el
procedimiento puede comprender ademas poner en contacto la cromatina y/o el ADN de una célula de un primer tipo
con un acetilador de histonas, un inhibidor de la desacetilacion de histonas, un desmetilador de ADN, y/o un inhibidor
de la metilacion del ADN; y/o aumentar los niveles intracelulares de al menos otro polipéptido especifico para el tipo
de célula madre deseado que es capaz de conducir directa o indirectamente la transformacion de la célula del primer
tipo en la célula similar a célula madre.

De acuerdo con otro aspecto, la divulgacion se refiere a un procedimiento para obtener una célula similar a una
célula madre (NSLC). El procedimiento comprende aumentar los niveles intracelulares de al menos un polipéptido
especifico de células madre neurales que es capaz de conducir directa o indirectamente la transformacion de la
célula del primer tipo en una NSLC. Para aumentar el rendimiento o tipo de NSLC, el procedimiento comprende
ademas la cromatina de contacto y/o el ADN de una célula de un primer tipo con un acetilador de histonas, un
inhibidor de la desacetilacion de histonas, un desmetilador de ADN, y/o un inhibidor de la metilacion del ADN; y/o
aumentar los niveles intracelulares de al menos un polipéptido especifico de células madre neurales que es capaz
de conducir directa o indirectamente la transformacién de la célula del primer tipo en una NSLC.

Otro aspecto de la divulgacién se refiere a un procedimiento para obtener una célula similar a una célula madre
(NSLC). En una realizacion, el procedimiento comprende transfectar una célula de la piel con un polinucleétido que
codifica Musashi1, Musashi1 y neurogenina 2, Musashi1 y la proteina 2 del dominio de unién a metil-CpG (MBD2), o
la neurogenina 2 y la proteina 2 del dominio de unién a metil-CpG, reprogramando asi la célula de la piel en una
NSLC. En ofra realizacion, el procedimiento comprende exponer una célula de la piel a: (i) un inhibidor de la
desacetilacion de histonas, (i) un inhibidor de la metilacién del ADN, (iii) un acetilador de histonas, y/o (iv) un
desmetilador de ADN tal como un polipéptido MBD2 y/o transfectando con un polinucleétido que codifica un
polipéptido MBD2; y transfectar aun mas la célula (ya sea simultaneamente, antes, o después) con un polinucleétido
que codifica MUSASHI1 y/o con un polinucledtido que codifica NGN2, reprogramando asi la célula de la piel en una
NSLC. Algunas otras células, tales como queratinocitos y células CD34+, también se pueden utilizar y reprogramar.

En una realizacion particular, el procedimiento para obtener una célula similar a célula madre neural (NSLC),
comprende:

- proporcionar una célula de un primer tipo;

- introducir en la célula uno o mas polinucleétidos capaces de la expresion transitoria de uno o mas de los
siguientes polipéptidos: Musashi1 (Msi 1); un Musashi1 (Msi 1) y una Neurogenina 2 (Ngn2); un Musashi1 (Msi1)
y una proteina 2 de dominio de unién a metil-CpG (MBD2); y neurogenina 2 (Ngn2) y proteina 2 del dominio de
union a metil-CpG (MBD2); y

- colocar la célula en condiciones de cultivo que apoyan la transformacion en una NSLC durante un periodo de
tiempo suficiente para permitir una expresion estable de una pluralidad de genes cuya expresion es caracteristica
de las propiedades fenotipicas y funcionales de una NSLC.

Al final del periodo de tiempo, se obtiene un NSLC y el NSLC obtenido se caracteriza ademas por una represion
estable de una pluralidad de genes expresados en el primer tipo de célula.

De acuerdo con otra realizacion, el procedimiento para obtener una célula similar a célula madre neural (NSLC),
comprende:

- proporcionar una célula de un primer tipo que no es NSLC;

- aumentar los niveles intracelulares de al menos un polipéptido especifico de células madre neurales, en el que el
polipéptido es capaz de conducir directa o indirectamente la transformacion de la célula del primer tipo en una
NSLC;y

- poner en contacto la cromatina y/o el ADN de la célula de un primer tipo con un acetilador de histonas, un
inhibidor de la desacetilacion de histonas, un desmetilador y/o un inhibidor quimico de la metilacién del ADN.

De acuerdo con otra realizacion, el procedimiento para obtener una célula similar a célula madre neural (NSLC),
comprende:

- obtener una no NSLC;

- cotransfectar la no NSLC con un primer polinucleétido que codifica un polipéptido MBD2 y con al menos un
segundo polinucledtido que codifica un polipéptido MUSASHI1 y/o que codifica un polipéptido NGN2;

- colocar la célula cotransfectada en condiciones de cultivo para soportar la transformacién de NSLC hasta que se
obtenga dicha NSLC.
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Ciertos aspectos de la invencion se refieren a células aisladas, lineas celulares, composiciones, ensamblaje 3D de
células y tejidos que comprenden células obtenidas usando los procedimientos descritos en el presente documento.
Aspectos adicionales se refiere al uso de tales células aisladas, lineas celulares, composiciones, ensamblaje 3D de
células y tejidos de tratamiento médico y procedimientos de regeneracion de tejidos u érganos de mamiferos.

No obstante, un aspecto adicional se refiere a un procedimiento para reparar o regenerar un tejido en un sujeto. En
una realizacion, el procedimiento comprende la administracion de una célula reprogramada como se define en el
presente documento a un sujeto que lo necesite, en el que la administracion proporciona una dosis de células
reprogramadas suficiente para aumentar o apoyar una funcién bioldgica de un tejido u 6rgano dado, mejorando asi
la afeccion del sujeto.

Los beneficios de la presente invencion son significativos e incluyen un menor coste de la terapia celular eliminando
la necesidad de agentes inmunosupresores, no hay necesidad de embriones ni tejido fetal, eliminando asi las
limitaciones éticas y de tiempo, menor coste de produccién y ningun riesgo para la salud debido a la posible
transmision de virus u otras enfermedades. Ademas, ya que las células se crean frescas, tienden a ser mas potentes
que las células que se han pasado varias veces.

Aspectos adicionales, ventajas y caracteristicas de la presente invencion se haran mas evidentes al leer la siguiente
descripcion no restrictiva de realizaciones preferidas que son de ejemplo y no deben interpretarse como limitantes
del alcance de la invencion.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es un panel de micrografia 6ptica (10X) que presenta cambios en la morfologia celular de células no
transfectadas y transfectadas con Msi1 y MBD2 en varios puntos de tiempo.

La Figura 2 es un panel de fotomicrografias obtenidas con Cellomics™ (10x) y que revelan células positivas a
NCAM en células transfectadas con Msi1 o Ngn2 en presencia de MBD2. Los HFF se trataron previamente con
citocalasina B (10 pg/ml) y se transfectaron con pCMV6-XL5-Msi1 y pCMV6-XL5-MBD2 o pCMV6-XL4-Ngn2 y
pCMV6-XL5-MBD2. Tras 24 horas después de la transfeccion, el medio se cambié y las células se cultivaron en
medio de proliferacion (NPBM, Lonza) suplementado con EGF (20 ng/ml) y bFGF (20 ng/ml) durante una
semana. La diferenciacion se indujo cambiando el medio a NbActive (BrainBits™) suplementado con NGF (20
ng/ml), bFGF (20 ng/ml), ATRA (5 uM) y forscolina (10 pM). Las células se incubaron a 37 °C, 5 % de CO2, 5 %
de Oz durante 20 dias.

La Figura 3 es un panel de fotomicrografias obtenidas con Cellomics™ (10x) y que revelan células positivas para
MAP2b en células transfectadas con Msi1 o Ngn2 en presencia de MBD2. Las células positivas para MAP2b
fueron indetectables en células no transfectadas y células transfectadas con Pax6/MBD2. Los HFF se trataron
previamente con citocalasina B (10 ug/ml) y se transfectaron con pCMV6-XL5-Msi1, pCMV6-XL4-Ngn2 o
pCMV6-XL5-Pax6 y pCMV6-XL5-MBD2. Tras 24 horas después de la transfeccion, el medio se cambio y las
células se cultivaron en medio de proliferacion (NPBM, Lonza) suplementado con EGF (20 ng/ml. Peprotech) y
bFGF (20ng/ml, Peprotech) durante una semana. La diferenciaciéon se indujo cambiando el medio a NbActive
(BrainBits™) suplementado con NT-3 (20 ng/ml), bFGF (20 ng/ml), ATRA (5 uM) y forscolina (10 uM). Las células
se incubaron a 37 °C, 5 % de CO,, 5 % de O, durante 2 semanas.

La Figura 4A es un panel de fotografias que muestra que las neuroesferas formadas por NSLC del Ejemplo V se
disociaron completamente en suspensiones de células individuales utilizando Accutase y se controlé una sola
célula a lo largo del tiempo para revelar la capacidad de formacién de neuroesferas (A, observacion con
microscopio 6ptico). Las neuroesferas fueron positivas para la tincién como Sox2.

La Figura 4B es un panel de fotografias de los resultados de inmunohistoquimica obtenidos con Cellomics™. Se
realizé inmunohistoquimica, el dia 20, para detectar fabricantes de neuroesferas y en comparacién con los
niveles de expresion en las neuroesferas formadas por células neuroprogenitoras humanas normales (hNPC,
Lonza). Ademas de Sox2, células tefiidas positivas para los marcadores de células madre neurales Musashi,
CD133, nestina y GFAP. Las células también se tifieron de forma positiva para BllI-tubulina (un marcador para
las neuronas), O4 (un marcador para oligodendrocitos) y GFAP (un marcador para astrocitos), lo que indica el
potencial de diferenciacion tripotencial de ambos conjuntos de células (NSLC y hNPC), y negativo para NGFrec y
NeuN (marcadores para neuronas diferenciadas) que indica que las células no se diferenciaron terminalmente.

La Figura 5 es un panel de fotomicrografias de los resultados de inmunohistoquimica obtenidos con Cellomics™.
La inmunohistoquimica se realiz6 en HFF, NSLC y hNPC para detectar la expresion de marcadores para
fibroblastos asi como células madre neurales (Sox2, nestina, GFAP) en cultivos adherentes (que impidieron que
las células flotaran y formaran neuroesferas). Los nucleos se tifieron con Hoechst (imagenes de nivel superior).
Los HFF expresaron marcadores de fibroblastos, mientras que las NSLC creadas a partir de estos HFF no lo
hicieron. En comparacion, las NSLC expresaron marcadores de células madre neurales de manera similar a las
hNPC, mientras que los HFF no expresaron ninguno de estos marcadores.

La Figura 6 es un panel de fotomicrografias que muestra NSLC humanas. Se indujo la diferenciacion de NSLC
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humanas en linajes neuronales en presencia de medio de diferenciacion NS-A (StemCell Technologies) en
presencia de BDNF (20 ng/ml, Peprotech) y bFGF (40 ng/ml, Peprotech) durante tres semanas. En diferentes
puntos de tiempo de diferenciacion, la inmunotincion con Cellomics™ (10x) reveld una diferenciacion de las
células como lo demuestra la disminucion de las células positivas para Sox2 y el aumento en el nimero y la
intensidad de la tincion de células positivas para p75, BllI-tubulina y GABA, asi como la morfologia diferenciada,
mientras que el nimero total de células aumenté como se muestra mediante tincién de Hoechst.

La Figura 7 es otro panel de fotomicrografias. Los HFF, queratinocitos y CD34+ se transfectaron con pCMV6-
Msi1-Ngn2 y pCMV6-XL5 - MBD2. Tras 24 horas después de la transfeccion, el medio se cambié a medio de
proliferacion (StemCell Technologies) suplementado con EGF (20 ng/ml. Peprotech) y bFGF (20ng/ml,
Peprotech) durante dos semanas y después se analizaron. Las fotomicrografias que utilizan Cellomics™ (10x)
muestran que las NSLC creados a partir de los tres tipos de células son positivos para nestina, Sox2 y GFAP
(marcadores para células madre neurales), mientras que los HFF originales no lo son.

La Figura 8 es un panel de fotomicrografias que muestran el efecto del medio CDM en la transdiferenciacion de
HFF hacia neuronas. Los HFF se trataron previamente con citocalasina B (10 ug/ml) e inhibidor de desacetilacion
de histonas (VPA, 4 mM) e inhibidor de metilaciéon de ADN (5-Aza, 5 uM y se cultivaron en medio CDM que
contiene una relacion 3:1 de medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, alto contenido de glucosa (4,5 g/l)
con L-glutamina y piruvato de sodio) y medio F-12 de Ham complementado con los siguientes componentes:
EGF (4,2 x 107" M), bFGF (2,8 x 10-'°M), ITS (8,6 x 105 M), dexametasona (1,0 x 107"M), fosfato de acido L-
ascorbico, sal de magnesio n-hidrato (3,2 x 10M), L-3,3’,5-triyodotironina (2,0 x 10-° M), etanolamina (10“M),
GlutaMAX™ (4 x 10® M), glutation (3,3 x 10°M). Después de 24 horas, el medio de cultivo se reemplazo con 75
% de medio CDM y 25 % de medio de proliferacion neuronal (Lonza, N.° de catalogo CC-3210); durante los
siguientes 3 dias, la relacion de los medios se cambidé a 50 %:50 %, 25 %:75 % y, a continuacion, 100 % de
medio de proliferacion neuronal al tercer dia. Se tomaron fotomicrografias con Cellomics™ (10X) después de la
inmunotincion de las células con BllI-tubulina (marcador neuronal) y Hoechst (para tefiir los nucleos) en
diferentes puntos temporales. Las células empezaron a transdiferenciarse en unos pocos dias y las células
transdiferenciadas fueron positivas para Blll-tubulina; sin embargo, después de una semana se observd una
inversion espontanea a la forma fibroblastica y pérdida de la expresion de BllI-tubulina.

La Figura 9 es un panel de fotomicrografias que muestran la caracterizacion de células reprogramadas dentro de
CDM en diferentes puntos de tiempo después de la transfeccion con Msi1 y Ngn2. Las células transfectadas se
trataron con citocalasina B (10 pg/ml), EI VPA (4 mM) y 5-AZA (5 pM) que dio como resultado una interrupcién de
los microfilamentos y el redondeo de las células y laxitud de la cromatina. La inmunohistoquimica en el CDM
tridimensional se realizd6 después de una y dos semanas utilizando Cellomics™ (10X). Las células fueron
positivas para el marcador neuronal maduro, tal como MAP2b, pero estuvieron ausentes en el CDM de control no
transfectado.

La Figura 10 es otro panel de fotomicrografias. Las células el dia 4 de CDM se lipotransfectaron con los dos
vectores pCMV6-XL5-Msi1 y pCMV6-XL4-Ngn2 individualmente o en combinaciéon con pCMV-XL5-MBD2 durante
un periodo de 6 horas. En paralelo, la transfecciéon se realizé en HFF nuevos después de las 6 horas usando
nucleofeccion y estos HFF nuevos se colocaron en la parte superior del CDM al mismo tiempo que los medios de
lipofectamina se cambiaron a medio de CDM nuevo después de 6 horas. Después de 24 horas, el medio se
cambioé a medio de proliferacion neural (NPBM, Lonza) con la presencia de noggina (50 ng/ml, Peprotech), hFGF
recombinante (20 ng/ml, Peprotech) y hEGF recombinante (20 ng/ml, Peprotech) durante una semana. El dia 7
se indujo diferenciacion, afiadiendo medio de diferenciacion NS-A (StemCell Technologies) durante 24 dias. La
inmunohistoquimica se realizd en varios puntos de tiempo utilizando Cellomics™ (10X). EI CDM se tifid con un
anticuerpo especifico contra nestina (un marcador para las células madre neurales), y las células dentro del CDM
expresaron nestina en todos los puntos de tiempo analizados (dias 8, 15 y 21) después de la transfeccion. Las
células dentro del CDM de control no transfectado no expresaron ninguna nestina.

La Figura 11 es un panel que muestra una imagen de una electroforesis en gel de poliacrilamida. Las NSLC
cultivadas como cultivos adherentes o cultivos en suspension (como neuroesferas) expresan la telomerasa (que
se expresa en todas las células madre, pero no en células somaticas diferenciadas normales). Tanto las NSLC
de pase temprano (p5) como tardio (p27) expresan telomerasa. (Los HFF originales a partir de los cuales se
crearon las NSLC no expresaron telomerasa). Las muestras (NSLC) se centrifugaron y la concentracion de
proteina del sobrenadante se determind mediante el ensayo BCA. Se afiadieron 900 ng de proteina de cada
extracto celular directamente a la mezcla de reaccién TRAP que contenia el tampdn de reacciéon TRAP, dNTP,
cebador del sustrato molde (TS), mezcla de cebadores TRAP y Taq polimerasa. Las mezclas de reaccion se
incubaron a 30 °C durante 30 minutos para la sintesis del molde, seguido de un procedimiento de PCR (95 °C/15
min para la desnaturalizacion inicial, 94 °C/30 s, 59 °C/30 s, 72 °C/1 min durante 32 ciclos) para la amplificacion
de los productos de telomerasa extendida. Para detectar la actividad telomerasa, la electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE) se realiz6 para los productos de reacciéon en un gel TBE no desnaturalizante al 10 %.
Después de la electroforesis, el gel se tifid con SYBR® Green | Nucleic Acid Gel Stain durante 30 minutos,
seguido de la captura de imagenes mediante el sistema de documentacion en gel (Alpha Innotech). Las 4
muestras fueron positivas para telomerasa (como lo indica la escala de productos TRAP).
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La Figura 12 es un panel que muestra una imagen que muestra el analisis de transferencia Southern de dos
muestras de NSLC diferentes analizadas para la integracion de los genes Msi1 y Ngn2 dos semanas después de
la transfeccion transitoria. La sonda de PCR marcada con Dig revel6 sefales distintas en las muestras de control
positivo en las que el ADN plasmidico Msi1/Ngn2 se inserté en el ADN genémico de HFF para la equivalencia de
1, 10 o 100 integraciones por genoma. Hubo algunas bandas débiles e idénticas que aparecieron en el ADN
gendmico digerido con enzimas de restriccion de las muestras de HFF y NSLC no transfectadas n.° 1 y n.° 2, lo
que sugiere que no habia integracion de ADN plasmidico en el ADN gendémico de NSLC. Estas bandas débiles
pueden representar el gen Ngn2 enddgeno ya que la sonda de PCR marcada con Dig de 1,2 kb contiene una
pequefa parte del gen Ngn2. Hubo sefales positivas en el carril de la escalera de ADN kb ya que las bandas
pertenecen a varios plasmidos digeridos hasta el final con enzimas de restriccion apropiadas (NEB). Este dato
muestra que ninguna NSLC, o solo un pequefio nimero de ellas, tenia integracion de plasmidos en el genoma
del huésped después de la transfeccion transitoria y que los genes transfectados transitoriamente solo estaban
presentes en las células durante un corto periodo de tiempo (menos de dos semanas).

La Figura 13 es un panel con un grafico de lineas y un grafico de barras que muestra mejoras y puntuaciones
clinicas significativamente mejores en ratones EAE tratados con NSLC. Se inmunizaron ratones hembra C57BL/6
de 8 semanas de edad con MOG35-55 (Sheldon Biotechnology Center McGill University) en CFA que contenia 5
mg/ml de Mycobacterium tuberculosis H37Ra (Difco, inc) desecada (muerta y secada) en dos sitios en la parte
posterior, y se inyectaron 200 ng de toxina pertussis (List Biological Laboratories, Inc) en PBS por via
intraperitoneal los dias 0 y 2. Una vez que los ratones comenzaron a mostrar sintomas de EAE (el dia 13
después de la inmunizacion), se inyectaron por via intravenosa 200 pl de NSLC (1 millon de células), hNPC (1
millén de células), solucion salina o solucién salina con ciclosporina. Todos los ratones, excepto el grupo de
control con solucioén salina, recibieron inyecciones diarias de ciclosporina. Se puntué la enfermedad clinica en los
ratones diariamente; los datos representan puntuaciones promedio diarias. Los ratones que recibieron una
inyeccion unica de NSLC tuvieron una gravedad de la enfermedad significativamente menor que los ratones que
recibieron hNPC o ciclosporina solo.

La Figura 14 es un grafico de lineas que muestra los resultados de las evaluaciones rotarod de acuerdo con el
Ejemplo XVII, parte 2. Se entrend a las ratas en el rotarod antes del comienzo del experimento. Se coloco a las
ratas en un rotarod estacionario y giratorio (girando a 20 rpm) y se monitorizo la cantidad de tiempo que pasaban
las ratas caminando sobre el rotarod antes de caerse. Las mediciones se tomaron antes de la ablacion y el
tratamiento quirdrgico del hemisferio izquierdo del cerebro (antes de la cirugia) y después (después de la
cirugia). Los puntos de datos representan el numero medio de caidas de cada animal durante cada sesion de
prueba de 60 segundos realizada a una velocidad constante de 20 rpm. Cada grupo constaba de ocho ratas.

La Figura 15 es un gréafico de lineas que muestra los resultados de las evaluaciones de la viga para caminar
segun el Ejemplo XVII, parte 2. Las ratas se midieron segun su capacidad para cruzar una viga de 100 cm de
largo después de la ablacion y el tratamiento quirtrgico del hemisferio izquierdo del cerebro. Dos dias después
de la cirugia, ningun grupo pasé la prueba y los animales no pudieron mantenerse en equilibrio en la viga. Una
semana después de la cirugia, todos los animales muestran una mejora en su capacidad para caminar, pero no
se observo diferencia significativa entre los diferentes grupos tratados. Desde la semana 4 hasta la semana 26,
los animales tratados con NSLC muestran una mejora significativa en su capacidad para caminar en
comparacion con los otros grupos.

La Figura 16 es un panel que muestra fotografias de ADSC transfectadas transitoriamente con varios vectores
pluripotenciales usando nucleofector como se describe en el Ejemplo XIX. Después de la transfeccion, las
células se cultivaron en placas de 6 pocillos en suspensién con una mezcla 50:50 de medio completo ADSC
(StemPro™ -43) y medio de células madre embrionarias (nTeSR1™, StemCell Technologies). Después de dos
dias de cultivo, las células se volvieron a transfectar con los mismos plasmidos y se sembraron en placas de 96
pocillos recubiertas con Matrigel™ (BD Biosciences) en presencia de medio completo mTeSR1™ suplementado
con tiazovivina (0,5 pM), un inhibidor de ALK-5 (SB341542, Stemgent, 2 yM), y un inhibidor de MEK
(PD0325901, Stemgent, 0,5 pM). El medio se cambio todos los dias y las células se cultivaron durante 22 dias a
37 °C, 5% de CO,, 5% de O, seguido de tincion AP e inmunohistoquimica para analizar la expresion de
marcadores de pluripotencia. Las células formaron colonias y se descubrié que expresaban ambos marcadores
de pluripotencia Oct4 y AP después de transfectar células con pEF-Rex1-EF-Oct4-2A-KIf4-2A-RFP.

La Figura 17 es un panel que muestra fotografias de ADSC transfectadas transitoriamente con pCMV6-XL5-
Rex1/pCMV6-XL5-KIf4 y pCMV6-XL5-Rex1/pCMV6-XL4-Oct4. Después de la segunda transfeccion, las ADSC
se cultivaron en placas de 96 pocillos recubiertas con Matrigel™ durante 24 dias en presencia de medio
mTeSR1™ suplementado con SB341542 y PD0325901 a 37 °C, 5% de CO,, 5% de O, Con el fin de
caracterizar subpoblaciones de células después de la transfecciéon, se usaron tincibn en Vvivo,
inmunohistoquimica y tincién AP. 1-5 % del total de células transfectadas con Rex1/Oct4 o Rex1/Klf4 mostraron
un fenotipo SSEA-4+ y TRA-1-81+ (marcadores de pluripotencia temprana). La observacion a lo largo del tiempo
mostré que el fenotipo de estas colonias se mueve desde un fenotipo SSEA-4+ temprano hasta un fenotipo Oct4
+/Sox2/Nanog+ tardio a partir del Dia 22, que estaba mas cerca del estado reprogramado final y una célula de
tipo pluripotencial.
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La Figura 18 es un panel que muestra fotografias de ADSC transfectadas transitoriamente con varios vectores
pluripotenciales. Después de la transfeccion, las células se sembraron en placas en medio de StemPro™ MSC
SFM en Matrigel™ (BD Biosciences) recubiertas de 24 pocillos y se incubaron a 37 °C, 5 % de CO2, 5 % de O..
El dia 1, el medio se cambié a una mezcla de 75 % de StemPro™ MSC y 25 % de medio de células hES; el
porcentaje de medio StemPro™ MSC SFM se redujo todos los dias durante cuatro dias para obtener un medio
de células hES al 100 % para el dia 4. A continuaciéon, se cambié el medio cada dos dias. El medio de células
hES consisti6 en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Invitrogen) suplementado con un 20 % de
Knockout™ Serum Replacement (KSR, Invitrogen), GlutaMAX™ 1 mM, aminoacidos no esenciales 100 yM, B-
mercaptoetanol 100 pM y 10 ng/ml de Fgf-2. Con el fin de caracterizar subpoblaciones de células después de la
transfeccion, se usaron tincion en vivo, inmunohistoquimica y tincion AP. Las células transfectadas con
Oct4/UTF1/MBD2, Oct4/Dppa4/MBD2, FoxD3/Dppa4/MBD2, Oct4/FoxD3/Dppad y Sox2/FoxD3/UTF1 dieron
positivo para el fenotipo SSEA-4+, TRA1-60 y TRA-1-81+ (marcadores de pluripotencia temprana) el dia 14.

La Figura 19 es un panel que muestra fotografias de HFF transfectadas transitoriamente. Los HFF se
transfectaron de forma transitoria utilizando el dispositivo Nucleofector® Il (Lonza) siguiendo el procedimiento
descrito en el Ejemplo 1l, con la excepcion de que se utilizd6 1 ug de cada uno de los 3 plasmidos de ADN
siguientes: pCMV-Oct4nuc-IRES2-Sox2nuc, pCMV-KIf4nuc-IRES2-Cmyc-nuc y pCMV-Nanognuc-IRES2-Lin28.
Las células se trataron previamente con o sin VPA y 5-Aza. Después de la transfeccion, las células se sembraron
en placas en el medio de fibroblastos, suplementado con o sin VPA (2 mM) y 5-AZA (2,5 uM) en placas de 6
pocillos recubiertas con Matrigel™ (BD Biosciences) y se incubaron a 37 °C, 5 % de CO.. Los dias 1y 2, el
medio se cambio a 100 % de medio mTeSR1™ (StemCell Technologies) suplementado con o sin VPA y 5-AZA.
Los dias 3 y 6, las células se volvieron a transfectar como antes y se sembraron en placas recubiertas con
Matrigel ™ en medio mTeSR1™ suplementado con o sin VPA y 5-AZA. Los medios se cambiaron diariamente
como anteriormente. El medio se suplementd con Y27632 (Stemgent, 10 uM) desde el dia 7 hasta el dia 14 para
estimular la viabilidad y la expansion clonal de posibles células reprogramadas. Las células se analizaron el dia
20 utilizando el kit de detecciéon de fosfatasa alcalina (Millipore) y mediante analisis de inmunohistoquimica.
Algunas células se tifieron positivamente para los marcadores de pluripotencia AP, SSEA-4 y TRA-1-81 (similar a
la linea de células madre embrionarias humanas Mel2 (control positivo)). Estos clones se obtuvieron solo en la
condiciéon que no contenia inhibidores (es decir: VPA y 5-AZA). No se observaron clones para la condicion
tratada con estos inhibidores.

La Figura 20 es un panel que muestra fotografias de NSLC y BG-01 transfectadas. NSLC y BG-01 NS se
transfectaron como se ha descrito previamente en el Ejemplo Il mediante dos vectores episomales, pEF-
Oct4nuc-IRES2-MBD2 (NC1) o pCMV-FoxD3-2A-Oct4-2A-KIf4 (F72). Después de la transfeccion, se recogieron
las células y se sembraron en placas de Petri sin recubrimiento en presencia de medio de proliferacion y medio
mTeSR1™ (50:50) en condiciones de proliferacién a 37 °C, 5 % de CO,. Después de 48 horas, las células se
volvieron a transfectar con el mismo plasmido y se sembraron en placas de 96 pocillos recubiertas con Matrigel
™ y se cultivaron en presencia de medio mTeSR1 ™ complementado por las pequefias moléculas BIX01294
(Stemgent, 2 pM) y BayK8644 (Stemgent, 2 uM) 37 °C, 5% de O durante 22 dias, después de lo cual se
realizaron tinciones en vivo e inmunohistoquimica para caracterizar subpoblaciones de células para marcadores
de pluripotencia. Las células formaron colonias positivas para TRA-1-81 y SSEA-4 indicativas de células de tipo
pluripotencial.

La Figura 21 es un panel que muestra imagenes de campo brillante el dia 17 de fibroblastos transfectados con
Msi1/Ngn2 y pCMV6-XL5-MBD2 colocados en diferentes condiciones de medios y que muestran diferentes
morfologias y grados de diferenciacion. (a) Células en medio de proliferacion neural desde el dia 1 hasta el dia
12y, a continuacién, en medio de diferenciacion neural con citocinas desde el dia 12 hasta el 17. (b) Células en
medio de proliferacion neural desde el dia 1 hasta el dia 12 y, a continuacion, en medio NbActive4 con citocinas
desde el dia 12 hasta el 17. (c) Células en medio de diferenciacion neural con citocinas mas Fgf-2 desde el dia 1
hasta el dia 12 y, a continuacién, en el mismo medio pero sin Fgf-2 desde el dia 12 al 17. (d) Células en medio
NbActive4 con citocinas mas Fgf-2 desde el dia 1 hasta el dia 12 y en ese mismo medio pero sin Fgf-2 desde el
dia 12 al 17. (e) Células en medio CDM Il con citocinas mas Fgf-2 desde el dia 1 hasta el dia 12 y, a
continuacioén, en ese mismo medio pero sin Fgf-2 desde el dia 12 al 17.

La Figura 22 es un panel que muestra imagenes de los resultados de inmunoquimica el dia 17 de fibroblastos
transfectados con Msi1/Ngn2 y pCMV6-XL5-MBD2 en la Figura 21. Figura 22A y 22B: Las células estaban en
medio de proliferacion NS-A desde el dia 1 hasta el dia 12 y, a continuacion, en medio de diferenciacion NS-A
(A) o medio NBActive4 (B) con citocinas desde el dia 12 al 17. Habia mas células en B, pero la diferenciacion
desde el dia 12-17 fue demasiado corta para inducir la expresion de BllI-tubulina en ambos casos. Figuras 22C-
E: Las células estaban en medio de diferenciacion NS-A (C) o medio NbActive4 (D) desde el dia 1-17 (con
suplementacion con FGF-2 desde el dia 1-12) o medio CDM Il desde el dia 1-12 y, a continuacién, medio de
diferenciacion NS-A desde el dia 12-17 (E). Habia un gran nimero de células en C y un nimero mucho menor de
células en D y E. Las células fueron inmunopositivas para GFAP y Blll-tubulina en todos los casos vy, al colocar
las células en medios de diferenciacion o no proliferacion desde el dia 1 en adelante, parece haber inducido una
transformacion mas directa en neuronas y glia, con Blll-tubulina mas intensa que las células positivas para GFAP
en E.
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La Figura 23 es un panel que muestra dos mapas de calor que proporcionan una vision global de la comparacion
de la expresion génica entre NSLC frente a HFF (Conjunto 1) o NSLC frente a hNPC (Conjunto 2). NSLC tiene
un perfil de expresion génica distinto en comparacion con HFF o hNPC. Basado en la intensidad (a mayor
intensidad, mayor cambio relativo en la expresiéon), NSLC es mucho mas similar a hNPC que a HFF.

La Figura 24 es un panel que muestra imagenes de NSLC. Las NSLC se analizaron para determinar si son una
poblacion de células precursoras derivadas de la piel (SKP). Las SKP capaces de proliferar en respuesta a EGF
y bFGF, expresan nestina y fibronectina, y pueden diferenciarse en progenie neuronal y mesodérmica, incluso en
adipocitos. Para este fin se realizé un protocolo estandar para convertir las SKP en adipocitos, en el que se
cultivaron células madre derivadas de adipocitos (ADSC) y NSLC en medio de proliferacion StemPro™ y se
indujo diferenciacién hacia adipocitos mediante el cultivo de estas células en medio de diferenciacion consistente
en DMEM/F12 (50:50), ITS (1:100), HEPES (1:100), GlutaMAX™ (1:100), T3 (0,2 nM), Rosiglitasona (0,5 pug/ml),
IBMX (100 uM) y Dexametasona (1 uM). Tres dias después, IBMX y Dexametasona se retiraron del medio. El dia
10, las células se fijaron con una solucién de formaldehido al 4 % durante 10 minutos y se tifieron con una
solucion de tincion Oil Red O (Invitrogen). Las células adiposas aparecieron rojas con gotitas de lipidos
(manchas blancas brillantes en la imagen de la izquierda) tefiidas especificamente con Qil Red O; sin embargo,
las NSLC se tifieron de forma negativa y no tenian presencia de gotitas de lipidos en las células, pero en cambio
adopto la morfologia de las células neuronales. Estos resultados indican que las NSLC no son una poblacion de
células precursoras derivadas de la piel (SKP).

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencion se refiere a procedimientos para la desdiferenciacion celular y la reprogramacion celular. Un
aspecto significativo de la presente divulgacion es que permite el uso de células propias de un paciente para
desarrollar diferentes tipos de células que pueden trasplantarse después de las etapas de la desdiferenciacion in
vitro y la reprogramacion in vitro. Asi, esta tecnologia elimina los problemas asociados con el trasplante de células
no hospedadoras, tales como, rechazo inmunoldgico y el riesgo de transmision de enfermedades. Ademas, ya que
las células son "de nueva creacién", tienen el potencial de ser mas potentes que las fuentes alternativas de células
naturales que ya se han dividido varias veces.

Definiciones

Como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "un”, "una y
"el/la", incluyen los referentes en plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Asi, por ejemplo,
la referencia a "una célula" incluye una o mas de dichas células o una linea celular derivada de dicha célula, la
referencia a "un agente" incluye uno o mas de dichos agentes y la referencia a "el procedimiento" incluye
referencias a etapas equivalentes y procedimientos conocidos por los expertos en la materia que podrian
modificarse o sustituirse por los procedimientos descritos en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, el término "polinucleétido” se refiere a cualquier secuencia o molécula
de ADN o ARN, que comprende secuencias nucleotidicas codificantes. El término pretende abarcar todos los
polinucledtidos, sean de origen natural o no natural en una célula, tejido u organismo en particular. Esto incluye
ADN vy fragmentos del mismos, ARN y fragmentos del mismo, ADNc y fragmentos de mismo, etiquetas de
secuencia expresada, secuencias artificiales que incluyen secuencias artificiales aleatorias.

Como se usa en el presente documento, el término "polipéptido" se refiere a cualquier secuencia de
aminoacidos que tenga una actividad biologica funcional deseada (por ejemplo, desmetilacion del ADN). El
término pretende abarcar proteinas completas, fragmentos de las mismas, proteinas de fusiéon y similares,
Incluyendo cadenas o composiciones de carbohidratos o lipidos.

"Transdiferenciacion” se refiere a un cambio directo de una célula ya diferenciada a otro tipo de célula
diferenciada.

"Desdiferenciacion" se refiere a la pérdida de caracteristicas fenotipicas de una célula diferenciada activando o
desactivando genes o vias metabdlicas.

"Marcador" se refiere a un gen, polipéptido o funcion bioldgica que es caracteristica de un tipo de célula
particular o fenotipo celular.

"Secuencia de ADN modificada genéticamente" se refiere a una secuencia de ADN en la que los elementos de
la secuencia de ADN se organizan dentro de la secuencia de ADN de una manera que no se encuentra en la
naturaleza.

"Secuencia senal" se refiere a una secuencia de acido nucleico que, cuando se incorpora en una secuencia de
acido nucleico que codifica un polipéptido, dirige la secrecion del polipéptido traducido desde las células que
expresan dicho polipéptido, o permite que el polipéptido atraviese facilmente la membrana celular hacia una
célula. La secuencia sefial se ubica preferentemente en el extremo 5' de la secuencia de acido nucleico que
codifica el polipéptido, de tal manera que la secuencia polipeptidica codificada por la secuencia sefial se localice
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en el extremo N del polipéptido traducido. Por "péptido sefal" se entiende la secuencia peptidica que resulta de
la traduccion de una secuencia sefial.

"Promotor ubicuo" se refiere a un promotor que dirige la expresion de un polipéptido o péptidos codificados por
secuencias de acido nucleico a las que el promotor estd unido operativamente. Los promotores ubicuos
preferidos incluyen el inmediato temprano del citomegalovirus humano (CMV); el promotor temprano 40 del virus
de simio (SV40); el virus del sarcoma de Rous (RSV); o el promotor tardio principal de adenovirus.

"Perfil de expresion génica" significa un ensayo que mide la actividad de multiples genes a la vez, creando una
imagen global de la funcion celular. Por ejemplo, estos perfiles pueden distinguir entre células madre neurales
humanas y células somaticas que se estan dividiendo o diferencian activamente.

"Transfeccion" se refiere a un procedimiento de administracion de genes que introduce secuencias de
nucledtidos extrafas (por ejemplo, moléculas de ADN) en una célula, preferentemente, por un procedimiento no
viral. En realizaciones preferidas de acuerdo con la presente invencioén, se introduce ADN extrafio en una célula
mediante transfeccién transitoria de un vector de expresién que codifica un polipéptido de interés, por lo que el
ADN extrafio se introduce pero se elimina con el tiempo por la célula y durante la mitosis. Por "transfeccion
transitoria" se entiende un procedimiento en el que los vectores de expresion introducidos y el polipéptido
codificado por el vector, no estan integrados permanentemente en el genoma de la célula huésped o en cualquier
parte de la célula y, por lo tanto, pueden eliminarse de la célula huésped o su progenie con el tiempo. Las
proteinas, los polipéptidos u otros compuestos también pueden administrarse en una célula utilizando
procedimientos de transfeccion.

"Célula neuroprogenitora" se refiere a una célula inmadura del sistema nervioso, que puede diferenciarse en
neuronas Yy glia (oligodendrocitos y astrocitos). "Célula madre neural" es una célula madre multipotencial
derivada de la capa germinal del ectodermo que tiene, como caracteristica fisioldgica, una capacidad para formar
células neuroprogenitoras y en condiciones fisioldgicas que favorecen la diferenciacion para formar neuronas y
glia. "Células de tipo madre neurales" o "NSLC" se refiere a cualquier célula madre multipotencial derivada de
células que tenga, como caracteristica fisioldégica, una capacidad para formar otras células de tipo madre
neurales y células de tipo neuroprogenitoras y en condiciones fisiolégicas que favorecen la diferenciacion para
formar células similares a neuronas y células de tipo glia.

"Neuroesfera" se refiere a un agregado celular de células madre neurales y células neuroprogenitoras que
forman una esfera flotante formada como resultado de la proliferacion de células madre neurales y células
neuroprogenitoras en condiciones de proliferacion apropiadas. Las NSLC también forman neuroesferas que
consisten en agregados de NSLC y células de tipo neuroprogenitor.

"célula reprogramada” se refiere a una célula que ha sufrido una transdiferenciacion, desdiferenciacion, o
transformacion estables. Algunas células reprogramadas pueden ser inducidas posteriormente a rediferenciarse.
La célula reprogramada expresa de manera estable un marcador especifico de célula o un conjunto de
marcadores, morfologia y/o funciéon biolégica que no era caracteristica de la célula original. "Célula somatica
reprogramada” se refiere a un proceso que altera o invierte el estado de diferenciacion de una célula somatica,
que puede ser una conversion completa o parcial del estado diferenciado a un estado menos diferenciado o un
nuevo estado diferenciado.

"Regeneracion” se refiere a la capacidad de contribuir a la reparacién o construccion de novo de una célula,
tejido u 6rgano.

"Diferenciacion" se refiere al proceso de desarrollo del compromiso de linaje de una célula. La diferenciacion se
puede analizar midiendo un aumento en uno o mas marcadores especificos de diferenciacion celular en relacion
con la expresion de los marcadores celulares indiferenciados.

"Linaje" se refiere a una via de desarrollo celular, en la que una célula mas indiferenciada experimenta cambios
fisiolégicos progresivos para convertirse en un tipo celular mas diferenciado que tiene una funcién caracteristica
(por ejemplo, las neuronas y las células de la glia son de linaje neuroprogenitor, que es de un linaje ectodémico
que se formé a partir de blastocitos y células madre embrionarias (ES).

"Tejido" se refiere a un conjunto de células (idénticas o no) y una matriz extracelular (ECM) que juntas llevan a
cabo una funcion especifica o un conjunto de funciones.

"CDM" significa un tejido vivo equivalente o matriz, un armazon vivo o matriz derivada de células.

Transformacion celular

Algunos aspectos de la divulgacion se refieren a procedimientos y células para transformar o reprogramar una célula
somatica dada en una célula pluripotencial, multipotencial y/o unipotencial. Algunos aspectos de la divulgacion se
refieren a procedimientos para condicionar una célula somatica para reprogramarla en una célula pluripotencial,
multipotencial o unipotencial.
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Los términos "transformar” o "reprogramar” se usan indistintamente para hacer referencia al fendmeno en el que
una célula se desdiferencia o transdiferencia para volverse pluripotencial, multipotencial y/o unipotencial.
Posteriormente, la célula desdiferenciada podria rediferenciarse en un tipo de célula diferente. Las células se pueden
reprogramar o convertir en diversos grados. Por ejemplo, es posible que solo una pequefa parte de las células se
convierta o que una célula individual se reprograme para que sea multipotencial pero no necesariamente
pluripotencial. Asi, los términos "transformar" o "reprogramar” procedimientos pueden referirse a procedimientos
en los que es posible reprogramar una célula de tal manera que la "nueva" célula muestre caracteristicas
morfolégicas y funcionales de un linaje celular especifico nuevo o diferente (por ejemplo, la transformacion de
células fibroblastos en células neuronales).

Como se usa en el presente documento, el término "célula somatica" se refiere a cualquier célula diferenciada que
forma el cuerpo de un organismo, aparte de las células madre, células progenitoras y células de la linea germinal (es
decir, ovogonias y espermatogonias) y las células derivadas de las mismas (por ejemplo, ovocitos,
espermatozoides). Por ejemplo, los érganos internos, la piel, los huesos, la sangre y el tejido conjuntivo estan todos
formados por células somaticas. Las células somaticas de acuerdo con la divulgacion pueden ser células
diferenciadas aisladas de adultos o pueden ser células somaticas fetales. Las células somaticas se obtienen de
animales, preferentemente sujetos humanos y se cultivan de acuerdo con los protocolos estandar de cultivo celular
disponibles para los expertos en la técnica.

En la técnica, "células madre" se refiere a aquellas células que conservan la capacidad de renovarse mediante la
division de las células mitéticas y que pueden diferenciarse en una amplia gama de tipos de células especializadas.
Incluye tanto células madre embrionarias que se encuentran en los blastocistos como células madre adultas que se
encuentran en tejidos adultos. "Células totipotenciales" se refiere a las células que tienen la capacidad de
convertirse en células derivadas de las tres capas germinales embrionarias (mesodermo, endodermo y ectodermo) y
un organismo completo (por ejemplo, un ser humano si se encuentra en el Utero de una mujer en el caso de los
seres humanos). Las células totipotenciales pueden dar lugar a un embrion, las membranas embrionarias
adicionales y todos los tejidos y drganos postembrionarios. El término "pluripotencial”, como se usa en el presente
documento, pretende significar la capacidad de una célula para dar lugar a células diferenciadas de las tres capas
germinales embrionarias. "Células multipotenciales" se refiere a las células que pueden producir solo células de
una familia de células muy relacionadas (por ejemplo, las células madre hematopoyéticas se diferencian en glébulos
rojos, globulos blancos, plaquetas, etc.). "Células unipotenciales" se refiere a las células que tienen la capacidad
de desarrollarse/diferenciarse en un solo tipo de tejido/tipo de célula (por ejemplo, células de la piel).

La presente divulgacion permite la reprogramacion de cualquier célula a un tipo diferente de célula. Aunque la
presente solicitud se enfoca principalmente en la preparacién de células de tipo células madre, especialmente,
células neuronales de tipo células madre neurales (NSLC), la divulgacion no esta tan restringida porque se pueden
generar muchos tipos diferentes de células de acuerdo con los principios descritos en el presente documento. De
forma similar, aunque la seccién de Ejemplos describe realizaciones en las que los fibroblastos, queratinocitos,
células CD34+, células madre derivadas de tejido adiposo (ADSC), células madre neurales (incluidas las NSLC) y
células dentro de una matriz derivada de células (CDM) se reprograman, la divulgaciéon no se limita a tales células.
La divulgacion puede emplearse para la reprogramacion de practicamente cualquier célula de interés.

En consecuencia, un aspecto general de la divulgacion se refiere a un procedimiento para transformar una célula de
un primer tipo en una célula de un segundo tipo diferente. Como se usa en el presente documento, ejemplos de
células de un primer tipo incluyen, pero no se limitan a las mismas, células germinales, células madre embrionarias y
sus derivaciones, células madre adultas y sus derivaciones, células progenitoras y sus derivaciones, células
derivadas de mesodermo, endodermo o ectodermo, y una célula de linaje mesodérmico, endodérmico o
ectodérmico, tal como una célula madre derivada de tejido adiposo (ADSC), célula madre mesenquimatosa, célula
madre hematopoyética (células CD34+), célula precursora derivada de la piel, célula del foliculo piloso, fibroblasto,
queratinocito, célula epidérmica, célula endotelial, célula epitelial, célula epitelial granulosa, melanocito, adipocito,
condrocito, hepatocito, linfocito (linfocitos B y T), granulocito, macréfago, monocito, célula mononuclear, células de
los islotes pancreaticos, célula de Sertoli, neurona, célula glial, célula muscular cardiaca y otra célula muscular.

Tal como se desvela en el presente documento, las células de un segundo tipo incluyen, pero no se limitan a las
mismas, células germinales, células madre embrionarias y sus derivaciones, células madre adultas y sus
derivaciones, células progenitoras y sus derivaciones, células derivadas de mesodermo, endodermo o ectodermo, y
una célula de linaje mesodérmico, endodérmico o ectodérmico, tal como una célula madre derivada de tejido
adiposo, célula madre mesenquimatosa, célula madre hematopoyética, célula precursora derivada de la piel, célula
del foliculo piloso, fibroblasto, queratinocito, célula epidérmica, célula endotelial, célula epitelial, célula epitelial
granulosa, melanocito, adipocito, condrocito, hepatocito, linfocito (linfocitos B y T), granulocito, macréfago, monocito,
célula mononuclear, células de los islotes pancreaticos, célula de Sertoli, neurona, célula glial, célula muscular
cardiaca y otra célula muscular. Ademas, cada una de las células "similares o de tipo" (una célula que tiene
caracteristicas similares pero no completamente idénticas del tipo natural conocido de la célula) también se incluye
en los ejemplos de células de un segundo tipo.

Segun un aspecto particular, el procedimiento de transformar una célula de un primer tipo en una célula de un
segundo tipo diferente comprende las etapas de:
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i) proporcionar una célula de un primer tipo;

ii) aumentar de forma transitorio en la célula de un primer tipo los niveles intracelulares de al menos un agente de
reprogramacion, por lo que el aumento transitorio induce la expresion enddgena directa o indirecta de al menos
un regulador génico;

iii) colocar la célula en condiciones para soportar la transformacion de la célula deseada y mantener los niveles
intracelulares de al menos un agente de reprogramacion durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la
expresion estable del al menos un regulador génico en ausencia del agente de reprogramacion; y

iv) mantener la célula en condiciones de cultivo que apoyan la transformacién de la célula deseada durante un
periodo de tiempo suficiente para permitir una expresion estable de una pluralidad de genes secundarios cuya
expresion es caracteristica de las propiedades fenotipicas y funcionales de la célula deseada. Al menos uno de
los genes secundarios expresados de manera estable no es caracteristico de las propiedades fenotipicas y
funcionales de una célula madre embrionaria. Al final de dicho periodo de tiempo, la célula del primer tipo se ha
transformado en la célula deseada de un tipo diferente. Preferentemente, la célula de un tipo diferente obtenida
después de la transformacion se caracteriza ademas por una represion estable de una pluralidad de genes
expresados en el primer tipo de célula.

De acuerdo con diversas realizaciones, la etapa iii) puede llevarse a cabo consecutivamente a la etapa ii),
simultaneamente con la etapa ii), o antes de la etapa ii).

Segun un aspecto relacionado, la divulgacion se refiere a un proceso en el que una célula de un primer tipo se
reprograma a una célula deseada de un tipo diferente, comprendiendo el proceso:

- un aumento transitorio de los niveles intracelulares de al menos un agente de reprogramacion, en el que el al
menos un agente de reprogramacion induce una expresion endogena directa o indirecta de al menos un
regulador génico, en el que la expresion enddgena de al menos un regulador génico es necesaria para la
existencia de la célula deseada de un tipo diferente;

- una expresion estable de dicho al menos un regulador génico;

- expresion estable de una pluralidad de genes secundarios, en el que la expresion estable de la pluralidad de
genes secundarios es el resultado de la expresion estable de al menos un regulador génico, y en el que: (i) la
expresion estable de la pluralidad de genes secundarios es caracteristica de las propiedades fenotipicas y/o
funcionales de la célula deseada, (ii) la expresion estable de al menos uno de los genes secundarios no es
caracteristica de las propiedades fenotipicas y funcionales de una célula madre embrionaria, y en el que (i) y (ii)
son indicativos de una reprogramacion exitosa de la célula del primer tipo al célula deseada del tipo diferente.

Como se usa en el presente documento, "aumento transitorio" se refiere a un aumento que no es necesariamente
permanente y, por lo tanto, que puede disminuir o desaparecer con el tiempo. Por ejemplo, cuando se refiere al
aumento transitorio de los niveles intracelulares de al menos un agente de reprogramacion en una célula, significa
que el aumento en el presente durante un periodo de tiempo suficiente para causar que ocurran eventos celulares
particulares (por ejemplo, induciendo la expresion enddgena estable de un regulador génico). Normalmente, un
aumento transitorio no es permanente y no se asocia, por ejemplo, a la integracion del genoma de un vector de
expresion.

Como se usa en el presente documento, la expresion "agente de reprogramacion” se refiere a un compuesto que es
capaz de inducir directa o indirectamente la expresion de caracteristicas morfoldgicas y/o funcionales de la célula
deseada de un tipo diferente. Los compuestos preferidos incluyen aquellos capaces de conducir directa o
indirectamente la transformacién de la célula del primer tipo en la célula deseada de un tipo diferente. En la
realizacion preferida, el agente de reprogramacion se selecciona para inducir una expresion endogena directa o
indirecta de al menos un regulador génico como se define en el presente documento. Hay muchos compuestos que
pueden ser Utiles para reprogramar una célula de acuerdo con la invencién y estos compuestos pueden usarse solos
o en combinaciones. En diversas realizaciones, el agente de reprogramacién es un polinucleétido o polipéptido
seleccionado de acuerdo con la TABLA A:

TABLA A:

Agente de reprogramacion

Ejemplos del Nombre Acceso a Acceso a N.° de Marcadores
tipo de célula RefSeq/GenBank™ UniProt™ referencia
deseado (NCBI). n.° /Swiss-Prot. n.° |de
UniGene™

Células de tipo AGR2 NM_006408.3 095994 Hs.530009 |OCT4
pluripotencial

AGR3 NM_176813.3 Q8TDO06 Hs.100686 | Nanog

BRIX1 NM_018321.3 Q8TDNG6 Hs.718510 | SSEA-4
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(continuacion)

Agente de reprogramacion

Ejemplos del tipo | Nombre Acceso a Acceso a N.° de Marcadores
de célula deseado RefSeq/GenBank™ UniProt™ referencia
(NCBI). n.° ISwiss-Prot. n.° |de
UniGene™
CRABP2 NM_001878.2 P29373 Hs.405662 | TRA1-60
DNMT3B, NM_006892.3 Q9UBC3 Hs.713611 | TRA1-80
isoforma 1
DNMT3B, NM_175848.1 Q9UBC3 Hs.713611 | AP
isoforma 2
DNMT3B, NM_175849.1 Q9UBC3 Hs. 713611
isoforma 3
DNMT3B, NM_175850.1 Q9UBC3 Hs. 713611
isoforma 6
DPPA2 NM_138815.3 Q7z7J5 Hs.351113
DPPA3 NM_199286.2 Q6WO0C5 Hs.131358
(STELLA)
DPPA4 NM_ 018189.3 Q7L190 Hs.317659
DPPA5 (ESG1) | NM_001025290.1 ABNC42 Hs.125331
FOXD3 NM_012183.2 Q9UJU5 Hs.546573
FOXH1 NM_003923.2 075593 Hs.708365
GABRBS3, NM_000814.5 P28472 Hs.302352
isoforma 1
GABRBS3, NM_021912.4 P28472 Hs.302352
isoforma 2
GABRBS3, NM_001191320.1 P28472 Hs.302352
isoforma 3
GABRBS3, NM_001191321.1 P28472 Hs.302352
isoforma 4
GBX2 NM_001485.2 P52951 Hs.184945
GDF3 NM_020634.1 Q9NR23 Hs.86232
GJA1 (CX43) NM_000165.3 P17302 Hs.74471
GRB7 NM_005310.2 Q14451 Hs.86859
NM_001030002.1 Q14451 Hs.86859
HESRG NR_027122.1 Q1W209 Hs.720658
IFITM1 NM_003641.3 P13164 Hs.458414
IFITM2 NM_006435.2 Q01629 Hs.709321
KLF2 NM_016270.2 Q9Y5W3 Hs.726356
KLF4 NM_004235.4 043474 Hs.376206
LEFTY1 NM_020997.2 075610 Hs.656214
LEFTY2 (EBAF), | NM_003240.3 000292 Hs.520187
isoforma 1
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(continuacion)

Agente de reprogramacion

Ejemplos del tipo | Nombre Acceso a Acceso a N.° de Marcadores
de célula deseado RefSeq/GenBank™ UniProt™ referencia
(NCBI). n.° /Swiss-Prot. n.° |de
UniGene™
LEFTY2 (EBAF), | NM_001172425.1 B4E332 Hs.520187
isoforma 2 (TrEMBL)
LIN28A NM_024674.4 Q9H9Z2 Hs.86154
MYBL2 NM_002466.2 P10244 Hs.179718
NANOG NM_024865.2 Q9H9S0 Hs.635882
NODAL NM_018055.4 Q96542 Hs.370414
NOG NM_005450.4 Q13253 Hs.248201
NROB1 (DAX1) NM_000475.4 P51843 Hs.268490
NR5A2, isoforma | NM_205860.1 000482 Hs.33446
1
NR5A2, isoforma | NM_003822.3 000482 Hs.33446
2
NR6A1, isoforma | NM_033334.2 Q15406 Hs.586460
1
NR6A1, isoforma | NM_001489.3 Q15406 Hs.586460
2
PHC1 NM_004426.2 P78364 Hs.305985
PITX2, isoforma | NM_153427.1 Q99697 Hs.643588
a
PITX2, isoforma | NM_153426.1 Q99697 Hs.643588
b
PITX2, isoforma | NM_000325.5 Q99697 Hs.643588
c
PODXL, isoforma | NM_001018111.2 000592 Hs.726449
1
PODXL, isoforma | NM_005397.3 000592 Hs.726449
2
POU5F1 (OCT4), | NM_002701.4 Q01860 Hs.249184
isoforma 1*
POU5F1 (OCT4), | NM_203289.4 ND Hs.249184
isoforma 2 NM_001173531.1
PTEN NM_000314.4 P60484 Hs.500466
REST NM_005612.4 Q13127 Hs.307836
NM_001193508.1 Q13127 Hs.307836
REX1 NM_020695.3 Q8N1G1 Hs.192477
SALL4 NM_020436.3 QoUJQ4 Hs.517113
SEMA3A NM_006080.2 Q14563 Hs.252451
SFRP2 NM_003013.2 Q96HF1 Hs.481022
SOX2 NM_003106.2 P48431 Hs.518438
TDGF1, isoforma | NM_003212.3 P13385 Hs.385870
1
TDGF1, isoforma | NM_001174136.1 P13385 Hs.385870
2
TERT, isoforma 1 | NM_198253.2 014746 Hs.492203
TERT, isoforma 2 | NM_001193376.1 014746 Hs.492203
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(continuacion)

Agente de reprogramacion

Ejemplos del tipo | Nombre Acceso a Acceso a N.° de Marcadores
de célula deseado RefSeq/GenBank™ UniProt™ referencia
(NCBI). n.° /Swiss-Prot. n.° |de
UniGene™
TPT1 NM_003295.2 P13693 Hs.374596
UTF1 NM_003577.2 Q5T230 Hs.458406
ZFP42 NM_174900.3 Q96MM3 Hs.335787
Células de tipo ASCL1 (MASH1) | NM_004316.3 P50553 Hs.703025 |FoxJ3
ectodérmico
CDX1 NM_001804.2 P47902 Hs.1545 Otx2
DLX3 NM_005220.2 060479 Hs.134194 | E-cadherina
DLX5 NM_005221.5 P56178 Hs.99348 TP73L
FOXD3 NM_012183.2 Q9UJUS Hs.546573
MSI1 NM_002442.2 043347 Hs.158311
NANOG NM_024865.2 Q9H9S0 Hs.635882
POU5F1 (OCT4), | NM_002701.4 Q01860 Hs.249184
isoforma 1*
POU5F1 (OCT4), | NM_203289.4 ND Hs.249184
isoforma 2 NM_001173531.1
SOX1 NM_005986.2 000570 Hs.202526
SOX2 NM_003106.2 P48431 Hs.518438
SP8, isoforma 1 | NM_182700.4 Q8IXZ3 Hs.195922
SP8, isoforma 2 | NM_198956.2 ND Hs.195922
ZIC1 NM_003412.3 Q15915 Hs.647962
Células de tipo EOMES NM_005442.2 095936 Hs.591663 | MixI1
mesoendodérmico .
FOXAZ2, isoforma | NM_021784.4 Q9Y261 Hs.155651 | Mesp1
1*
FOXA2, isoforma | NM_153675.2 Q9Y261 Hs.155651 | Bry
2
FOXD3 NM_012183.2 Q9UJUS Hs.546573 | Flk1
GATA4 NM_002052.3 P43694 Hs.243987 | Pax2
GATA6 NM_005257.3 Q92908 Hs.514746 | Six1
MIXLA1 NM_031944.1 Q9H2W2 Hs.282079
POU5F1 (OCT4), | NM_002701.4 Q01860 Hs.249184
isoforma 1*
POU5F1 (OCT4), | NM_203289.4 ND Hs.249184
isoforma 2 NM_001173531.1
SOX17 NM_022454.3 Q9H612 Hs.98367
T (braquiurio) NM_003181.2 015178 Hs.389457

Segundo tipo
celular deseado
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(continuacion)

Agente de reprogramacion

Ejemplos del tipo | Nombre Acceso a Acceso a N.° de Marcadores
de célula deseado RefSeq/GenBank™ UniProt™ referencia
(NCBI). n.° /Swiss-Prot. n.° |de
UniGene™
Células madre CALB1 NM_004929.2 P05937 Hs.65425 Sox2
similares a .
neurales DLL1 NM_005618.3 000548 Hs.379912 | Nestina
DLX1, isoforma 1 | NM_178120.4 P56177 Hs.407015 | GFAP
DLX1, isoforma 2 | NM_001038493.1 P56177 Hs.407015 | Msi1
DLX2 NM_004405.3 Q07687 Hs.419 Sox1
FOXD3 NM_012183.2 Q9UJUS Hs.546573 | CD133
GJD2 (CX36) NM_020660.1 Q9UKL4 Hs.283816
HES1 NM_005524.2 Q14469 Hs.250666
HES3 NM_001024598.3 Q5TGS1 Hs.532677
HES5 NM_001010926.3 Q5TA89 Hs.57971
HOXB1 NM_002144.3 P14653 Hs.99992
MNX1 (HB9), NM_005515.3 P50219 Hs.37035
isoforma 1
MNX1 (HB9), NM_001165255.1 ND Hs.37035
isoforma 2
MSI1 NM_002442.2 043347 Hs.158311
Segundo tipo
celular deseado
NANOG NM_024865.2 Q9H9S0 Hs.635882
NEUROD1 NM_002500.2 Q13562 Hs.709709
NEUROG1 NM_006161.2 Q92886 Hs.248149
NEUROG2 NM_024019.2 Q9H2A3 Hs.567563
NKX6.1 NM_006168.2 P78426 Hs.546270
PAXS, isoforma | NM_000280.3 P26367 Hs.270303
a*
PAXS, isoforma a | NM_001127612.1 P26367 Hs.270303
PAX®, isoforma b | NM_001604.4 P26367 Hs.270303
SFRP2 NM_003013.2 Q96HF1 Hs.481022
SIX3 NM_005413.3 095343 Hs.567336
SOX1 NM_005986.2 000570 Hs.202526
SOX2 NM_003106.2 P48431 Hs.518438
Células de tipo BAF60C NM_001003802.1 Q6STES5S Hs.647067 | MLc2a
progenitoras (SMARCD3),
cardiacas isoforma 1
BAF60C NM_003078.3 Q6STES5S Hs.647067 | Nkx2.5
(SMARCD3),
isoforma 1
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(continuacion)

Agente de reprogramacion

Ejemplos del tipo | Nombre Acceso a Acceso a N.° de Marcadores
de célula deseado RefSeq/GenBank™ UniProt™ referencia
(NCBI). n.° /Swiss-Prot. n.° |de
UniGene™
BAF60C NM_001003801.1 Q6STES Hs.647067 | Isl+
(SMARCD3),
isoforma 2*
FOXD3 NM_012183.2 Q9UJU5 Hs.546573 | Bry
GATA4 NM_002052.3 P43694 Hs.243987
GATA6 NM_005257.3 Q92908 Hs.514746
HAND1 NM_004821.2 096004 Hs.152531
HAND2 NM_021973.2 P61296 Hs.388245
ISL1 NM_002202.2 P61371 Hs.505
KDR NM_002253.2 P35968 Hs.479756
MESP1 NM_018670.3 Q9BRJ9 Hs.447531
MYOCD, NM_001146312.1 Q6N065 Hs.567641
isoforma 1 (TrEMBL)
MYOCD, NM_153604.2 Q81zQ8 Hs.567641
isoforma 2
MYOCD, NM_001146313.1 Q81zQ8 Hs.567641
isoforma 3
NKX2.5, isoforma | NM_004387.3 P52952 Hs.54473
1*
Segundo tipo
celular deseado
NKX2.5, isoforma | NM_001166175.1 P52952 Hs.54473
2*
NKX2.5, isoforma | NM_001166176.1 P52952 Hs.54473
3*
T (braquiurio) NM_003181.2 015178 Hs.389457
TBXS5, isoforma | NM_000192.3 Q99593 Hs.381715
1*
TBXS5, isoforma 1 | NM_181486.1 Q99593 Hs.381715
TBXS5, isoforma 2 | NM_080718.1 Q99593 Hs.381715
TBXS5, isoforma 3 | NM_080717.2 Q99593 Hs.381715
SOX17 NM_022454.3 Q9H612 Hs.98367
Células FOXA2, isoforma | NM_021784.4 Q9Y261 Hs.155651 | PDX1
pancreaticas 1*
similares a
progenitoras FOXA2, isoforma NM_1 53675.2 Q9Y261 Hs.155651 Sox17
2
FOXD3 NM_012183.2 Q9UJUS Hs.546573 | FOoxA2
MAFA NM_201589.2 Q8NHW3 Hs.670866 | Ngn3
MIXLA1 NM_031944.1 Q9H2W2 Hs.282079 |Isl1
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(continuacion)

Agente de reprogramacion

Ejemplos del tipo | Nombre Acceso a Acceso a N.° de Marcadores
de célula deseado RefSeq/GenBank™ UniProt™ referencia
(NCBI). n.° /Swiss-Prot. n.° |de
UniGene™
NEUROG3 NM_020999.3 Q9Y4z2 Hs.532682
NKX6.1 NM_006168.2 P78426 Hs.546270
PAX4 NM_006193.2 043316 Hs.129706
PDX1 NM_000209.3 P52945 Hs.32938
SOX17 NM_022454.3 Q9H612 Hs.98367
Células de tipo FOXCA1 NM_001453.2 Q12948 Hs.348883 | SMa actina
progenitoras
miogénicas
FOXC2 NM_005251.2 Q99958 Hs.436448 | Calponina
MEF2C, isoforma | NM_002397 .4 Q06413 Hs.649965 | MioD
1 NM_001193350.1 Q06413
MEF2C, isoforma | NM_001131005.2 Q06413 Hs.649965 | MEF2C
2
MEF2C, isoforma | NM_001193347.1 Q06413 Hs.649965 | Pax3
3
MEF2C, isoforma | NM_001193348.1 Q06413 Hs.649965 | Pax7
4
MEF2C, isoforma | NM_001193349.1 Q06413 Hs.649965
5
Pax3, isoforma NM_181457.3 P23760 Hs.42146
Pax3
Segundo tipo
celular deseado
Pax3, isoforma NM_000438.5 P23760 Hs.42146
Pax3a
Pax3, isoforma NM_013942.4 P23760 Hs.42146
Pax3b
Pax3, isoforma NM_181458.3 Q49473, Q49474 | Hs.42146
Pax3d (TrEMBL)
Pax3, isoforma NM_181459.3 Q49473, Q49474 | Hs.42146
Pax3e (TrEMBL)
Pax3, isoforma NM_181461.3 Q49473, Q49474 | Hs.42146
Pax3 g (TrEMBL)
Pax3, isoforma NM_181460.3 Q49473, Q49474 | Hs.42146
Pax3h (TrEMBL)
Pax3, isoforma NM_001127366.2 Q49474 Hs.42146
Pax3i (TrEMBL)
PAX7, isoforma 1 | NM_002584.2 P23759 Hs.113253
PAX7, isoforma 2 | NM_013945.2 P23759 Hs.113253
PAX7, isoforma 3 | NM_001135254.1 P23759 Hs.113253

En algunas realizaciones, el agente de reprogramacion es un polipéptido que comparte al menos el 75 %, 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 99 % o mas de la funcionalidad o identidad de secuencia de cualquiera de los agentes de

reprogramacion en la tabla anterior.

20




10

15

20

25

30

35

ES 2739672 T3

Identificar el "periodo de tiempo suficiente" para permitir la expresion estable del al menos un regulador génico en
ausencia del agente de reprogramacion y el "periodo de tiempo suficiente" en el que la célula debe mantenerse en
condiciones de cultivo que apoyan la transformacion de la célula deseada esta dentro del alcance de los expertos en
la técnica. El periodo de tiempo suficiente o apropiado variara de acuerdo con varios factores, incluyendo, pero sin
limitacion, el tipo particular y el estado epigenético de las células (por ejemplo, la célula del primer tipo y la célula
deseada), la cantidad de material de partida (por ejemplo, el nUmero de células a transformar), la cantidad y el tipo
de agentes de reprogramacion, el (los) regulador (es) génico(s), las condiciones de cultivo, la presencia de
compuestos que aceleran la reprogramacion (por ejemplo, compuestos que aumentan la rotacion del ciclo celular,
modifican el estado epigenético, y/o mejoran la viabilidad celular), etc. En diversas realizaciones, el periodo de
tiempo suficiente para permitir una expresion estable de al menos un regulador génico en ausencia del agente de
reprogramacion es de aproximadamente 1 dia, aproximadamente 2-4 dias, aproximadamente 4-7 dias,
aproximadamente 1-2 semanas, aproximadamente 2-3 semanas o aproximadamente 3-4 semanas. En diversas
realizaciones, el periodo de tiempo suficiente en el que las células deben mantenerse en condiciones de cultivo que
apoyan la transformacion de la célula deseada y permiten una expresion estable de una pluralidad de genes
secundarios es de aproximadamente 1 dia, aproximadamente 2-4 dias, aproximadamente 4-7 dias o
aproximadamente 1-2 semanas, aproximadamente 2-3 semanas, aproximadamente 3-4 semanas, aproximadamente
4-6 semanas o aproximadamente 6-8 semanas. En realizaciones preferidas, al final del periodo de transformacion, el
numero de células deseadas transformadas es sustancialmente equivalente o incluso mas alto que una cantidad de
células, un primer tipo proporcionado al principio.

La presente divulgacion abarca varios tipos de compuestos que son adecuados para aumentar en una célula de un
primer tipo los niveles intracelulares de al menos un agente de reprogramacion. Preferentemente, el compuesto
también debe poder remodelar directa o indirectamente la cromatina y/o el ADN de la célula, dando como resultado
directa o indirectamente la expresion de caracteristicas morfolégicas y funcionales de la célula deseada de un tipo
diferente. Los compuestos preferidos son agentes de reprogramacion como se definen en el presente documento o
cualquier otro compuesto que tenga una actividad similar y que tenga la capacidad de activar o mejorar la expresion
de la versién endogena de los genes enumerados en la tabla de agentes de reprogramacion expuestos
anteriormente en el presente documento y que sean capaces de impulsar la transformacion directa o indirectamente.
de la célula del primer tipo en la célula deseada de un tipo diferente.

Como se explicara mas adelante, el aumento de los niveles intracelulares de al menos un agente de reprogramacion
puede lograrse por diferentes medios. En realizaciones preferidas, el agente de reprogramacion es un polipéptido y
los niveles intracelulares crecientes de dicho polipéptido incluyen la transfeccion (o cotransfeccion) de un vector de
expresion que tiene un polinucledtido (por ejemplo, ADN o ARN) que codifica el polipéptido(s) o por un suministro
intracelular de polipéptido(s). De acuerdo con la invencion, la expresion transitoria es generalmente preferible. Los
compuestos adecuados adicionales pueden incluir compuestos capaces de aumentar la expresion de la version
enddgena de los genes enumerados en la tabla de agentes de reprogramacion y reguladores génicos, incluidos,
pero sin limitacion, factores de reprogramacioén enumerados en la Tabla B.

TABLA B:

Célula deseada de
diferente tipo

Factor de reprogramacion

Células de tipo
pluripotencial

Nodal, ActivinaA, Fgf-2, Wnt3a, Acido L-Ascérbico, BIO, CHIR99021, PD0325901,
Tiazovivina, §B431542, Pifitrina-a ciclica, Clorhidrato de tranilcipromina, Kenpaullona, 5-
azacitidina, Acido valproico, BIX01294, R(+)BayK8644, RG108, Teanina, Butirato de sodio

Células de tipo
ectodérmico: 1-
Células de tipo
madre neurales

un compuesto retinoide, Acido L-ascérbico, SHH, Wnt 3a, un factor neurotréfico, bFGF,
EGF, Factor de crecimiento transformante alfa, neuropéptido Y, Estrégeno, Noggina,
Forscolina, 5- Azacitidina, Acido valproico, BIX01294, R(+)BayK8644, RG108, Butirato de
sodio, Litio

Células de tipo
mesoendodérmico:
1- Células de tipo
progenitoras
cardiacas

2- Células de tipo
progenitoras
pancreaticas

3- Células de tipo
progenitoras

miogénicas

BMP4, Factor de crecimiento epidérmico-Cripto/FRL-1/Criptico (EGF-CFC) y los TGF,
Activina, Nodal, SHH, Vg1/GDF1 (factor de crecimiento y diferenciacion-1)

1- BMP4, bFGF, Activina A, VEGF, DKK1 (homdlogo dickkopf 1), Factor de crecimiento de
tipo insulinoide 1 (IGF-1) y factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), 5-azacitidina, Acido
valproico, BIX01294, R (+) BayK8644, RG108, Clorhidrato de cardiogenol C, Butirato de
sodio

2- Activina A, GLP-1, bFGF, Reg1, nicotinamida, Betacelulina, SHH, (-)-Indolactama V, un
compuesto retinoide, Ciclopamina, IDE-1y 2, 5-azacitidina, Acido valproico, BIX01294, R
(+) BayK8644, RG108, Butirato de sodio

3- acido retinoico, HGF, FGF, IGF, factor beta transformante de crecimiento, Wnt3a, 5-
azacitidina, Acido valproico, BIX01294, R(+)BayK8644, RG108, Butirato de sodio

De acuerdo con los principios de la divulgacion, el aumento de los niveles intracelulares de al menos un agente de
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reprogramacion debe inducir una expresion endogena directa o indirecta de al menos un regulador génico. Como se
usa en el presente documento, "regulador génico" se refiere a un polinucledtido o polipéptido cuya expresion esta
asociada con una serie de eventos intracelulares que conducen a la transformacién de una célula dada de un primer
tipo en una célula pluripotencial, multipotencial y/o unipotencial. Normalmente, la expresion de un regulador génico
activa directa o indirectamente los genes necesarios para las caracteristicas fenotipicas y funcionales de las células
pluripotenciales, multipotenciales y/o unipotenciales, mientras se reprimen los genes de la célula de un primer tipo.
El regulador génico puede ser el mismo o ser diferente al agente de reprogramacion. Los ejemplos de reguladores
génicos de acuerdo con la divulgacion incluyen, aunque no de forma limitativa, los polinucleétidos y polipéptidos
enumerados en el presente documento anteriormente en la TABLA A.

En algunas realizaciones, el regulador génico es un polipéptido que comparte al menos el 75 %, 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 97 %, 99 % o mas de la funcionalidad o identidad de secuencia de cualquiera de los reguladores génicos
proporcionados en la Tabla A anterior.

Como se usa en el presente documento, "condiciones que soportan el crecimiento” o "condiciones que apoyan
la transformacion" cuando se refiere a una célula deseada se refiere a varias condiciones de cultivo adecuadas
(temperatura, pH, tension de O,, medios celulares, factores, compuestos, sustrato de crecimiento (ejemplo, laminina,
colageno, fibronectina, Matrigel™, superficie de baja adherencia, superficie nanoestructurada o cargada, etc.),
entorno 3D, etc.) que favorece el crecimiento del tipo celular deseado y/o favorece la transformacion hacia dicho tipo
celular deseado. Los expertos en la materia saben que el crecimiento o la transformaciéon de tipos celulares
particulares se estimula en condiciones especificas, mientras que otros los inhiben y esta dentro de su habilidad para
seleccionar condiciones adecuadas (por ejemplo, condiciones de cultivo) que favorecen el crecimiento o la
transformacion de los tipos de células deseados.

Los términos "propiedades fenotipicas y funcionales", cuando se refiere a una célula deseada o a una célula
madre embrionaria, significa las caracteristicas bioldgicas, bioquimicas, fisioldégicas y visuales de una célula,
incluyendo la expresion de ciertos genes y marcadores de superficie celular, que pueden medirse o evaluarse para
confirmar su identidad o funcion(es).

Un ejemplo de un agente de reprogramacion adecuado de acuerdo con realizaciones preferidas de la divulgacion es
MUSASHI1. En algunas realizaciones, este polipéptido es preferido para conducir una primera célula, tal como un
fibroblasto, en una célula similar a célula madre neural (NSLC). En otras realizaciones, el al menos un agente de
reprogramacion que aumenta dichos niveles intracelulares es (son) Musashi1 (Msi1) solo; Musashi1 (Msi1) y
Neurogenina 2 (Ngn2); Musashi1 (Msi1) y proteina 2 del dominio de union a metil-CpG (MBD2); o neurogenina 2
(Ngn2) y proteina 2 del dominio de unién a metil-CpG (MBD2). Se prefieren niveles intracelulares adecuados de
estos polipéptidos ya que tienden a expresarse a lo largo de un linaje celular completo, desde tan pronto como
células madre embrionarias (o incluso antes) a células presomaticas (o incluso mas tarde).

MBD2 es un miembro de una familia de proteinas de uniéon a metil-CpG que se ha indicado que es un represor
transcripcional y una ADN desmetilasa (dMTasa). Como se usa en el presente documento, el término "MBD2"
generalmente se refiere a la proteina 2 del dominio de unién a metil-CpG humana. El nimero de referencia de
GeneBank™ (NCBI) del MBD2 humano es NM_003927.3/AF072242, el numero de referencia de UniProt™ es NP-
003918/Q9UBBS y el numero de referencia de UniGene™ es Hs.25674.

Como se usa en el presente documento, el término "Msi1" generalmente se refiere al homoélogo 1 de musashi
humano. El numero de referencia de GeneBank™ (NCBI) de Msi1 humano es NM_002442.2/AB012851, el numero
de referencia de UniProt™ es NP-002433/043347 y el nimero de referencia de UniGene™ es Hs.158311.

Como se usa en el presente documento, el término "Ngn2" generalmente se refiere a la neurogenina 2 humana. El
numero de referencia de GeneBank™ (NCBI) del Ngn2 humana es NM_024019.2/BC036847, el numero de
referencia de UniProt™ es NP-076924/Q9H2A3 y el numero de referencia de UniGene™ es Hs.567563.

Segun aspectos adicionales, el procedimiento para transformar una célula de un primer tipo en una célula deseada
de un tipo diferente comprende las etapas de:

1) poner en contacto la célula de un primer tipo con uno o mas compuestos capaces de aumentar los niveles
intracelulares de al menos un agente de reprogramacion dentro de la célula y remodelar directa o indirectamente
la cromatina y/o el ADN de la célula; o

2) poner en contacto la cromatina y/o el ADN de una célula de un primer tipo con un agente capaz de remodelar
la cromatina y/o el ADN de la célula; y aumentar los niveles intracelulares de al menos un agente de
reprogramacion.

Segun diversas realizaciones, la etapa 2) puede realizarse consecutivamente a la etapa 1), simultaneamente con la
etapa 1), o antes de la etapa 1).

Segun un aspecto particular, la divulgacion se refiere a un procedimiento para obtener una célula de tipo célula
madre (NSLC), que comprende:
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- proporcionar una célula de un primer tipo que no es NSLC;

- aumentar los niveles intracelulares de al menos un polipéptido especifico de células madre neurales, en el que el
polipéptido es capaz de conducir directa o indirectamente la transformacion de la célula del primer tipo en una
NSLC;y

- poner en contacto la cromatina y/o el ADN de una célula de un primer tipo con un acetilador de histonas, un
inhibidor de la desacetilacion de histonas, un desmetilador y/o un inhibidor quimico de la metilacién del ADN.

Con respecto a la segunda etapa, la expresion "remodelar la cromatina y/o el ADN" se refiere a cambios
estructurales dinamicos en la cromatina. Estos cambios pueden variar desde cambios locales necesarios para la
regulacion transcripcional, a cambios globales necesarios para abrir la estructura de la cromatina o la segregacion
del cromosoma para permitir la transcripcion del nuevo conjunto de genes caracteristicos de la célula deseada de un
tipo diferente, hasta el cierre de la estructura de la cromatina o la segregacion de cromosomas para evitar la
transcripcion de ciertos genes que no son caracteristicos de la célula deseada de un tipo diferente. En algunas
realizaciones, la apertura de la estructura de la cromatina se refiere mas especificamente a la acetilacion de las
histonas y la desmetilacion del ADN, mientras que el cierre de la estructura de la cromatina se refiere mas
especificamente a la desacetilacion de las histonas y la metilacion del ADN.

Como se usa en el presente documento, "compuesto” se refiere a un compuesto capaz de realizar una funcién
biolégica deseada. El término incluye, pero sin limitacion, ADN, ARN, proteina, polipéptidos, y otros compuestos,
incluyendo factores de crecimiento, citocinas, hormonas o moléculas pequefias. Como se usa en el presente
documento, los compuestos capaces de remodelar la cromatina y/o el ADN incluyen, aunque no de forma limitativa,
acetiladores de histonas, inhibidores de la desacetilacion de histonas, desmetiladores del ADN, inhibidores de la
metilacion del ADN y combinacion de los mismos.

"Inhibidor de la metilacion del ADN" se refiere a un agente que puede inhibir la metilacion del ADN. Los
inhibidores de la metilacién del ADN han demostrado la capacidad de restaurar la expresion génica suprimida. Los
agentes adecuados para inhibir la metilacion del ADN incluyen, pero no se limitan a, 5-azacitidina, 5-aza-2’-
desoxicitidina, 1-B-D-arabinofuranosil-5-azacitosina y dihidro-5-azacitidina y zebularina (ZEB), BIX (inhibidor de la
histona lisina metiltransferasa) y RG108.

"Inhibidor de la desacetilacion de histonas" se refiere a un agente que evita la eliminacion de los grupos acetilo
de los restos de lisina de las histonas que, de otro modo, conducirian a la formacién de una cromatina condensada y
transcripcionalmente silenciada. Los inhibidores de la histona desacetilasa se clasifican en varios grupos,
incluyendo: (1) acidos hidroxamicos, tales como ftricostatina (A), (2) tetrapéptidos ciclicos, (3) benzamidas, (4)
cetonas electrofilas y (5) grupo de compuestos de acido alifatico, tales como fenilbutirato y acido valproico. Los
agentes adecuados para inhibir la desacetilacion de histonas incluyen, aunque no de forma limitativa, acido valproico
(VPA), fenilbutirato tricostatina A (TSA), butirato de sodio y benzamidas. El VPA promueve el destino neuronal e
inhibe el destino glial simultineamente a través de la induccion de factores de transcripcion neurogénicos,
incluyendo NeuroD.

"Acetilador de histonas" se refiere a un agente que inserta grupos acetilo en los restos de lisina de las histonas que
abren la cromatina y la convierten en un estado transcripcionalmente activo. Los agentes de acetilacion de histonas
adecuados incluyen, aunque no de forma limitativa, poliamina, CREB (proteina de unién al elemento cAMP) y BniP3.

"Desmetilador de ADN" se refiere a un agente que elimina los grupos metilo del ADN y posee la capacidad de
inhibir la hipermetilacion y restaurar la expresion génica suprimida. Se espera que una desmetilasa active los genes
eliminando los residuos metilicos represivos. Los desmetiladores de ADN adecuados incluyen, aunque no de forma
limitativa, MBD2 y Gadd45b.

En algunas realizaciones, el agente de reprogramacion tiene una o mas de las siguientes funciones: disminuye la
expresion de uno o mas marcadores de células del primer tipo (por ejemplo, consulte la Tabla C) y/o aumenta la
expresion de uno o mas marcadores de la célula deseada del tipo diferente (por ejemplo, consulte la Tabla A). Las
células que exhiben un marcador seleccionable para la célula deseada de un tipo diferente se seleccionan después y
evallan para las caracteristicas de la célula deseada de un tipo diferente.

De acuerdo con la divulgacion, la transformacién en la célula deseada da como resultado la expresion estable de
una pluralidad de genes secundarios cuya expresion es caracteristica de las propiedades fenotipicas y/o funcionales
de la célula deseada. Los genes cuya expresion es caracteristica de las propiedades fenotipicas y/o funcionales de
la célula deseada incluyen, pero sin limitacion, los que figuran en la Tabla A.

En algunas realizaciones, La expresion de genes secundarios cuya expresion es caracteristica de las propiedades
fenotipicas y funcionales de los resultados celulares deseados en la expresién de marcadores definidos de acuerdo
con la siguiente tabla
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Tipo de célula deseado | Marcadores

Células madre similares a nestina, Sox2, GFAP, Msi1

neurales

células de tipo neural Blll-tubulina, Map2b, Sinapsina, ACHE

Células de tipo Sox2, Sox1, Zic1, nestina, Notch 1, FoxJ3, Otx2, Cripto1,
ectodérmico Vimentina

Células de tipo
mesoendodérmico
Células de tipo
pluripotencial

Sox17, FoxA2, CXCR4, GATA4, Mixl1, Eomesodermina

Oct4, SSEA4, TRA-1-60, TRA-1-81, AP

En algunas realizaciones, la transformacion de una célula de un primer tipo en la célula deseada da como resultado
una represion estable de una pluralidad de genes expresados tipicamente en la célula del primer tipo. Ejemplos de
tales genes suprimidos incluyen, aunque no de forma limitativa, los definidos en la Tabla C:

Tabla C: Ejemplos de genes suprimidos

Genes especificos de tipo celular tipicamente reprimidos durante la
reprogramacion
Tipo de célula Nombre numero de referencia de numero de referencia | N.° de Marcadores
RefSeq/GenBank™ UniProt™/Swiss-Prot | referencia de
(NCBI) UniGene™
Queratinocitos TP63, NM_003722.4 Q9H3D4 Hs.137569 Queratina 14
isoforma 1
TP63, NM_001114978.1 Q9H3D4 Hs.137569 Basonuclina
isoforma 2
TP63, NM_001114979.1 Q9H3D4 Hs.137569 P63
isoforma 3
TP63, NM_001114980.1 Q9H3D4 Hs.137569
isoforma 4
TP63, NM_001114981.1 Q9H3D4 Hs.137569
isoforma 5
TP63, NM_001114982.1 Q9H3D4 Hs.137569
isoforma 6
BNC1 NM_001717.3 Q01954 Hs.459153
BCN2 NM_017637.5 Q6ZN30 Hs.656581
KRT14 NM_000526.4 P02533 Hs.654380
Involucrina | NM_005547.2 P07476 Hs.516439
Fibroblastos THY1 NM_006288.3 P04216 Hs.724411 Col5A2
FBN2 NM_001999.3 P35556 Hs.519294 Fibronectina
COL5A2 NM_000393.3 P05997 Hs.445827
DNMTH1, NM_001130823.1 P26358 Hs.202672
isoforma a
DNMTH1, NM_001379.2 P26358 Hs.202672
isoforma b
CD34+ Isl1 NM_002202.2 P61371 Hs.505 VEGFR
HOXA9 NM_152739.3 P31269 Hs.659350 Citoqueratina
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(continuacion)

Genes especificos de tipo celular tipicamente reprimidos durante la
reprogramacion
Tipo de célula Nombre numero de referencia de numero de referencia | N.° de Marcadores
RefSeq/GenBank™ UniProt™/Swiss-Prot | referencia de
(NCBI) UniGene™

HOXB4 NM_024015.4 P17483 Hs.664706

Klk-1 NM_002257.2 P06870 Hs.123107 CD34

Bry NM_003181.2 015178 Hs.389457
Células madre ALCAM NM_001627.2 Q13740 Hs.591293 ALBO
derivadas de . ;
tejido adiposo VCAM-1 NM_001078.2 P19320 Hs.109225 Adiponectina
(ADSC) VCAM-1, | NM_080682.1 P19320 Hs.109225

isoforma b

PROM1, NM_006017.2 043490 Hs.614734 Leptina

isoforma 1

PROM1, NM_001145847.1 NM_ 043490 Hs.614734

isoforma 2 | 001145848.1

PROM1, NM_001145852.1 043490 Hs.614734

isoforma 4

PROM1, NM_001145851.1 043490 Hs.614734

isoforma 5

PROM1, NM_001145850.1 043490 Hs.614734

isoforma 6

PROM1, NM_001145849.1 043490 Hs.614734

isoforma 7

FUT4 NM_002033.3 P22083 Hs.390420

En realizaciones preferidas, la represion estable de uno cualquiera o mas de los genes enumerados en la Tabla C
que se expresan en el primer tipo de célula también se caracteriza por la desaparicion de los marcadores
correspondientes (consulte la Tabla C).

Los expertos en la materia entenderan que existen muchas etapas alternativas para facilitar la reprogramacion
celular. Estos incluyen desestabilizar la estructura del citoesqueleto de la célula (por ejemplo, exponiendo la célula a
citocalasina B), aflojar la estructura de la cromatina de la célula (por ejemplo, mediante el uso de agentes tales como
5 -azacitidina (5-Aza) y acido valproico (VPA) o agentes desmetiladores del ADN, tal como MBD2), transfectar la
célula con uno o0 mas vectores de expresion que contienen al menos un ADNc que codifica un factor de transcripcion
neurogénico (por ejemplo, Msi1 o Ngn2), que utiliza un medio apropiado para la célula deseada de un tipo diferente y
un medio de diferenciacién apropiado para inducir el compromiso de diferenciacion de la célula deseada de un tipo
diferente, inhibir las vias represivas que afectan negativamente a la induccion al compromiso de la célula deseada
de un tipo diferente, cultivar las células en un sustrato apropiado para la célula deseada de un tipo diferente (por
ejemplo, laminina para NSLC o una superficie de baja union para el cultivo de neuroesferas flotantes) y sembrar las
células en un entorno al que la célula deseada de un tipo diferente ( o "similar a" una célula) normalmente estaria
expuesta in vivo tal como la temperatura adecuada, el pH y el medio ambiente con poco oxigeno (por ejemplo,
aproximadamente 2-5 % de O). En diversas realizaciones, la divulgacién abarca estos y otros procedimientos y
técnicas relacionados para facilitar la reprogramacion de células.

En consecuencia, el procedimiento de transformar una célula de un primer tipo en una célula de un segundo tipo
diferente puede comprender etapas facultativas adicionales. En una realizacién, el procedimiento de transformacion
de una célula comprende ademas la etapa de pretratar la célula de un primer tipo con un disruptor del citoesqueleto.
Tal como se usan en el presente documento, "cltoesqueleto™ se refiere a la red filamentosa de la F-actina, las
cadenas ligera y pesada de la miosina, los microtubulos y los filamentos intermedios (IF) compuestos por una de las
tres subunidades quimicamente distintas, actina, tubulina o una de varias clases de la proteina de los IF. En
consecuencia, el término "disruptor del citoesqueleto" se refiere a cualquier molécula que pueda inhibir el
citoesqueleto celular para desestabilizar la célula y, en consecuencia, eliminar los mecanismos de retroalimentacion
entre la forma de la célula y la funcion celular y nuclear. Los disruptores del citoesqueleto adecuados incluyen,
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aunque no de forma limitativa, la familia de citocalasina de los inhibidores del citoesqueleto de actina, tal como
citocalasina B o D, y los inhibidores de la miosina, tal como 2,3-butanediona monoxima. Tal tratamiento previo puede
impulsar la reprogramacion. En una realizacién preferida, la célula se cultiva en presencia de al menos un inhibidor
del citoesqueleto un dia antes, durante o después de la introduccién de uno o varios factores de transcripcion
neurogeénicos.

La colocacion de la célula en condiciones para soportar la transformacion de la célula deseada y/o mantener la
célula en condiciones de cultivo que soportan la transformacién de la célula deseada puede comprender cultivar la
célula en un medio que comprende uno o mas factores apropiados para inducir la expresion de las caracteristicas
morfolégicas y funcionales de la célula deseada de un tipo diferente. En algunas realizaciones, uno o mas factores
son factores de reprogramacion utiles para reprogramar una célula y estos factores de reprogramacion se pueden
usar solos o en combinaciones.

En otras realizaciones, la etapa de cultivar la célula en un medio que comprende uno o mas factores apropiados
para inducir la expresion de las caracteristicas morfolégicas y funcionales de la célula deseada de un tipo diferente
se lleva a cabo después o simultdneamente a las etapas iii) o iv), o después o simultdneamente a las etapas 1) o 2),
como se ha definido anteriormente en el presente documento.

Los expertos en la técnica conocen muchos tipos diferentes de medios y muchos factores de reprogramacion que
pueden ser Utiles para reprogramar una célula y estos factores de reprogramacion se pueden usar solos o en
combinaciones. En diversas realizaciones, el factor de reprogramacion se selecciona de acuerdo con la TABLA B.

En algunas realizaciones, los factores de reprogramacion tienen una o mas de las siguientes funciones: disminuir la
expresion de uno o mas marcadores del primer tipo de célula y/o aumentar la expresion de uno o mas marcadores
de la célula deseada. Las células que exhiben un marcador seleccionable para la célula deseada se seleccionan y
se evaldan para determinar su unipotencia, multipotencia, pluripotencia, o caracteristicas similares (segun
corresponda).

En realizaciones particulares, las células se cultivan en medio sin suero antes, durante o después de cualquiera de
las etapas i) a iv como se ha definido anteriormente en el presente documento, o durante o después de las etapas 1)
0 2), como se ha definido anteriormente en el presente documento.

Obtencién de células de tipo madre neurales (NSLC)

De acuerdo con las realizaciones preferidas para crear células de tipo madre neurales (NSLC), los procedimientos
de la invencién se llevan a cabo de manera que las células se traten con agentes seleccionados, compuestos y
factores para promover la reprogramacion y/o desdiferenciacion hacia células de tipo madre (SLC). Dichas células
somaticas reprogramadas pueden tratarse posteriormente con agentes y/o cultivarse en condiciones adecuadas
para promover la reprogramacion hacia las células de tipo madre neurales (NSLC) y la expansion de las NSLC a
largo plazo. Las NSLC tienen el potencial de diferenciarse en células de tipo neuronal y/o glial, asi como células
neuronales y/o gliales, para el tratamiento potencial de enfermedades y lesiones neuroldgicas, tales como la
enfermedad de Parkinson y la lesion de la médula espinal. Los procedimientos descritos en el presente documento
también son utiles para producir células histocompatibles para terapia celular.

En consecuencia, algunos aspectos de la presente divulgacion se refieren a la generaciéon de neuronas a partir de un
paciente individual, haciendo asi posibles los trasplantes autdlogos como modalidad de tratamiento para muchas
afecciones neuroldgicas, incluyendo neurotraumatismo, ictus, enfermedades neurodegenerativas, tales como
esclerosis multiple, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer. Asi, la
divulgacion proporciona terapias neuroldgicas para tratar la enfermedad o el traumatismo de interés.

Por lo tanto, otro aspecto de la divulgacion se refiere a un procedimiento para obtener una célula de tipo madre
neural (NSLC), que comprende bien:

1) poner en contacto la célula de un primer tipo con uno o mas polipéptidos reguladores de células madre
neurales capaces de aumentar los niveles intracelulares de polipéptidos especificos de células madre neurales
dentro de dicha célula y remodelar directa o indirectamente la cromatina y/o el ADN de la célula y conducir
directa o indirectamente la transformacién de la célula del primer tipo en una NSLC; o

2) poner en contacto la cromatina y/o el ADN de una célula de un primer tipo con un acetilador de histonas, un
inhibidor de la desacetilacion de histonas, un desmetilador de ADN, y/o un inhibidor de la metilacion del ADN; y
aumentar los niveles intracelulares de al menos un polipéptido especifico de células madre neurales que es
capaz de dirigir directa o indirectamente la transformacion de la célula del primer tipo en una NSLC.

En realizaciones preferidas, la etapa 1) comprende aumentar los niveles intracelulares de un polipéptido MUSASHIA1.
Como se explicara mas adelante, esto se puede lograr por diferentes medios, incluyendo, pero sin limitacion, la
expresion transitoria del polipéptido MUSASHI1, preferentemente, transfectando un vector de expresiéon que codifica
el polipéptido.

En realizaciones preferidas, la etapa 2) comprende aumentar los niveles intracelulares de un polipéptido MBD2 o
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tratar las células con VPA y 5-AZA. Como se explicara mas adelante, esto se puede lograr por diferentes medios,
incluyendo, pero sin limitacion, expresion transitoria del polipéptido MBD2, preferentemente, transfectando un vector
de expresion que codifica el (los) polipéptido (s) y/o tratando previamente y/o tratando las células con VPA y 5-AZA.

En una realizacién particular, la reprogramacion de una célula de un primer tipo a otro tipo de célula que muestre al
menos dos marcadores seleccionables para células madre neurales requiere la transfeccion de la célula de un
primer tipo con un vector que contiene un ADNc que codifica un factor de transcripcion neurogénico y un
desmetilador de ADN. Para mejorar la desdiferenciacion, las células se exponen o se exponen previamente a uno o
mas agentes que inhiben la metilacion del ADN, inhiben la desacetilacion de histonas y/o interrumpen el
citoesqueleto celular. Por ejemplo, la desdiferenciacion se puede mejorar mediante el tratamiento previo de las
células con un agente que interrumpe el citoesqueleto celular y, a continuacion, la transfectacion de las células con
uno o mas vectores que contienen dos factores de transcripcién neurogénicos en presencia de un desmetilador de
ADN y/o un inhibidor de la metilacién del ADN y la desacetilacion de histonas. El desacetilador de histonas, el
inhibidor de la desacetilacion de histonas, el desmetilador de ADN y/o un inhibidor de la metilacion del ADN son
como se ha definido previamente.

Como se ha definido anteriormente, el procedimiento puede comprender ademas una etapa preliminar de pre-
tratamiento de la célula de un primer tipo con un interruptor del citoesqueleto, como se ha definido anteriormente y/o
cultivar la célula en un medio que comprende uno o mas factores de reprogramacion apropiados para el aspecto y el
mantenimiento de las caracteristicas morfolégicas y funcionales de las NSLC como se ha definido anteriormente (por
ejemplo, un compuesto retinoide, un factor neurotréfico, bFGF, EGF, SHH, Wnt 3a, neuropéptido Y, estrégeno). En
alguna realizacion, el procedimiento comprende ademas inhibir las rutas de sefializacion de BMP celulares (por
ejemplo, por NOGGINA, fetuina o folistatina).

En realizaciones preferidas, la generacion de una NSLC a partir de una primera célula comprende el uso de uno o
mas agentes de reprogramacion. Los agentes adecuados incluyen, aunque no de forma limitativa, Musashi-1 (Msi1)
y Neurogenina 2 (Ngn2). Otros agentes potenciales se enumeran en la Tabla Ay B.

La presente divulgacion también se refiere al uso de vectores de expresion de ADN que codifican una proteina o
transcrito que regula por aumento la expresion de neurogénesis. La secuencia de ADN modificada genéticamente,
codificar un agente de reprogramacion definido, tal como Msi1 y Ngn2, se puede introducir en las células utilizando
vectores monocistronicos, bicistronicos o policistrénicos. La expresion de un gen de multipotencia endégeno indica
que el ADNc codifica una proteina cuya expresion en la célula resulta directa o indirectamente en la
desdiferenciacion de la célula. Las células de mamifero recién desdiferenciadas son capaces de volver a
diferenciarse en linajes neuronales para regenerar dichas células de mamifero, tejidos y érganos.

La presente divulgacion se refiere ademas a un procedimiento para generar NSLC mediante la introduccion de una
secuencia de ADN modificada genéticamente en células somaticas humanas mediante transfeccion transitoria. Dado
que el ADN introducido en el proceso de transfeccion no se inserta en el genoma nuclear, el ADN extrafio disminuye
con el tiempo y cuando las células sufren mitosis. Los vectores no virales permanecen en forma no replicativa, tienen
baja inmunogenicidad y son faciles y seguros de preparar y usar. Adicionalmente, los plasmidos pueden alojar
fragmentos grandes de ADN.

En una realizacion particular, el procedimiento comienza con la obtencion de células del individuo y la
reprogramacion de células in vitro para generar NSLC. El aspecto significativo de la presente invencion es la
reprogramacion estable de una célula no neuronal en una NSLC que puede dar lugar a diferentes tipos de células
neuronales o gliales (incluidas células de tipo neuronal o de tipo glial). Estos se pueden volver a implantar en el
mismo paciente del que se obtuvieron las células, haciendo asi una modalidad de tratamiento autélogo para muchas
afecciones neuroldgicas, incluyendo neurotraumatismo, ictus y posible enfermedad neurodegenerativa. Estos
también pueden implantarse en un individuo diferente del que se obtuvieron las células. En consecuencia, los
procedimientos de la presente invencién pueden ser Utiles para tratar, prevenir o estabilizar una enfermedad
neuroldgica, tal como enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis multiple o lesion de la médula
espinal. Esta tecnologia proporciona una amplia fuente de células madre neurales, células neuroprogenitoras,
neuronas y glia para tratamiento clinico, que se pueden realizar mediante la implantacién de NSLC in vivo o
induciendo la diferenciacion in vitro y la implantacién de células neuroprogenitoras o neuronas especificas o glia in
vivo.

En otra realizacion, el procedimiento comprende aislar células somaticas o no neuronales y exponer las células a
uno o mas agentes que alteran la morfologia celular y la estructura de la cromatina, y transfectar las células con uno
0 mas genes que contienen al menos un ADNc que codifica un factor de transcripcion neurogénico. La etapa de
transfeccion de genes puede reemplazarse con agentes alternativos que inducen la expresion del (de los) factor(es)
de transcripcion neurogénico(s) en la célula. La induccion de modificaciones epigenéticas en el ADN y las histonas
(especialmente la desmetilacion del ADN y una estructura cromatica abierta) facilitan la verdadera reprogramacion
de las células. En otra realizacién, las células se incuban en un ambiente de poco contenido en oxigeno, por
ejemplo, 5 % de O,, ayudando de esta manera a la reprogramacion de las células.

Esta metodologia permite la reprogramacion de una célula en una NSLC. El curso posterior del desarrollo y la
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expansion de la célula reprogramada dependen de las sefiales del entorno in situ a las que esta expuesta. Las
realizaciones de la divulgacion incluyen ademas cultivar la célula reprogramada en un medio de proliferacion
apropiado para expandir la NSLC generada, por ejemplo, medio de proliferacion de progenitores neurales (StemCell
Technologies) con presencia de factor de crecimiento epidérmico (EGF) y factor de crecimiento de fibroblastos
basico (bFGF), para promover la proliferacion de células madre neurales.

Las NSLC obtenidas de acuerdo con la invenciéon se pueden diferenciar en linajes neuronales, astrocitos, y/u
oligodendrocitos en medio de diferenciacion apropiado, por ejemplo, medio de diferenciacion NS-A (StemCell,
Technologies) o medio NbActive (BrainBits ™) que incluye un compuesto retinoide, tal como el acido todo-trans-
retinoico o vitamina A, y BDNF, para inducir la diferenciacion de NSLC hacia células neuronales y/o gliales. Las
células neuronales incluyen células que muestran una o mas caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas, funcionales
y/o inmunoldgicas especificas neurales asociadas a un tipo de célula neuronal. Los criterios utiles incluyen:
caracteristicas morfolégicas (por ejemplo, procesos largos o neuritas), caracteristicas fisiolégicas y/o inmunolégicas,
tal como la expresion de un conjunto de marcadores o antigenos especificos de neuronas, sintesis de uno o mas
neurotransmisores, tales como dopamina o acido gamma aminobutirico (GABA), y caracteristicas funcionales, tales
como canales iénicos o los potenciales de accidn caracteristicos de las neuronas.

De acuerdo con el procedimiento, las células reprogramadas pueden seleccionarse en funcion de las propiedades de
adherencia diferencial en comparacion con las células no transfectadas; por ejemplo, las células reprogramadas
pueden formar neuroesferas flotantes o crecer bien en laminina, mientras que los fibroblastos no transfectados se
adhieren y crecen bien en placas normales tratadas con cultivos celulares. Las células reprogramadas incluyen
células que muestran uno o mas marcadores y morfologia especificos de las células madre y la pérdida de algunos o
todos los marcadores especificos relacionados con las células originales. Adicionalmente, parte de la funcionalidad
de las células de tipo neural (NLC) se puede evaluar en diferentes puntos de tiempo mediante, por ejemplo,
pinzamiento zonal, inmunotincion para sinaptofisina y MAP2b, y por medios inmunoquimicos, tal como mediante un
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).

En determinadas realizaciones, la presente invencion proporciona NSLC que pueden iniciar y dirigir la regeneracion
del sistema nervioso central en un sitio de dafio tisular y pueden personalizarse para pacientes individuales
utilizando sus propias células como el donante o la célula de partida. La presente invencién se puede usar para
generar células de un paciente individual, haciendo asi posibles los trasplantes autélogos como modalidad de
tratamiento para muchas afecciones neuroldgicas. Asi, esta tecnologia elimina los problemas asociados con los
trasplantes de células no huésped, tales como, rechazo inmunolégico y el riesgo de enfermedad transmitida. La gran
ventaja de la presente invencion es que proporciona un suministro esencialmente ilimitado para injertos autélogos
adecuados para trasplante. Por lo tanto, evitara algunos problemas significativos asociados con la fuente actual de
materiales y procedimientos de trasplante.

Administracion de polinucleétidos

En determinadas realizaciones, la invencion se refiere al uso de polinucleétidos, por ejemplo, un polinucledtido que
codifica un polipéptido MBD2, un polipéptido MUSASHI1 y/o un polipéptido Ngn2. Los medios para introducir
polinucleétidos en una célula son bien conocidos en la técnica. Se pueden usar procedimientos de transfeccion de
una célula, tal como nucleofeccion y/o lipofeccion, u otros tipos de procedimientos de transfeccion. Por ejemplo, un
polinucleétido que codifica un polipéptido deseado puede clonarse en vectores intermedios para la transfeccion en
células eucaridticas para la replicacion y/o expresion. Los vectores intermedios para el almacenamiento o la
manipulacion del acido nucleico o la produccion de proteinas pueden ser vectores procariotas, (por ejemplo,
plasmidos), vectores lanzadera, vectores de insectos o vectores virales, por ejemplo. Un polipéptido deseado
también puede codificarse por un acido nucleico de fusion.

Para obtener la expresiéon de un acido nucleico clonado, por lo general, se subclona en un vector de expresion que
contiene un promotor para dirigir la transcripcion. Los promotores bacterianos y eucariotas adecuados son bien
conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en Sambrook y Russell (Molecular Cloning: a laboratory
manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press). El promotor utilizado para dirigir la expresion de un acido nucleico de
eleccion depende de la aplicacion particular. Por ejemplo, tipicamente se utiliza un promotor constitutivo fuerte para
la expresion y purificacion. En cambio, cuando una proteina o compuesto de desdiferenciacion se va a utilizar in
vivo, se utiliza un promotor o compuesto constitutivo o inducible, dependiendo del uso particular de la proteina.
Ademas, se puede usar un promotor débil, tal como HSV TK o un promotor que tiene una actividad similar. El
promotor normalmente también puede incluir elementos que responden a la transactivacion, por ejemplo, elementos
de respuesta a la hipoxia, elementos de respuesta a Ga14, elemento de respuesta del represor lac y sistemas de
control de moléculas pequenias, tales como los sistemas regulados por tet y el sistema RU-486.

Ademas de un promotor, un vector de expresion tipicamente contiene una unidad de transcripcion o casete de
expresion que contiene elementos adicionales requeridos para la expresion del acido nucleico en células huésped,
ya sea procariota o eucariota. Un casete de expresion tipico, por lo tanto, contiene un promotor unido
operativamente, por ejemplo, a la secuencia de acido nucleico, y sefales requeridas, por ejemplo, para la
poliadenilacion eficiente del transcrito, la terminacién transcripcional, la unién al ribosoma y/o la terminacion de la
traduccion. Los elementos adicionales del casete pueden incluir, por ejemplo, potenciadores y sefiales intronicas de
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corte y empalme heterélogas.

Los vectores de expresion que contienen elementos reguladores de virus eucariotas se utilizan a menudo en
vectores de expresion eucariotas, por ejemplo, vectores SV40, vectores del virus del papiloma y vectores derivados
del virus de Epstein-Barr. Otros ejemplos de vectores eucariotas incluyen pMSG, pAV009/A+, pMTO10/A+,
pMAMneo-5, baculovirus pDSVE y cualquier otro vector que permita la expresion de proteinas bajo la direccion del
promotor temprano de SV40, promotor tardio de SV40, promotor de la metalotioneina, promotor del virus del tumor
mamario murino, promotor del virus del sarcoma de Rous, promotor de polihedrina u otros promotores que se
muestran efectivos para la expresion en células eucariotas.

Los procedimientos de transfeccion estandar se pueden utilizar para producir lineas celulares de bacterias,
mamifero, levadura, insecto, u otras que expresan grandes cantidades de proteinas de desdiferenciacion, que se
pueden purificar, si se desea, utilizando técnicas estandar. La transformacion de células eucariotas y procariotas se
realiza de acuerdo con técnicas estandar.

Se puede usar cualquier procedimiento para introducir secuencias de nucleétidos extranas en células huésped.
Estos incluyen, aunque no de forma limitativa, el uso de la transfeccion con fosfato de calcio, transfeccion mediada
por DEAE-dextrano, polibreno, fusion de protoplastos, electroporaciéon, administracion mediada por lipidos (por
ejemplo, liposomas), microinyeccion, bombardeo de particulas, introduccion de ADN desnudo, vectores plasmidicos,
vectores virales (tanto episomales como integradores) y cualquiera de los otros procedimientos bien conocidos para
introducir ADN genémico clonado, ADNc, ADN sintético u otro material genético extrafio en una célula huésped
(véase, por ejemplo, Sambrook y col., citado anteriormente. Solo es necesario que el procedimiento de ingenieria
genérica concreta usado pueda introducir con éxito al menos un gen en la célula huésped capaz de expresar la
proteina de eleccion.

Se pueden usar procedimientos de transferencia génica basados en virus y no virales convencionales para introducir
acidos nucleicos en células o tejidos diana de mamifero. Tales procedimientos pueden usarse para administrar
acidos nucleicos que codifican polipéptidos de reprogramacion a células in vitro. Preferentemente, los acidos
nucleicos se administran para usos de terapia génica in vivo o ex vivo. Los sistemas de administracion de vectores
no virales incluyen plasmidos de ADN, acido nucleico desnudo y acido nucleico en complejos con un vehiculo de
administracion tal como un liposoma. Los sistemas de administracion de vectores virales incluyen virus de ADN y
ARN, que tienen genomas episomales o integrados después de la administracion a la célula.

Los procedimientos de administracion no viral de acidos nucleicos incluyen lipofeccién, microinyeccion, balistica,
virosomas, liposomas, inmunoliposomas, policatiéon o conjugados de lipido-acido nucleico, ADN desnudo, viriones
artificiales, y captacion de ADN potenciada por agentes. Los reactivos de lipofeccidon se venden comercialmente (por
ejemplo, Transfectam™ vy Lipofectin™). Se conocen lipidos catiénicos y neutros adecuados para la lipofeccion eficaz
de polinucleétidos de reconocimiento de receptores. El acido nucleico se puede administrar a las células
(administracion ex vivo) o a los tejidos diana (administracion in vivo). La preparacion de complejos de lipidos:acidos
nucleicos, incluyendo liposomas dirigidos tales como complejos inmunolipidicos, es de sobra conocida por los
expertos en la materia.

El uso de sistemas basados en virus de ARN o ADN para la administracién de acidos nucleicos aprovecha los
procesos altamente evolucionados para dirigir un virus a células especificas del cuerpo y el trafico de la carga viral al
nucleo. Los vectores virales pueden administrarse directamente a los pacientes (in vivo) o pueden usarse para tratar
células in vitro, en el que las células modificadas se administran a pacientes (ex vivo). Los sistemas basados en
virus convencionales para la administracion incluyen vectores retrovirales, lentivirales, poxvirales, adenovirales, virus
adenoasociados, virus de la estomatitis vesicular y herpesvirales, aunque la integracion en el genoma del huésped
es posible con ciertos vectores virales, incluyendo procedimientos de transferencia génica de retrovirus, lentivirus,
virus adenoasociados, lo que a menudo da como resultado la expresion a largo plazo del transgén insertado.
Adicionalmente, se han observado altas eficiencias de transduccion en diferentes tipos de células y tejidos diana.

pLASN y MFG-S son ejemplos de vectores retrovirales que se han utilizado en ensayos clinicos. En aplicaciones
para las que se prefiere la expresion transitoria, los sistemas basados en adenovirus son Utiles. Los vectores
basados en adenovirus son capaces de una eficiencia de transduccion muy alta en muchos tipos de células y son
capaces de infectar y, por lo tanto, administrar acido nucleico a células tanto en division como células que no estan
en division. Con tales vectores, se han obtenido titulos y niveles de expresion altos. Los vectores de adenovirus se
pueden producir en grandes cantidades en un sistema relativamente simple.

Los vectores de terapia génica pueden administrarse in vivo mediante la administracion a un paciente individual,
tipicamente por administracion sistémica (por ejemplo, intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, infusion
subdérmica o intracraneal) o aplicacion tépica. Como alternativa, los vectores pueden administrarse a las células ex
vivo, tales como las células explantadas de un paciente individual (por ejemplo, linfocitos, aspirados de médula ésea,
biopsia de tejido) o células madre hematopoyéticas de donantes universales, seguido de la reimplantacion de las
células en un paciente, por lo general, después de la seleccion de las células que han sido reprogramadas.

La transfeccion celular ex vivo para diagndstico, investigacion o para terapia génica (por ejemplo, a través de la
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reinfusion de las células transfectadas en el organismo huésped) es bien conocida por los expertos en la técnica. En
una realizacion preferida, las células estan aisladas del organismo sujeto, se transfectan con un acido nucleico (gen
o ADNCc) y se vuelven a infundir en el organismo sujeto (por ejemplo, paciente). Los expertos en la técnica conocen
bien diversos tipos de células adecuados para la transfeccién ex vivo.

Los vectores (por ejemplo, retrovirus, adenovirus, liposomas, etc.) que contienen acidos nucleicos terapéuticos
también se pueden administrar directamente al organismo para la transfeccion de células in vivo. Como alternativa,
se puede administrar ADN desnudo. La administracién se realiza por cualquiera de las rutas que normalmente se
utilizan para introducir una molécula en contacto final con células de la sangre o tejidos. Los procedimientos
adecuados para administrar tales acidos nucleicos estan disponibles y son bien conocidos por los expertos en la
técnica, y, aunque se puede usar mas de una ruta para administrar una composicién particular, una ruta particular a
menudo puede proporcionar una reaccion mas inmediata y mas efectiva que otra ruta.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables se determinan en parte por la composicién particular que se
administra, asi como por el procedimiento particular utilizado para administrar la composiciéon. En consecuencia,
existe una amplia variedad de formulaciones adecuadas de composiciones farmacéuticas.

Administracién de polipéptidos

En la mayoria, si no todos los procedimientos descritos en el presente documento, una posibilidad alternativa
consiste en evitar el uso de un polinucledtido y poner en contacto una célula de un primer tipo de célula directamente
con un compuesto (por ejemplo, un polipéptido) para el cual se desea un nivel intracelular aumentado. En otras
realizaciones, por ejemplo en ciertas situaciones in vitro, las células se cultivan en un medio que contiene uno o mas
polipéptidos funcionales.

Un factor importante en la administracion de polipéptidos es asegurar que el polipéptido tenga la capacidad de
atravesar la membrana plasmatica de una célula o la membrana de un compartimento intracelular como el nucleo.
Las membranas celulares estan compuestas por bicapas lipidicas-proteicas que son libremente permeables a
pequefios compuestos lipofilos no idnicos y son inherentemente impermeables a los compuestos polares,
macromoléculas y agentes terapéuticos o diagnodsticos. Sin embargo, se han descrito proteinas, lipidos y otros
compuestos, que tienen la capacidad de translocar polipéptidos a través de una membrana celular. Por ejemplo, los
"polipéptidos de translocacion de membrana" tienen subsecuencias de aminoacidos anfifilicos o hidréfobos que
tienen la capacidad de actuar como vehiculos de translocacion de membrana. Los polipéptidos para los que se
desea un aumento del nivel intracelular segun la invencion pueden unirse a secuencias peptidicas adecuadas para
facilitar su captacion en las células. Otros restos quimicos adecuados que proporcionan una captacion celular
mejorada también pueden unirse, tanto de forma covalente como de forma no covalente, a los polipéptidos. También
se pueden usar otros vehiculos adecuados que tienen la capacidad de transportar polipéptidos a través de las
membranas celulares.

Un polipéptido deseado también se puede introducir en una célula animal, preferentemente una célula de mamifero,
a través de liposomas y derivados de liposomas tales como inmunoliposomas. El término "liposoma" se refiere a
vesiculas que comprenden una o mas bicapas lipidicas ordenadas concéntricamente, que encapsulan una fase
acuosa. La fase acuosa contiene tipicamente el compuesto que se administrara a la célula. En determinadas
realizaciones, puede ser deseable apuntar a un liposoma usando restos de direccionamiento que son especificos
para un tipo de célula particular, tejido, y similares. El direccionamiento de los liposomas utilizando diversos restos
de orientacion (por ejemplo, ligandos, receptores y anticuerpos monoclonales) se ha descrito previamente.

Células y lineas celulares

La divulgacion abarca las células, lineas celulares, células madre y preparaciones de células purificadas derivadas
de cualquiera de los procedimientos descritos en el presente documento. En algunas realizaciones, las células,
lineas de células, células madre y preparaciones de células purificadas de la divulgacién son de origen mamifero,
incluyendo, pero sin limitaciones, seres humanos, primates, roedor, perro, gatos, caballo, vaca u oveja. En
realizaciones preferidas, proceden de un ser humano.

En consecuencia, otro aspecto de la divulgacion se refiere a células modificadas, lineas celulares, células
pluripotenciales, multipotenciales o unipotenciales y preparaciones de células purificadas, en las que cualquiera de
estas células comprende un polinucleétido exdgeno que codifica Musashi1 (Msi1); Msi 1 y Ngn2; Msi1 y MBD2; y
Ngn2 y MBD2; Msi1, Ngn2 y MBD2; Msi 1, Ngn2, Nestina y MBD2; y otras combinaciones potenciales de la Tabla A
que incluyen, preferentemente, Msi 1 y Ngn2 y MBD2. En realizaciones preferidas, la célula de acuerdo con la
divulgacion es una célula de tipo madre, mas preferentemente una célula de tipo célula madre neural (NSLC),
poseyendo la célula una o mas de las siguientes caracteristicas:

- expresion de uno o mas marcadores de células madre neurales seleccionados del grupo que consiste en Sox2,
nestina, GFAP, Msi1 y Ngn2;

- disminucion de la expresion de uno o mas genes especificos de la célula de la que se obtuvo la NSLC (por
ejemplo, consulte la Tabla C);

- forma neuroesferas en el ensayo de formacién de colonias de neuroesferas;
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- que se puede cultivar en suspension o como un cultivo adherente;

- capaz de proliferar sin la presencia de un agente de reprogramacion exogeno durante mas de 1 mes,
preferentemente durante 2 meses, durante 3 meses, durante 5 meses e incluso durante mas de un afno;

- capaz de dividirse cada 36 horas a un pase bajo;

- positiva para la actividad telomerasa;

- capaz de diferenciarse en una célula de tipo neuronal, célula de tipo astrocito, célula de tipo oligodendrocito y
combinaciones de las mismas;

- disminucion de la expresion de la telomerasa y uno o mas marcadores de células madre neurales después de la
diferenciacion;

- tienen uno o mas procesos morfoldgicos de tipo neurita (axones y/o dendritas) de mas de un diametro de célula
de longitud después de la diferenciacion en una célula de tipo neuronal;

- expresion de al menos un antigeno neural especifico seleccionado del grupo que consiste en tubulina neural
especifica, proteina 2 asociada a los microtibulos, NCAM, y marcador para un neurotransmisor después de la
diferenciacién en una célula de tipo neuronal;

- expresion de uno o mas marcadores neurales funcionales (por ejemplo, sinapsina) después de la diferenciacion
en una célula de tipo neuronal;

- capaz de liberar uno o mas factores neurotréficos (por ejemplo, BDNF) después de la diferenciacion en una
célula de tipo neuronal;

- negativo en un ensayo de formacion de colonias de tumores;

- negativo para el crecimiento de tumores en ratones SCID;

- negativo para el crecimiento de teratoma en ratones SCID;

- capaz de mejorar significativamente una o mas medidas funcionales después de la colocacion de un nimero
adecuado de NSLC en el hueco en un modelo de ablacién cerebral;

- capaz de mejorar significativamente o mantener una o mas medidas funcionales después de inyectar un nimero
adecuado de NSLC en un modelo de EAE; y

- capaz de mejorar una o mas medidas funcionales mas significativamente que las hNPC en lesiones del SNC o
modelos neurodegenerativos.

Ejemplos de todos los puntos anteriores se pueden encontrar en la seccién Eemplos de esta solicitud.
En realizaciones preferidas, una NSLC posee todas las caracteristicas siguientes:

- capacidad de autorrenovarse durante un tiempo significativamente mayor que una célula somatica;

- no es una célula cancerosa;

- es estable y no se mantiene artificialmente por la expresion génica forzada o por medios similares y se puede
mantener en medios de células madre neuronales estandar;

- puede diferenciarse en una célula progenitora, precursora, somatica o en otro tipo de célula mas diferenciada del
mismo linaje;

- tiene las caracteristicas de una célula madre y no solo ciertos marcadores o expresion génica o aspecto
morfolégico; y

- no exhibe crecimiento descontrolado, formacién de teratoma y formacion de tumores in vivo.

En una realizacion particular, las células reprogramadas (NSLC) son capaces de proliferar durante varios meses sin
perder sus marcadores de células madre neurales y su capacidad para diferenciarse en células de tipo neurona, de
tipo astrocito y de tipo oligodendrocito. La generacion de los linajes neurales se caracteriza por su morfologia,
cambios fenotipicos y funcionalidad.

En algunas realizaciones, las células pueden tener una o mas de las siguientes caracteristicas y propiedades:
autorrenovacion, diferenciacion multilinaje in vitro e in vivo, clonogenicidad, un cariotipo normal, extensa proliferacion
in vitro en condiciones de cultivo bien definidas y la capacidad de congelarse y descongelarse, asi como cualquiera
de las propiedades o caracteristicas conocidas y/o deseadas habitualmente tipicas de las células madre. Las células
pueden expresar ademas marcadores moleculares de células multipotenciales o pluripotenciales (es decir,
marcadores génicos y de superficie tal como se ha definido anteriormente).

Otro aspecto de la divulgacion se refiere a la produccion de células madre y/o progenitoras autélogas (propias)
especificas del tejido. Estas células madre y/o progenitoras pueden usarse en aplicaciones de terapia celular para
tratar enfermedades de degeneracion celular. Las enfermedades de degeneracion celular incluyen, por ejemplo,
enfermedades neurodegenerativas, tales como ictus, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
esclerosis multiple, esclerosis lateral amiotréfica, degeneracion macular, enfermedades osteoliticas, tales como
osteoporosis, osteoartritis, fracturas o&seas, roturas de huesos, diabetes, lesion hepatica, enfermedades
degenerativas, infarto de miocardio, quemaduras y cancer. Se prevé que las células de acuerdo con la divulgacion
se puedan implantar o trasplantar en un huésped. Una ventaja de la invencion es que se pueden producir grandes
cantidades de células madre autdlogas para la implantacion sin el riesgo de un rechazo mediado por el sistema
inmunitario. Esas células pueden conducir a la produccion de tejido adecuado para el trasplante en el individuo.
Dado que el tejido deriva del receptor de trasplante, no debe estimular una respuesta inmunitaria, como lo haria el
tejido de un donante no relacionado. Dichos trasplantes pueden constituir tejidos (por ejemplo, vena, arteria, piel,
musculo), trasplantes de érganos soélidos (por ejemplo, corazon, rifion, higado), trasplantes de células neuronales o
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trasplantes de médula 6sea, tales como los que se utilizan en el tratamiento de diversas neoplasias malignas, tales
como, por ejemplo, leucemias y linfomas. También se pueden usar trasplantes de células madre neurales,
neuroprogenitoras o neuronales (asi como las NSLC y sus derivados) en el tratamiento de, por ejemplo, trastornos
neurolégicos, ictus, lesién de la médula espinal, enfermedad de Parkinson y similares, asi como potencialmente
algunos trastornos no neuroldgicos, tales como un infarto cardiaco.

Otro aspecto de la divulgacion se refiere a un procedimiento para producir tejidos modificados por ingenieria ex vivo
para su posterior implantacion o trasplante en un huésped, en el que los componentes celulares de esos tejidos
modificados por ingenieria comprenden células de acuerdo con la divulgacion o células derivadas de los mismos.
Por ejemplo, los cultivos expandidos de las células de la divulgacion pueden diferenciarse mediante tratamiento in
vitro con factores de crecimiento y/o morfégenos. A continuacion, se implantan poblaciones de células diferenciadas
en el huésped receptor cerca del sitio de la lesion o el dafio, o se cultivan in vitro para generar tejidos modificados
mediante ingenieria genética, como se ha descrito.

Los procedimientos y las células de la divulgacion descritos en el presente documento se pueden usar para
inmortalizar células, por ejemplo para generar una linea celular. Usando los procedimientos desvelados en el
presente documento, puede transformarse una célula somatica en una que posee un fenotipo desdiferenciado,
facilitando asi la generacion de lineas celulares a partir de diversos tejidos. Por lo tanto, la divulgacion abarca tales
células inmortalizadas.

Ademas, los procedimientos de derivacion de las células pueden ser Utiles en aplicaciones cientificas y terapéuticas
que incluyen, pero sin limitacion, (a) descubrimiento cientifico e investigacion que involucre el desarrollo celular y la
investigacion genética (por ejemplo, los usos en lugar de las células madre humanas como una linea celular modelo
para estudiar la diferenciacion, desdiferenciacién, o reprogramacion de células humanas), (b) desarrollo y
descubrimiento de medicamentos (por ejemplo, deteccion de la eficacia y toxicidad de ciertos medicamentos
candidatos y productos quimicos, deteccion de posibles farmacos o agentes que median en la diferenciacion,
desdiferenciacion, o reprogramacion de células), (c) terapia génica (por ejemplo, como un dispositivo de
administracion para terapia génica), y (d) tratamiento de lesiones, traumatismos, enfermedades y trastornos, que
incluyen, pero sin limitacion, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, lesién de la médula espinal e
ictus.

Aspectos adicionales se refieren a procedimientos terapéuticos, procedimientos de tratamiento y procedimientos de
regeneracion de un tejido u érgano en un mamifero (por ejemplo, un sujeto humano). Un procedimiento particular se
refiere a un procedimiento para regenerar un tejido u érgano de mamifero que comprende poner en contacto el tejido
u 6rgano a regenerar con una SLC, NSLC u otra célula deseada o construccion de tejido artificial tal como se define
en el presente documento. Las SLC, NSLC, célula deseada o la construccion de tejido artificial pueden colocarse
cerca del tejido u érgano que se va a regenerar administrando al sujeto usando cualquier via adecuada (por ejemplo,
inyectando la célula por via intratecal, directamente en el tejido u 6rgano, o en el torrente sanguineo).

Otro procedimiento para reparar o regenerar un tejido u érgano en un sujeto que lo necesite comprende administrar
al sujeto un compuesto que induce una expresion enddégena directa o indirecta de al menos un regulador génico en
células del tejido u 6rgano y/o un compuesto que induce una expresion endogena directa o indirecta de al menos un
regulador génico en células capaces de transformacion o desdiferenciacion in vivo en el sujeto. En consecuencia, la
expresion de al menos un regulador génico reprograma las células en células deseadas de un tipo diferente (por
ejemplo, células de tipo madre neurales), y estas células de un tipo diferente son efectivas para reparar o regenerar
dicho tejido u érgano.

Otro procedimiento comprende obtener células o tejido de un paciente (por ejemplo, células madre hematopoyéticas,
fibroblastos o queratinocitos), reprogramar una pluralidad de tales células o el tejido, y reintroducir las células
reprogramadas o el tejido en el paciente. Un aspecto relacionado se refiere a composiciones farmacéuticas que
comprenden una pluralidad de una célula deseada, SLC y/o células de tipo madre neurales (NSLC) o tejido
reprogramado como se define en el presente documento.

Los procedimientos terapéuticos de la divulgacion pueden ser aplicables a la regeneracion o reparacion de diversos
tejidos y 6rganos, incluidos, pero sin limitacion, el cerebro, la médula espinal y la retina.

Un aspecto relacionado se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden una pluralidad de células
deseadas, SLC y/o células de tipo madre neurales (NSLC) como se define en el presente documento.

Tejidos

Otro aspecto de la divulgacion se refiere a un tejido que contiene células reprogramadas como se define en el
presente documento que puede implantarse en un sujeto que lo necesite.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona la reprogramacion de células dentro de un tejido, por
ejemplo, una construccion de tejido 3D producida in vitro que comprende células y matriz extracelular producida por
estas células. Ademas, las células transfectadas se pueden sembrar sobre estas construcciones de tejido 3D que se
pueden hacer completamente de forma autdloga, evitando asi el rechazo de huésped, haciéndolo completamente
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inmunocompatible y como vehiculo para transplantar células reprogramadas in vivo. Ventajosamente, estas células
recién creadas se pueden usar en su estado indiferenciado y/o diferenciado dentro de estos tejidos para fines de
diagndstico in vitro o se pueden trasplantar a un paciente que necesite tal construccion en enfoques de terapia
celular/reemplazo de tejido.

La divulgacién abarca ademas tejido multicapa 3D de tipo neuronal. Las células dentro de CDM reprogramadas en
células de tipo madre neurales de acuerdo con la divulgacion se diferencian faciimente en células de tipo
neuronales, células de tipo astrocito y células de tipo oligodendrocito dentro de la CDM. Por lo tanto, es posible usar
CDM vy los procedimientos de reprogramacion de la invencion para reprogramar las células dentro de la CDM para
formar tejido multicapa 3D de tipo neuronal (hasta> 30 capas de células). Dicho tejido 3D comprende neuronas (o
especificamente, células de tipo neuronas), astrocitos (o especificamente, células de tipo astrocito), y
oligodendrocitos (o especificamente, células de tipo oligodendrocitos) y puede hacerse completamente de forma
autdloga, pueden manejarse manualmente e implantarse con relativa facilidad, o pueden usarse como un modelo in
vitro de tejido del SNC.

Un aspecto particular se refiere a una construccion de tejido artificial que comprende un ensamblaje 3D de células
cultivadas in vitro y matriz extracelular producida por estas células. Las células pueden ser células deseadas, SLC
y/o una pluralidad de células de tipo madre neurales (NSLC) obtenidas utilizando cualquiera de los procedimientos
descritos en el presente documento.

Procedimientos de deteccidn selectiva

Otro aspecto de la divulgacion se refiere a procedimientos para identificar nuevos compuestos (por ejemplo,
moléculas pequefias, medicamentos, etc.) capaces de transformar una célula de un primer tipo en una célula
deseada de un tipo diferente. Estos nuevos compuestos pueden ser Utiles para fines de investigacion o como
medicamentos para uso en la reparacion o regeneracion de tejidos en un sujeto.

La seccion de ejemplos proporciona principios, procedimientos y técnicas Utiles para seleccionar e identificar tales
compuestos activos deseables. Por ejemplo, los expertos en la materia entenderan que es posible detectar
compuestos que induzcan la transformacion de una célula de un primer tipo a una NSLC al reemplazar la "induccién”
o la "actividad bioldgica" proporcionada por el aumento transitorio de Musashi1, NGN2 o MBD2 en la célula por un
compuesto candidato a analizar (por ejemplo, una biblioteca de pequefias moléculas o compuestos) y la medicién de
la actividad o eficacia del compuesto candidato para generar la NSLC. Los individuos o la mezcla de compuestos
activos se seleccionaran si tienen la misma actividad y/o si pueden proporcionar los mismos o similares efectos que
estos polipéptidos (por ejemplo, la transformacion celular y/o la aparicion de cualquier marcador deseable o
caracteristicas deseables como se ha definido anteriormente en el presente documento). Por ejemplo, un compuesto
o0 mezcla de compuestos capaces de transformar un fibroblasto en una NSLC podria identificarse mediante:

(i) La configuracion, cultivo y transformacion de los fibroblastos en NSLC como en el Ejemplo 1;

(i) la seleccion de una biblioteca de compuestos reemplazando Msi1, Ngn2 y/o MBD2 con cada compuesto
candidato en un pocillo diferente;

(iii) la identificacion de un compuesto "de éxito" cuando el compuesto candidato sea capaz de transformar los
fibroblastos en NSLC aproximadamente tan bien como en Msi1, Ngn2 y/o MBD2 reemplazados;

(iv) Si el compuesto de la parte (iii) no reemplazé a todos los Msi1, Ngn2 y MBD2, y no es capaz de transformar
los fibroblastos en NSLC por si mismos, incluyendo el compuesto de (iii) en cada pocillo, seleccionando una
biblioteca de compuestos reemplazando el Msi1, Ngn2 y/o MBD2 que no se eliminé en la parte (ii) con cada
compuesto candidato en un pocillo diferente;

(v) la identificacién de un compuesto "de éxito" cuando el compuesto candidato sea capaz de transformarse,
junto con el compuesto de la parte (iii), los fibroblastos en NSLC aproximadamente tan bien como el Msi1, Ngn2
y/o MBD2 reemplazados;

(vi) si el compuesto de la parte (V) no reemplazé todos los Msi1, Ngn2 y/o MBD2, y no es capaz de transformar
los fibroblastos en NSLC junto con el compuesto de la parte (iii), incluyendo el compuesto de (iii) y (v) en cada
pocillo, seleccionando una biblioteca de compuestos reemplazando el Msi1, Ngn2 o MBD2 que no se elimin6 en
la parte (i) y (iv) con cada compuesto candidato en un pocillo diferente;

(vii) la identificacion de un compuesto "de éxito" cuando el compuesto candidato sea capaz de transformarse,
junto con el compuesto de las partes (iii) y (v), los fibroblastos en NSLC aproximadamente tan bien como el Msi1,
Ngn2 o MBD2;

(viii) una combinacién de los compuestos de la parte (iii), (v) y (vii) podran transformar los fibroblastos en NSLC;
se pueden hacer modificaciones a estos compuestos y analizarlos después para identificar versiones mas
efectivas o seguras de estos compuestos.

Los mismos principios son aplicables para otros tipos deseados de células de tipo madre, incluidas las células de
tipo pluripotencial, células tipo mesoendodérmico, células de tipo progenitoras pancreaticas, etc. Las Tablas Ay B, y
la seccion de ejemplos proporcionan, para cada uno de estos tipos de células, una lista de genes y/o compuestos
potenciales para considerar en tales procedimientos de seleccion.

En consecuencia, la presente divulgacion abarca estos y cualquier procedimiento de deteccion equivalente en el que
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los compuestos candidatos se prueban para determinar su eficacia en la transformacién de una célula de un primer
tipo en una célula deseada de un tipo diferente cuando se compara con la eficacia del factor de reprogramacion y/o
el regulador génico tal como se define en el presente documento.

Administracion de factores neurotréficos

La administracion local de factores neurotroficos se ha sugerido como un procedimiento para tratar varias afecciones
neurolégicas. Las estrategias que utilizan moléculas neurotroficas se centran en prevenir la pérdida progresiva de
neuronas, mantener las conexiones y la funcién neuronales (neuroproteccion) e inducir respuestas regenerativas
adicionales en las neuronas, tale como el aumento de la rotacion de los neurotransmisores y/o la brotacion axonal
(neuroregeneracion). A dia de hoy, se han explorado varias estrategias terapéuticas para administrar factores
neurotréficos en modelos animales, pero hasta ahora las pruebas de los efectos de los factores de crecimiento en el
cerebro y el sistema nervioso se han limitado a la inyeccion periférica directa de grandes dosis de estos factores, lo
que conlleva un riesgo significativo de efectos secundarios. En consecuencia, un aspecto relacionado de la
divulgacion se refiere a la superacion de estos problemas mediante el uso de células NSLC vy lineas celulares de
acuerdo con la divulgacion que puede expresar y secretar de manera estable factores de crecimiento de interés
potencial después del trasplante.

En resumen, la presente divulgacion proporciona una fuente abundante de células de tipo madre neurales, células
de tipo neurona, células de tipo astrocito o células de tipo oligodendrocito para tratamientos clinicos potenciales que
requieren el trasplante de células madre neurales, neuronas, astrocitos u oligodendrocitos 1) para compensar la
pérdida de células huésped (por ejemplo, neuronas) o 2) como vehiculos para administrar medicamentos de base
genética. Ademas, la invencién proporciona una herramienta neurolégica novedosa para su uso en investigacion
basica y deteccion de farmacos.

Ejemplos

Los ejemplos que se detallan a continuacion proporcionan procedimientos de ejemplo para obtener células
reprogramadas y desdiferenciadas, incluidas las células de tipo madre neurales (NSLC). También se proporcionan
protocolos de ejemplo, herramientas moleculares, sondas, cebadores y técnicas.

Ejemplo |
Preparacion de células fibroblastos humanos

Se adquirieron células fibroblastos de prepucio humano (HFF) de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC,
Manassas, Va) y se expandioé en matraces de cultivo celular con medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM,
Invitrogen), suplementado con 10 % de suero de ternera fetal inactivado con calor (FCS, Hyclone Laboratories),
aminodcidos no esenciales 0,1 mM y piruvato de sodio 1,0 mM (Invitrogen) a 37 °C, 5 % de CO.. El medio se cambio
dos veces a la semana. Las células se digirieron con tripsina utilizando tripsina al 0,25 % durante 4 minutos a 37 °C,
seguido de la adicién de solucién inhibidora de tripsina, sedimentando las células por centrifugacion, lavando las
células una vez con PBS y sembrando las células en placas en una proporcion de 1:2 en matraces de cultivo de
tejidos hasta que se alcanzé un nimero adecuado de células.

A continuacion, las células se digirieron con tripsina y se sembraron en placas (8 x 10* células/pocillo) en placas de
cultivo celular recubiertas previamente con laminina (10 yg/ml, Sigma) en dos composiciones diferentes de medio
CDM: medio CDM | que consiste en una proporcion 3:1 de medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, alto
contenido de glucosa (4,5 g/l) con L-glutamina y piruvato de sodio) y medio F-12 de Ham suplementado con los
siguientes componentes: EGF (4,2 x 10-'° M), bFGF (2,8 x 10-'°M), ITS (8,6x10 5 M), dexametasona (1,0x107M), L-
3,3’,5-triyodotironina (2,0 x 101° M), etanolamina (10*M), GlutaMAX™ (4x10-3M) y glutation (3,3x10°M), pero sin la
presencia de acido L-ascérbico.

Medio CDM Il que consiste en una relacion 3:1 de medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, alto contenido de
glucosa (4,5 g/l) con L-glutamina y piruvato de sodio) y medio F-12 de Ham suplementado con los siguientes
componentes: EGF (2,5 ng/ml), bFGF (10ng/ml), etanolamina (2,03 mg/ml), insulina (10 mg/ml), acido selenioso (2,5
pg/ml), dexametasona (19,7 ug/ml), L-3,3',5-triyodotironina (675 ng/ml), GlutaMAX™ (4x10-3M) y glutation (3,3x10"
5M).

Transfeccion transitoria de HFF mediante lipofectamina utilizando vectores construidos

Después de dos dias de cultivo, las células se transfectaron con pCMV6-XL5-MBD2 (2 pg) (un desmetilador de
ADN) utilizando reactivo de lipofectamina (Invitrogen) segun el protocolo del fabricante. EI complejo de ADN-lipido se
afnadio a las células y se incubd durante 24 horas a 37 °C, 5 % de CO,. Después de 24 horas de transfeccion con el
desmetilador de ADN, el medio se cambid y las células se transfectaron con pCMV6-XL5-Musashi1 (2 ug, Origene) o
pCMV6-XL4-Ngn2 (2 ug, Origene) durante 24 horas. Después de 24 horas, el medio se cambié a medio basal
progenitor neural (NPBM, Lonza) suplementado con Noggina (20 ng/ml, Peprotech), EGF (20 ng/ml, Peprotech) y
bFGF (20 ng/ml, Peprotech) y se cultivd en este medio de proliferacion. Las células se retransfectaron después de
tres dias y se incubaron a 37 °C, 5 % de CO; y 5 % de O,. Después de 7 dias en condiciones de proliferacion, el 50
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% del medio de proliferacién se cambié a medio de diferenciacion (NbActive, BrainBits™) suplementado con
forskolina (10 uM, Tocris), acido a // -trans-retinoico (ATRA, 5 uM, Spectrum), bFGF (20ng/ml, Peprotech), NGF (20
ng/ml, Peprotech) y BDNF (20 ng/ml, Peprotech); el medio se cambié todos los dias aumentando el porcentaje de
medio de diferenciacion sobre el medio de proliferacion y las células se cultivaron durante 20 dias.

La observacion visual de las células reprogramadas se realizé mediante observacion al microscopio 6tico todos los
dias después de la transfeccion utilizando un campo brillante con un aumento de 10X. Las muestras se recolectaron
en diferentes puntos de tiempo (6, 12 y 20 dias) para analizar la expresion de los genes neuronales y los niveles de
proteinas mediante una matriz de genes e inmunohistoquimica. Después de la transfeccion, la reprogramacion de
células mostré un cambio rapido en la morfologia celular dentro de los 3 dias posteriores a la transfeccion (Figura 1).
Las células estaban mas redondeadas y el citoplasma de la célula se retrajo hacia el nucleo formando cuerpos
celulares contraidos con extensiones citoplasmicas extendidas y exhibiendo una apariencia neuronal pericaaria los
dias 6 y 12, que se mantuvo hasta el dia 20. Sin embargo, esta morfologia no se observd en las células no
transfectadas los dias 6 y 12.

Analisis de matriz de genes

La caracterizacion de las nuevas células de ingenieria después de la transfeccion se realizé utilizando una matriz de
genes neuronales que contiene 48 ADNc parciales que codifican estos genes y controles.

El ARN se aisl6 de las muestras utilizando QlAshredder™ (Qiagen) y RNeasy™ Plus mini Kit (Qiagen) segun las
instrucciones del fabricante. El tratamiento con ADNasa | se realiz6 en la columna RNeasy ™ para eliminar mas el
ADN plasmidico transfectado utilizando el Conjunto de ADNasa sin ARNasa (Qiagen). El ARN se eluy6 en 35 pl de
agua libre de ARNasa. antes de la sintesis de ADNc, todas las muestras de ARN se cuantificaron utilizando el
NanoDrop 1000™ (ThermoScientific). EI ADNc se prepar6 utilizando el kit de archivo de ADNc de alta capacidad
(Applied Biosystems) segun las instrucciones del fabricante. Se usaron 400 ng de ARN en cada 50 yl de reaccion
RT. Las muestras de ADNc resultante se usaron inmediatamente para el analisis TLDA. Para cada tarjeta de la
matriz de baja densidad Tagman™ (TLDA), hay ocho puertos de carga separados que se alimentan en 48 pocillos
separados para un total de 384 pocillos por tarjeta. Cada pocillo de 2 pl contiene cebadores y sondas especificos
definidos por el usuario, capaces de detectar un solo gen. En este estudio, se configuré un TLDA de Marcadores
Neuronales 2 personalizado en ocho conjuntos de 48 genes idénticos, es decir, 1 puerto de carga para cada
conjunto de 48 genes. Los genes se eligieron segun la literatura. Cada conjunto de 48 genes también contiene tres
genes de mantenimiento: ACTINA, GAPDH y PPIA.

Se hizo una mezcla maestra especifica de la muestra para cada muestra mezclando ADNc (160 ng para cada puerto
de carga), Mezcla maestra de expresion génica 2X Tagman ™ (Applied Biosystems) y agua libre de nucleasas
(USB) para un total de 100 pl por puerto de carga. Después de mezclar suavemente y centrifugar, la mezcla se
transfirio después a un puerto de carga en una tarjeta TLDA. La matriz se centrifugé dos veces durante 1 minuto
cada una a 1200 rpm para distribuir las muestras desde el puerto de carga a cada pocillo. Luego se sell6 la tarjeta y
se realizo la amplificacion por PCR utilizando el sistema de PCR en tiempo real Applied Biosystems 7900HT™ Fast.
Las condiciones del termociclador fueron las siguientes: 2 minutos a 50 °C, 10 minutos a 94,5 °C y 30 segundos a 97
°C, 1 minuto a 59,7 °C durante 40 ciclos. Se prepar6 1 TLDA para 8 muestras.

Los valores de expresion relativos se calcularon utilizando el procedimiento Cty comparativo. En resumen, esta
técnica utiliza la férmula 2-22CT para calcular la expresion de genes diana normalizados a un calibrador. El ciclo de
umbral (Cy) indica el numero de ciclo en el que la cantidad de objetivo amplificado alcanza un umbral fijo. Los
valores de Cr oscilan entre 0 y 40 (este ultimo representa el nimero de ciclo de PCR del limite superior
predeterminado que define el fallo para detectar una sefal). Los valores de ACy [ACr = Cr (gen diana) - Cr
(Promedio de 3 genes de mantenimiento)] se calcularo para los HFF Ctrl y después se usaron como el calibrador
para las muestras respectivas. A todos los valores de expresion génica se les asigné un valor relativo de 1.00 para el
calibrador, que se usa para determinar la expresion génica comparativa de forma que AACt = ACy (Tratados) - ACy
(HFF Ctrl). La expresion relativa se calcula usando la formula 2-24CT,

La comparacion cuantitativa de la expresion génica de astrocitos, neuronas y oligodendrocitos permitio la
identificacion de la mayoria de los genes que se expresan diferencialmente en células reprogramadas. Los datos de
la Tabla 1 se analizaron mediante el uso de un algoritmo de analisis de significacion para identificar los genes
reproducibles para enriquecerse en células reprogramadas en comparacion con las células no transfectadas.
Después de la transfeccion con Msi1 o Ngn2 en presencia de MBD2, la expresion de progenitores de
oligodendrocitos tales como NKx2.2, olig2 y MAG, y dos marcadores para astrocitos (GFAP y AQP4) aumentaron
considerablemente. Asimismo, varios marcadores de células neuronales tempranas se mejoraron después de la
transfecciéon de HFF. Los datos de TDLA revelaron un notable incremento en marcadores especificos para
interneuronas, tal como somatostatina y calbindina1. La induccion de doblecortina (DCX), que se expresa mediante
la migracion de células inmaduras durante el desarrollo y el ARNm de acetilcolina (ACHE), un marcador temprano de
células neuronales, se expresaban altamente en las células reprogramadas (Tabla 1). La transfeccion aumento la
expresion de 3 de tipo dihidropirimidinasa (DPYSL3), un marcador temprano de neuronas recién formadas, a cinco
veces con Msi1 y siete veces con Ngn2. La expresion de la proteina 2 asociada a los microtubulos (MAP2), un
marcador esencial para el desarrollo y mantenimiento de la morfologia neuronal temprana y la molécula de adhesién
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de células neuronales se expresaron altamente con Msi1 y Ngn2 (Tabla 1). La expresion de enolasa-2, un marcador
de neuronas maduras, aument6 20 veces con Msi1 y Ngn2. El miembro de la familia NeuroD NeuroD1 se expres6
altamente después de la transfeccion con Msi1 a 84 veces y a 34 por Ngn2.

La expresion génica de factores de crecimiento tales como IGF-1, IGF2, NPY y CSF-3 también se mejor6 en las
células reprogramadas. La expresion de los genes de VEGF y GDNF se regulé por aumento a casi cinco veces y
siete veces mediante Msi1 y Ngn2, respectivamente. Sin embargo, la expresion de BDNF, EGF y bFGF no se activo
e incluso se reguld por disminucidon en comparacion con las células no transfectadas. La expresion de la proteina
asociada al crecimiento (GAP-43), un marcador de neuronas asociado con el crecimiento y la regeneracion y la
expresion de netrina, implicado en el desarrollo y la orientacién neuronal, estaban considerablemente enriquecidas
en células reprogramadas. Se incremento la expresion de receptores para factores de crecimiento y neurotrofina,
tales como el receptor de tipo Ill tirosina quinasa, tirosina quinasa neurotréfica y receptor tirosina quinasa
neurotréfico. La vimentina y la fibronectina, marcadores para fibroblastos, se regularon por disminucién en las
células reprogramadas en comparacion con los cultivos de fibroblastos de control no transfectados.

Tabla 1: Matriz de genes de células de fibroblastos humanos transfectados por Msi1/MBD2 y Ngn2/MBD2. La matriz
de genes se realizé en muestras después de dos semanas de diferenciacion. Los valores de expresion se dan en
relacion con los fibroblastos no transfectados.

Simbolo Nombre comun y descripcion ID del gen de la Expresion Expresion
empresa relativa a relativa a
Msi1 Ngn2

Marcadores de

astrocitos y

oligodendrocitos

-NKx2-2 -Marcadores para oligodendrocitos NM_002509.2 muy alta muy alta
progenitores

-OLIG2 -Factor 2 de transcripcion del linaje NM_005806.2 47 511 8,38
oligodendrocito

-MAG -Glicoproteina asociada a la mielina NM -080600.1 212,61 4,51

-GFAP -Proteina glial fibrilar acida NM_002055.4 muy alta muy alta

-AQP4 -Acuaporina 4 NM_001650.4 83,77 56,86

Marcadores NC

-SST -Somatostatina, marcador especifico NM_001048.3 32,73 35,34
para interneuronas

-CALB1 -Calbindina 1, marcador interneuronal | NM_004929.2 18,21 13,22

-Tubulina 1A -Son necesarios para el crecimiento NM_006009.2 7,45 9,32
axonal

-NES - Neuronas precursoras (nestina) NM_006617.1 1,61 1,54

-DCX -Un marcador neuronal temprano NM_178151.1 muy alta muy alta
(Doblecortina)

-ACHE -Acetilcolinesterasa, marcador de NM_015831.2 9,02 13,22
desarrollo neuronal temprano

-ENO2 - Marcador para células neuronales, NM_001975.2 22,62 20,68
enolasa

-NEUROD1 -marcador neural; la expresion NM_002500.2 84,22 34,27
aumenté gradualmente desde el
precursor neural a una neurona
completamente diferenciada

-DPYSL3 -de tipo dihidropirimidinasa 3, NM_001387.2 5,33 7,02
marcador de neuronas inmaduras

36




ES 2739672 T3

(continuacion

Simbolo Nombre comun y descripcion ID del gen de la Expresion Expresion
empresa relativa a relativa a
Msi1 Ngn2
Marcadores NC - - Proteina 2 asociada a los NM_002374.3 86,38 89,67
MAP2 microtubulos, esencial para el
desarrollo de la morfologia neuronal
temprana y el mantenimiento de la
morfologia neuronal del adulto
-NCAM - Molécula 1 de adhesion celular neural | NM 18135.3 muy alta 4,80 | muy alta 5,57
-CEND1 - Salida del ciclo celular y NM 016564.3
diferenciacion neuronal, marcador -
temprano de células precursoras en
proliferacién que se diferenciaran en
neuronas
Genes de NM_002006.4 0,06 0,11
neuroregeneracion y
supervivencia -FGF2 | _Factor de crecimiento de fibroblastos-
-EGF factor de crecimiento epidérmico, Hs00153181_mf 0,99 0,56
':gE'; -Factor 1 de crecimiento de insulina, 58,92 it 21,21 it
e -Factor 2 de crecimiento de insulina NM_000618.2 muy alta muy alta
-Factor estimulante de colonias de NM_0000612.3
granulocitos-
-CSF3 Factor de crecimiento derivado del NM_2219.1 muy alta 42,60
-BDNF cerebro, neurogénesis 0,05 0,03
-GDNF -Factor neurotréfico derivado de la glia 477 6,89
:\(/:géi -factor neurotroéfico ciliar NM -199231.1 ;gg ;gg
-BMP-4 -factor de crecimiento endotelial NM -000614.2 5,96 8,57
vascular
- Proteina 4 morfogenética 6sea NM 001025366.1
-Receptor tirosina quinasa de tipo Ill)
-receptor neurotréfico tirosina cinasa NM_130850.1
-KDR (TrkB) NM_002253.1 31,78 6,83
-NTRK2 - Factores neuropeptidicos
'gl':(‘; G -fosfoinositido-3-quinasa, NM_006180.3 10,31 13,37
.STAT3 -Transcripcion de la transduccion de la | NM_00905.2 muy alta muy alta
sefal 3
- Proteina 43 asociada al crecimiento muy alta muy alta
Netrina 1, implicado en el desarrolloy | NM 0026492 2,14 3,65
la orientacién neuronal - tirosina -
-Gap43 gumasa neurotréfica, receptor, de tipo NM_213662.1 muy alta muy alta
- Moléculas de guiado axonal
-NTN1 26,84 23,98
-NTRk2 - Marcador de glia radial y fibroblastos
-Slit NM_002045.2
-Vimentina _NM_006180.3
-Fibronectina NM_024003.1 10,31 13,37
NM_003061.1 muy alta muy alta
-fibronectina es un marcador para Hs00185584 0,11 0,13
fibroblastos NM_212474 .1 0,15 0,23

Analisis inmunohistoquimico

Las células se fijaron con una solucion de formaldehido al 4 %/PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente y
posteriormente se permeabilizaron durante 5 minutos con Triton X-100™ al 0,1 % en formaldehido al 4 %/PBS.
Después de dos breves lavados con PBS, la unién inespecifica del anticuerpo se bloqueé mediante una incubacion
de 30 minutos con un 5 % de suero normal de cabra en PBS. Luego se afiadieron anticuerpos primarios en suero de
cabra normal/PBS al 5% de la siguiente manera: anti-nestina de ratén (1:100, BD) como un microfilamento
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intermedio presente en células madre neurales y anti-NCAM de raton (1:100, Neuromics) como molécula de
adhesion neuronal. Después de una incubacion de 2 horas, las células se lavaron 4 veces durante 5 minutos cada
una con 0,1 % de Tween™/PBS. Se usd un anticuerpo secundario apropiado marcado con fluorescencia para la
visualizacion; 546 anti-raton de cabra (1:200, invitrogen) prepaado en 5 % de suero normal de cabra/PBS. Después
de la incubaciéon durante una hora, las células se lavaron en 0,1 % de Tween™/PBS tres veces durante 5 minutos
cada una. La tincién de ADN con Hoechst33342 (Invitrogen) se usé como marcador de nucleos (dilucion 1:5000 en
PBS, incubacion durante 10 minutos). Las imagenes de fluorescencia se tomaron con el sistema de microscopia
Cellomics™ ArrayScan HCS Reader. Para determinar una estimacion del porcentaje de células que adoptan
fenotipos neuronales o gliales, se seleccionaron campos aleatorios y para cada campo se determiné el nimero total
de células (segun se determiné contando los nucleos tefiidos de Hoechst) y el nimero total de células positivas para
marcadores neuronales o gliales.

Para confirmar que estas células exhibian marcadores de linajes neuronales, las células se inmunotifieron para
nestina y NCAM. Este analisis reveld que las células reprogramadas expresaban ambas proteinas. Como se
muestra en la Figura 2, la NCAM estuvo presente en las células durante los 6 dias posteriores a la transfeccion y
aumentd a los 12 y 20 dias después de la diferenciacion, mientras que el patrén inverso se observo para la tincion
de nestina.

Este estudio demostro la capacidad de reprogramar las células HFF utilizando un factor de transcripciéon neurogénico
con la presencia de un desmetilador de ADN hacia las células que expresan genes neuronales y proteinas
especificas de las células madre neurales y células neuronales. Estas células reprogramadas se mantuvieron
estables en cultivo durante al menos 2 semanas.

Ejemplo Il
Comparacion de la eficiencia de la reprogramacion de tres genes neurogénicos diferentes

Las células HFF se cultivaron como se describe en el Ejemplo | y se sembaron en placas en medio CDM |. Las
células se transfectaron utilizando el dispositivo Amaxa Nucleofector ™™ (Lonza). Los HFF se cosecharon con
TrypLE ™ (Gibco), se resuspendieron en medio CDM y se centrifugaron durante 10 min a 90 xg (1 x 108
células/tubo). El sobrenadante se descartd y se resuspendid suavemente en 100 ml de Solucién Nucleofector™
Basica (kit Nucleofector™ basico para fibroblastos primarios de mamifero, Lonza). Cada 100 pl de suspension
celular se combind con una mezcla diferente de ADN plasmidico (por ejemplo, la muestra 1 se mezclé con 2 mg de
pCMV6-XL5-Pax6 y 2 ug de pCMV6-XL5-MBD2). La suspension celular se transfirid6 a una cubeta certificada por
Amaxa y se transfectd con el programa apropiado (U023). La muestra se transfiridé sin ninguna resuspension
adicional a una placa de cultivo recubierta con LAS-Lisina/Alanina (BrainBits™, 50 pug/ml) y las células se incubaron
a 37 °°C, 5 % de CO,. Estas etapas se repitieron para cada muestra que se transfectd. Después de 24 horas, el
medio se cambié a medio de proliferacién. Después de dos dias, las células se volvieron a transfectar usando
lipofectamina como se describe en el Ejemplo | y se incubaron a 37 °C, 5 % de CO2 y 5 % de O,. Después de 6 dias,
la diferenciacion se indujo con medio de diferenciacion que reemplazd gradualmente al medio de proliferacion
durante varios dias. Las células se recogieron el dia 14 para RT-PCR y analisis de inmunohistoquimica.

Analisis de la expresion génica

El aislamiento y la cuantificacion del ARN se realizaron como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo I. Se
prepar6 ADNc utilizando el kit RT de ADN de alta capacidad (Applied Biosystems) segun las instrucciones del
fabricante con una concentracion final de ADNc de 2 ng/ul. Luego se realizé una PCR en tiempo real para cada gen
de interés utilizando la mezcla maestra de FAST PCR (Applied Biosystems) y los ensayos de expresion de genes
Tagman™ ® (Applied Biosystems) que se enumeran a continuacion:

Nombre del gen ID del ensayo

ACHE Hs00241307_m1

NES Hs00707120_s1
TUBB3 Hs00964962_g1
GFAP Hs00157674_m1
PAX6 Hs00240871_m1

MSI1 Hs01045894_m1
NGN2 Hs00702774_s1
MAP2 Hs00258900_m1
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(continuacion)

Nombre del gen ID del ensayo

GAPDH (housekeeping gene) | Hs99999905_m1

PPIA (housekeeping gene) Hs99999904 m1

La reaccion FAST de 96 pocillos se realizé con 8 ng de ADNc por pocillo en una reaccion de 10 ul con 40 ciclos. Las
condiciones del termociclador fueron las siguientes: 20 segundos a 95 °C y 1 segundo a 95 °C, 20 segundos a 60 °C
durante 40 ciclos.

Los valores de expresion relativa se calcularon como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo |, excepto el
promedio de 2 genes de mantenimiento (GAPDH y PPIA) se us6 para la normalizacion en lugar del promedio de 3
genes de mantenimiento. La identificacion de los genes del linaje neuronal se investigd después de la transfeccion
con tres vectores independientes que contienen Msi1, Ngn2 y Pax®6.

Tal como se muestra en la Tabla 2, después de 14 dias tras la transfeccion, la expresion relativa de ARNm de linaje
neuronal fue indetectable en células no transfectadas (HFF), mientras que las células transfectadas con Msi1 o Ngn2
en presencia de MBD2 expresaron marcadores de células madre neurales (Nestina y Sox2), sin embargo, la
expresion de Sox2 fue mucho mas altamente expresada que la nestina después de la transfeccion con Ngn2 o Msi1.
Los genes especificos neuronales y de astrocitos (Blll-tubulina, MAP2b, GFAP y ACHE) aumentaron también. El
nivel de ARNm de los genes asociados tripotenciales de [lll-tubulina, MAP2b, acetilcolina y GFAP no fueron
detectables en células transfectadas con Pax6, lo que indica que Pax6 solo no estuvo implicado en el proceso de
reprogramacion hacia el linaje neuronal.
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Analisis inmunohistoquimico

La tincion fluorescente imunohistoquimica se realizé como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo I. De acuerdo
con los datos de RT-PCR, El analisis inmunohistoquimico de estos cultivos reveld que las células reprogramadas
(con Msi1 o Ngn2) generaban neuronas morfolégicamente complejas que eran positivas para MAP2b, lo que indica
la diferenciacion de NSLC a células de tipo neuronas (NLC) (Figura 3). Sin embargo, la tinciéon positiva para estos
marcadores no fue detectable después de la transfeccion con Pax6/MBD2. Ademas, las neuronas recién formadas
expresaron los marcadores y desarrollaron neuritas largas con conos de crecimiento en sus extremos, expresaron
genes especificos neurales y dejaron de proliferar cuando se expusieron a condiciones de diferenciacion.

Ejemplo Il
Transfeccion de HFF mediante varias combinaciones de vectores y alteracion del citoesqueleto celular

Se probaron varias combinaciones de reguladores neurogénicos y citocinas para modificaciones epigenéticas para
determinar su efecto sobre la eficiencia de la reprogramacion. Comenzando un dia antes de la transfeccion, las
células se trataron con o sin citocalasina B (Calbiochem), con la concentracion disminuida todos los dias durante
cinco dias durante los cambios en los medios (comenzando con 10 pg/ml de citocalasina B el dia 1 a 75 pg/ml,
5 pg/ml, 25 pg/ml y 0 pg/ml durante los siguientes cuatro dias) para investigar el efecto de la interrupcion del
citoesqueleto celular en el proceso de reprogramacion. Las células se transfectaron de forma transitoria como se
describe en el Ejemplo Il con uno o dos vectores que contienen un factor de transcripcion neurogénico por
nucleofeccion. Las células se cotransfectaron con uno de dos desmetiladores de ADN, MBD2 o GAdd45B, (por
ejemplo, se transfectaron 2x10¢ células con pCMV6-XL5Msi1 (2 ug) y pCMV6-XL5-MBD2 (2 pg)). Después de 24
horas, el medio se cambié a medio de proliferacion neural (kit de proliferacion NeuroCult™, StemCell Technologies)
que consiste en DMEM/F12 (1:1), glucos (0,6 %), bicarbonato de sodio (0,1 %), glutamina (20 mM), HEPES (5 mM),
insulina (230 ug/ml), transferrina (100 pg/ml), progesterona (200 nM), putrescina (90 ug/ml) y selenito de sodio (300
nM) y suplementado con Noggina (20 ng/ml, Peprotech), hFGF recombinante (20 ng/ml, Peprotech) y hEGF
recombinante (20 ng/ml, Peprotech) y las células se cultivaron durante dos semanas a 37 °C, 5 % de CO2y 5 % de
O.. Las células se analizaron para determinar los marcadores de células madre neurales.

Analisis de la expresion génica

El analisis de la expresion génica se realizé para los marcadores especificos de células madre neurales (Sox2,
Nestina, GFAP) y un marcador especifico de fibroblastos (Col5A2) mediante RT-PCR como se ha descrito
anteriormente en el Ejemplo I. El analisis por RT-PCR mostré que la expresion relativa de Sox2, nestina y GFAP
mejoraban después de transfectar las células con los factores de transcripcion neurogénicos. Como se muestra en la
Tabla 3, la transfectacion de las células con un factor de transcripcion Msi1 en presencia de Gadd45b se asocié con
una regulacion por aumento de la expresion relativa de Sox2 (22,3 + 5,26) y GFAP (10,14 + 0,15) y la expresion de
estos genes fue aumentd considerablemente cuando se transfectaron las células con Ngn2 20 veces y 10 veces
respectivamente. La combinacion de los dos fatores neurogénicos (Msi1 y Ngn2) con Gadd45b mejord aun mas la
expresion de Sox2 y GFAP. Transfectar las células con un factor de transcripcion (Msi1 o Ngn2) en presencia de
MBD2 se asocid con una regulacion por aumento de la expresion relativa de Sox2, Nestina y GFAP y regulacién por
disminucion de Col5A2, mientras que la cotransfeccion con Gadd45b no aumentd la expresion de nestina y la
expresion de Col5A2 no se regulé. La mejora de la expresion relativa de las células madre neurales se observo al
transfectar las células con dos genes neurogénicos en combinacién con MBD2; se observé un pequefio aumento en
la expresion en presencia de citocalasina B en ciertas condiciones. Un aumento en la expresion relativa de los
marcadores especificos de células madre neurales (Sox2, Nestina, GFAP) y una disminucién en el gen especifico de
fibroblastos (COL5A2) se observd después de la transfeccion con Msi1/Ngn2/MBD2, Msi1/Ngn2/Gadd45b,
Msi1/MBD2 o Ngn2/MBD2 (Tabla 3). Este estudio demostré6 que MBD2 aumentd mas la eficiencia de
reprogramacion que GDA45b y demostrd que la citocalasina B no tuvo ningun efecto en los cultivos de control.
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Analisis inmunohistoquimico

La tincion fluorescente imunohistoquimica se realizé como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo I. La tabla 4
muestra el porcentaje de Nestina y Sox2 en cada condicion, con el porcentaje mas alto de células positivas a Sox2
(38,18 + 1,75 %) y nestina (28,18 £ 2,77 %) observadas después de transfectar las células simultaneamente con
ambos factores de transcripcion neurogénicos y en presencia de un desmetilador de ADN vy citocalasina B. Se
detectd un ligero aumento de células positivas a Sox2 (10,42 + 10,27 %) y células positivas a nestina (4,85 + 1,10 %)
después de la transfeccion con un factor de transcripcion Msi1 y MBD2. Se observé la misma tendencia de las
células positivas para nestina y Sox2 después de la transfeccion con Ngn2 y MBD2. La interrupcion del citoesqueleto
celular con citocalasina B mejoré significativamente la reprogramacion, pero no tuvo ningun efecto de
reprogramacion por si mismo (Tabla 4).

Tabla 4: Porcentaje de células positivas para Sox2 y nestina después de la transfeccion de células fibroblastos con
diferentes vectores de expresion con o sin la presencia de citocalasina B. Después de la transfeccion, las células se
cultivaron en medio de proliferacion (StemCell Technologies) suplementado con EGF (20 ng/ml, Peprotech) y FGF
(20 ng/ml, Peprotech) durante dos semanas a 37 °C/5 % de CO2/5 % de O.. El porcentaje de células
inmunopositivas se determind mediante Cellomics™ y se representd como la media + SD (n = 3-5).

% de células positivas a Sox2 % de células positivas a Nestina

+Cito B -Cito B +Cito B -Cito B
Células no transfectadas 0,02 + 0,01 0,01 £ 0,00 0,14 + 0,04 0,11 + 0,09
Ngn2 0,35+ 0,36 0,15+ 0,05 2,34 £ 0,99 1,04 £ 0,21
Msi1 0,23+0,15 0,12 + 0,09 1,95+ 0,11 1,11 10,18
Gadd45b 0,30+ 0,17 0,29 + 0,11 4,94 + 0,25 2,33+0,42
MBD2 0,22+0,13 0,22 + 0,11 2,8+0,11 1,563+0,6
Msi1/Ngn2 0,19+0,13 0,32+ 0,05 1,91 £ 0,56 2,59+1,28
Msi1/MBD2 10,42 + 10,27 8,84+11,63 4,85+ 1,10 2,06 £ 0,08
Msi1/Gadd45b 0,06 + 0,01 0,14+ 0,17 0,55 + 0,06 0,24 + 0,11
Ngn2/MBD2 11,17 £ 0,08 9,07+11,31 5,7+0,10 2,18+0,23
Ngn2/GAdd45b 0,29 + 0,11 0,95+ 0,17 1,17 £ 0,54 0,98 + 0,25
Msi1/Ngn2/MBD2 38,18 £ 1,75 22,03+1,90 28,18 £ 2,77 14,54+0,45
Msi1/Ngn2/Gadd45b 22,65+ 5,03 18,54 + 9,40 18,72 + 6,26 8,70 + 4,51

Se probaron varios desmetiladores de ADN por su efecto en la eficiencia de la reprogramacioén. Las células se
cotransfectaron con un vector (MSI1/NGN2) que contenia dos factores neurogénicos pCMV6-Msi1-Ngn2 con varios
desmetiladores de ADN. Simultaneamente, se probd otro factor neurogénico para determinar su efecto sobre la
diferenciacion de las células hacia NSC, pCMV-XL-Nestina individualmente o en combinacién con pCMV-Msi1-Ngn2,
pCMV-XL5-Msi1, o pPCMV-XL4-Ngn2 en presencia de MBD2 como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo Il

Las células se cotransfectaron con pCMV-Msi1-Ngn2 con diferentes desmetiladores de ADN (MBD1, MBD2, MBD3,
MBD4, MeCP2, AICDA). Se realiz6 otro ensayo para evaluar el efecto de la nestina en la eficiencia de la
reprogramacion; por lo tanto, las células se transfectaron con nestina individualmente o en combinaciéon con un
vector que contiene un factor neurogénico (Msi1 o Ngn2) o ambos factores neurogénicos en presencia de MBD2.
Las células se cultivaron después de la transfeccion en presencia de medio de proliferacién suplementado con EGF
(20 ng/ml), FGF (20 ng/ml) y Noggina (20 ng/ml) con y sin VPA (1 mM) durante 12 dias a 37 °C, 5 % de CO2y 5 %
de 02.

El analisis de la expresion génica y la inmunohitoquimica se realizaron para analizar la expresion de genes vy
proteinas especificas neurales (BllI-tubulina, GFAP, Sox2, Nestina) como se describe en el Ejemplo Il. Transfectar
células con Msi1 y Ngn2 en presencia de varios desmetiladores de ADN revel6 y confirmd datos previos que
muestran que entre los diversos desmetiladores de ADN utilizados en este estudio, MBD2 promueve la expresion de
los genes de células madre neurales (Sox2, GFAP, Nestina) como se muestra en la Tabla 5. Adicionalmente, la
transfeccion de células con nestina con y sin la presencia de un factor neurogénico no tuvo ningun efecto sobre la
eficiencia de reprogramacion en células neurales similares. Sin embargo, la cotransfeccion con nestina vy
Msi1/Ngn2/MBD2 mejordé la expresion de los genes de las células madre neurales y este aumento fue mas
pronunciado en presencia de VPA.
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Tabla 5: Analisis por RT-PCR de la expresion relativa de marcadores de células neuronales precursoras tales como
nestina, Sox2, Blll-tubulina y GFAP después de la transfeccion de células fibroblastos con varias combinaciones de
pCMV-Msi1-Ngn2 (MSI1/NGN2), pCMV-XL5-Msi1, pCMV-XL4-Ngn2, pCMV-XL-Nestina con diferentes
combinaciones de desmetiladores de ADN, con y sin cotratamiento con VPA.

TUBB3 GFAP SOX2 NES
Desv. Desv. Exp. Desv.

Exp. rel. -y Exp. rel. -y Exp. rel. | Desv. est. - -y
Dia 12, Sin transfectar (- VPA) 100| 011 100| 005 1,01 016| 100| 013
Dia 12, Sin transfectar (+VPA) 100| 0,03 100| 006 1,00 000| 100| 002
Dia 12, 096| 0,06 269| 013 115 049| o046| 002
MSI1/NGN2/MBD1 (-VPA) : : : : : : : :
Dia 12, 110| 0,06 222| 006 0,80 001| o084| 002
MSI1/NGN2/MBD1 (+VPA) : : : : : : : :
Dia 12,
Mo NGN2IMBD2 (VPA) 12352| 006| 163853| 9986 6146729| 1487.21| 3177 017
Dia 12,
Mo NGN2IMED2 (+VPA) 232,00| 008| 1889,30| 42,39| 72022,15| 7894.41| 4269| 014
Dia 12, 092| o007 398| 0,59 28,05 467| 056| 0,01
MSI1/NGN2/MBD3 (-VPA) : : : : : : : :
2l 2 123 005 166| 018 11,31 235 087| 002
MSI1/NGN2/MBD3 (+VPA) : ; : ; : : : ;
ey 085| 0,01 480| 023 5,42 520 062| 000
MSI 1/NGN2/MBD4 (-VPA) : : : : : : : '
Dia 12, 095| 0,01 157| 016 2,27 004| o079 003
MSI1/NGN2/MBD4 (+VPA) : : : : : : : :
Dia 12, 111] 0,06 38| 038 6,54 645 069] 001
MSI1/NGN2/MeCP2 (- VPA) : : : : : : : :
Dia 12,
MSI1/NGN2/MeCP2 137] 0,09 163| 045 10,53 1049 107|001
(+VPA)
Dia 12, 107| 0,04 459| 002 0,65 001| o074| 002
MSI1/NGN2/AICDA (-VPA) : : : : : : : :
Dia 12,
MSI1/NGN2/AICDA 110] 0,01 237 029 1.21 016| 091] 004
(+VPA)
Dia 12, Msi1/MBD2 (- VPA) 131 047 378| 049 0,70 002| o078| 000
Dia 12, Msi1/MBD2 (+VPA) 136] 007 175| 0,31 126 003| 115 003
Dia 12, Ngn2/MBD2 (- VPA) 085| 0,06 293| 051 0,79 005| 058| 002
Dia 12, Ngn2/MBD2 (+VPA) 141 005 160| 011 2,30 006| 103 003
Dia 12, Nes/Msi1 (-VPA) 084| 003 321| 072 0,76 001] 051] 001
Dia 12, Nes/Msi1 (+VPA) 086 0,09 182| 030 2.14 102 094]| 0,01
Dia 12, Nes/Ngn2 (-VPA) 069| 005 288| 032 0,99 010| 057] 002
Dia 12, Nes/Ngn2 (+VPA)
Dia 12, 088| 001 153| 019 271 002| o083| 003
Nes/MSI1/NGN2/MBD2 (- VPA) | 111,58| 004 | 142356 | 82,87 | 7206927 | 62451| 5152 012
Dia 12,
Nes/MSI1/NGN2/MBD2 321,00| 004| 2600,14| 1,.90| 88932,00| 70872| 8274| 0,18
(+VPA)
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(continuacion)

TUBB3 GFAP SOX2 NES
Desv. Desv. Exp. Desv.
Exp. rel. -y Exp. rel. -y Exp. rel. | Desv. est. - -y
Dia 12, Nes/MSI1/NGN2 (-VPA) 0,74 0,11 2,60 0,28 1,98 0,97 0,55 0,01
Dia 12, Nes/MSI1/NGN2 (+VPA) 0,86 0,00 1,70 0,49 1,70 0,04 0,88 0,05
Dia 12, Nes/MBD2 (-VPA) 0,76 0,12 3,15 0,17 0,87 0,03 0,44 0,00
Dia 12, Nes/MBD2 (+VPA) 0,87 0,03 2,05 0,07 2,66 1,64 0,91 0,00
Dia 12, Nes/Msi1/MBD2 (- VPA) 0,81 0,05 3,41 0,66 1,11 0,01 0,58 0,01
Dia 12, Nes/Msi1/MBD2 (+VPA) 1,01 0,13 2,43 0,07 3,27 0,26 0,93 0,02
Dia 12, Nes/Ngn2/MBD2 (-VPA) 1,19 0,07 5,71 1,30 4,11 0,07 0,91 0,04
Dia 12, Nes/Ngn2/MBD2 (+VPA) 1,29 0,03 2,98 0,66 21,20 0,42 1,65 0,02

El analisis inmunohistoquimico realizado en paralelo con los datos de RT-PCR indicé que las células Sox2 positivas
no eran detectables al transfectar las células con Msi1/Ngn2 en presencia de MBD1, MBD3, MBD4, MeCP1 o
AICADA (Tabla 6) y que, entre los diferentes tipos de genes de desmetilador de ADN probados, solo MBD2
desempefia un papel positivo significativo en la eficiencia de reprogramacion de HFF hacia NSLC cuando se usan
los genes neurogénicos anteriores. El analisis inmunohistoquimico reveld un pequefio aumento de células Sox2
inmunopositivas (89,49 + 3,18) después de cotransfectar las células con nestina y Msi1/Ngn2 en presencia de MBD2
(Tabla 6).

Tabla 6: Porcentaje de células positivas para Sox2 después de la transfeccion de células fibroblastos con diferentes
vectores de expresion con o sin la presencia de varios desmetiladores de ADN. Después de la transfeccion, las
células se cultivaron en medio de proliferacion (StemCell Technologies) suplementado con EGF (20 ng/ml,
Peprotech) y FGF (20 ng/ml, Peprotech) durante dos semanas a 37 °C/5 % de CO./5 % de O.. El porcentaje de
células inmunopositivas se determind mediante Cellomics™ y se representd como la media + SD (n = 3-5).

% Sox2 positivo * desv. est.
HFF no transfectado 0,13+0,12
Msi-Ngn2 +MBD1 0,92+0,13
Msi-Ngn2 +MBD2 79,44 + 9,86
Msi-Ngn2 +MBD3 1,22 +0,82
Msi-Ngn2 +MBD4 0,59 £ 0,03
Msi-Ngn2 +MeCP2 1,10+ 0,25
Msi-Ngn2 +AICDA 0,69 + 0,28
Msi+MBD2 0,79 +£0,28
Ngn2+MBD2 1,74 £ 1,01
Nestina + Msi 0,91 + 0,01
Nestina + Ngn2 2,16 + 1,44
Nestina + MSI1/NGN2 + MBD2 89,49 + 3,18
Nestina + MSI1/NGN2 10,20 £ 0,21
Nestina + MBD2 0,00 £ 0,00
Nestina + Msi + MBD2 8,45+ 0,08
Nestina + Ngn2 + MBD2 5,71+ 0,66

Se disefid otro estudio para probar el efecto de varios genes neurogénicos en la eficiencia de la reprogramacion
hacia células de tipo madre neurales. Las células HFF se cultivaron como se describe en el Ejemplo | y se
transfectaron utilizando el dispositivo Nucleofector™® de 96 pocillos Shuttle® (Lonza) siguiendo el procedimiento
descrito en el Ejemplo IV, excepto para el control de HFF no tratado y el control de HFF no transfectado (para
determinar el efecto de los medios completos y los tratamientos de compuestos en las células). Las células que
habian sido tratadas previamente con VPA y 5-Aza y las células no tratadas se transfectaron con las mezclas de
ADN como se describe en la Tabla 7. Las células se sembraron en placas recubiertas con laminina y se incubaron a
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37 °C, 5 % de CO,. Los medios se cambiaron diariamente de acuerdo con la Tabla 7. Las células se analizaron los
dias 3, 7, 12 mediante analisis inmunohistoquimico y el dia 9 mediante una matriz de genes para la expresion génica
multipotencial y pluripotencial.

Analisis de matriz de genes

Un lote adicional de células tratadas de acuerdo con Oa y 1a en la Tabla 7 se analiz6 el dia 9, junto con HFF, hNPC
y NSLC de pase 5 (congeladas de experimentos previos del Ejemplo 1) por la matriz de genes de pluripotencia
(ABI) (Tablas 8a y b) y un conjunto de genes (Tabla 8c) para determinar el perfil de expresion génica de los genes
del linaje seleccionado de pluripotencia, ectodérmico, endodérmico, mesodérmico y neural en las NSLC de pase 1y
pase 5 en comparacion con los HFF (a partir de los cuales se crearon) y las células neuroprogenitoras humanas
normales (hNPC). Los resultados en la Tabla 8 indican que todos los genes relacionados con las células madre
neurales (algunos de los marcadores de pluripotencia expresados significativamente y los marcadores del
mesoendodermo también se expresan en las células madre neurales) y el linaje neural se expresaron
significativamente en NSLC en lugar de HFF, y el patrén de expresion fue un poco diferente de las hNPC, lo que
indican que las NSLC son similares a, pero no idénticas, a las nNPC probadas. Las NSLC 5 de pase 5 tenian una
expresion mas alta de los genes de la entidad madre que las NSLC de pase 1. Las hNPC tenian una expresion mas
alta de genes neuronalmente comprometidos que las NSLC, lo que indica su estado de neuroprogenitor frente al

mayor estado de potencia de NSLC.

Tabla 7: Plasmidos y composicion de los medios desde el dia 1 hasta el dia 12.

XL5-MBD2

neural + Egf + Fgf-2

proliferacion
neural + Egf +
Fgf-2

Desde el Plasmidos Desde el dia 1 al dia 3 | Desde el dia 3 | Desde el dia 4 al dia 12
dia -2 al dia | transfectados el dia al dia 4
0 0
Oa Sin tratar Sin plasmido Medio de proliferacion | Medio de Medio de proliferacion
neural + Egf + Fgf-2 proliferacion neural + Egf + Fgf-2
neural + Egf +
Fgf-2
1a Sin tratar Msi1/Ngn2 + pCMV6- | Medio de proliferacion | Medio de Medio de proliferacion

neural + Egf + Fgf-2

1b Sin tratar

Msi1/Ngn2 + pCMV6-
XL5-MBD2

Medio de proliferacion
neural + Egf + Fgf-2

Medio de
proliferacion
neural + Egf +
Fgf-2

Medio de proliferacion

neural + Egf+ Fgf-2+ SHH

1c Sin tratar

Msi1/Ngn2 + pCMV6-
XL5-MBD2

Medio de proliferacion
neural + Egf + Fgf-2 +
Noggina

Medio de
proliferacion
neural + Egf +

Medio de proliferacion
neural + Egf+ Fgf-2+

Noggina (del dia 1 al dia

XL5-MBD2

neural + Egf + Fgf-2

proliferacion
neural + Egf +
Fgf-2

Fgf-2 + 7)/ Forscolina (del dia 7 al
Noggina dia 12)
1d Sin tratar Msi1/Ngn2 + pCMV6- | Medio de proliferacion | Medio de Medio de proliferacion

neural + Egf + Fgf-2

1e Sin tratar

Msi1/Ngn2 + pCMV6-
XL5-MBD2

Medio de proliferacion
neural + Egf + Fgf-2

Medio de
proliferacion
neural + Egf +
Fgf-2

Medio de proliferacion
neural + Egf + Fgf-2

1f Sin tratar

Msi1/Ngn2 + pCMV6-
XL5-MBD2

Medio de proliferacion
neural + Egf + Fgf-2

Medio de
proliferacion
neural + Egf +
Fgf-2

Medio de proliferacion
neural + Egf + Fgf-2

2 Sin tratar

Msi1/Ngn2 + pCMV6-
XL5-MBD2

Medio de proliferacion
neural + Egf + Fgf-2 +
CitoB

Medio de
proliferacion
neural + Egf +
Fgf-2 + Cito B

Medio de proliferacion
neural + Egf + Fgf-2
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(continuacion)

Desde el Plasmidos Desde el dia 1 al dia 3 | Desde el dia 3 | Desde el dia 4 al dia 12
dia -2 al dia | transfectados el dia al dia 4
0 0
3 Sin tratar Msi1/Ngn2 Medio de proliferacion | Medio de Medio de proliferacion
neural + Egf + Fgf-2 + | proliferacion neural + Egf + Fgf-2
VPA + 5-Aza neural + Egf +
Fgf-2
4 Sin tratar Msi1/Ngn2 Medio de proliferacion | Medio de Medio de proliferacion
neural + Egf + Fgf-2 proliferacion neural + Egf + Fgf-2
neural + Egf +
Fgf-2
5 Sin tratar pCMV6-XL5-Musashi | Medio de proliferacion | Medio de Medio de proliferacion
neural + Egf + Fgf-2 proliferacion neural + Egf + Fgf-2
neural + Egf +
Fgf-2
6 Sin tratar pCMV6-XL5-Musashi | Medio de proliferacion | Medio de Medio de proliferacion
neural + Egf + Fgf-2 + | proliferacion neural + Egf + Fgf-2 +
Noggina neural + Egf + | Noggina + Forscolina
Fgf-2 +
Noggina
7 Sin tratar pCMV6-XL5-Musashi | Medio de proliferacion | Medio de Medio de proliferacion
neural + Egf + Fgf-2 + | proliferacion neural + Egf + Fgf-2
VPA + 5-Aza neural + Egf +
Fgf-2
8 Sin tratar pCMV6-XL5-Musashi | Medio de proliferacion | Medio de Medio de proliferacion
neural + Egf + Fgf-2 + | proliferacion neural + Egf + Fgf-2 +
Noggina + VPA + 5-Aza | neural + Egf + | Noggina + Forscolina
Fgf-2 +
Noggina
9 Sin tratar pCMV6-XL5-ZIC1 + | Medio de proliferacion | Medio de Medio de proliferacion
pCMV6-XL4-Ngn2+ | neural + Egf + Fgf-2 proliferacion neural + Egf + Fgf-2
pCMV6-XL5-MBD2 neural + Egf +
Fgf-2
10 Sin tratar pCMV6-XL5-SOX1 + | Medio de proliferacion | Medio de Medio de proliferacion
pCMV6-XL4-Ngn2+ | neural + Egf + Fgf-2 proliferacion neural + Egf + Fgf-2
pCMV6-XL5-MBD2 neural + Egf +
Fgf-2
11 Sin tratar pCMV6-XL5- Medio de proliferacion | Medio de Medio de proliferacion
Sox2+pCMV6-XL4- | neural + Egf + Fgf-2 proliferacion neural + Egf + Fgf-2
Ngn2+pCMV6-XL5- neural + Egf +
MBD2 Fgf-2
12 Sin tratar pCMV6-XL5- Nanog+ | Medio de proliferacion | Medio de Medio de proliferacion
pCMV6- XL4-Ngn2+ | neural + Egf + Fgf-2 proliferacion neural + Egf + Fgf-2
pCMV6- XL5-MBD2 neural + Egf +
Fgf-2
13 Sin tratar pCMV6-XL4- Medio de proliferacion | Medio de Medio de proliferacion

Oct4+pCMV6-XL4-
Ngn2+pCMV6-XL5-
MBD2

neural + Egf + Fgf-2

proliferacion
neural + Egf +
Fgf-2

neural + Egf + Fgf-2
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(continuacion)

Desde el Plasmidos Desde el dia 1 al dia 3 | Desde el dia 3 | Desde el dia 4 al dia 12
dia -2 al dia | transfectados el dia al dia 4
0 0
14 VPA + 5- Msi1/Ngn2 Medio de proliferacion | Medio de Medio de proliferacion
Aza neural + Egf + Fgf-2 proliferacion neural + Egf + Fgf-2
pretratado neural + Egf +
Fgf-2
15 VPA + 5- pCMV6-XL5-Musashi | Medio de proliferacion | Medio de Medio de proliferacion
Aza neural + Egf + Fgf-2 + | proliferacion neural + Egf + Fgf-2
pretratado VPA + 5-Aza neural + Fgf +
Fgf-2
16 VPA + 5- pCMV6-XL5-Musashi | Medio de proliferacion | Medio de Medio de proliferacion
Aza neural + Egf + Fgf-2 + | proliferacion neural + Egf + Fgf-2 +
pretratado Noggina + VPA + 5-Aza | neural + Egf + | Noggina + Forscolina
Fgf-2 +
Noggina
17 VPA + 5- pCMV6-XL5- Medio de proliferacion | Medio de Medio de proliferacion
Aza Musashi + pCMV6- neural + Egf + Fgf-2 + | proliferacion neural + Egf + Fgf-2 +
pretratado | XL5-MBD2 Noggina + VPA + 5-Aza | neural + Egf + | Noggina + Forscolina
Fgf-2 +
Noggina
18 VPA + 5- pCMV6-XL4-Ngn2 Medio de proliferacion | Medio de Medio de proliferacion
Aza neural + Egf + Fgf-2 + | proliferacion neural + Egf + Fgf-2 +
pretratado Noggina + VPA + 5-Aza | neural + Egf + | Noggina + Forscolina
Fgf-2 +
Noggina
19 VPA + 5- pCMV6-XL5-MBD2 Medio de proliferacion | Medio de Medio de proliferacion
Aza neural + Egf + Fgf-2 + | proliferacion neural + Egf + Fgf-2 +
pretratado Noggina + VPA + 5-Aza | neural + Egf + | Noggina + Forscolina
Fgf-2 +
Noggina
Desde el Plasmidos Desde el dia 1 al dia 3 |Desde el dia3 |Desde el dia 4 al dia 12
dia -2 al dia | transfectados el dia 0 aldia 4
0
20 VPA + 5- Ngn2+ pCMV6-XL5- | Medio de proliferacion | Medio de Medio de proliferacion
Aza MBD2 neural + Egf + Fgf-2 + | proliferacion neural + Egf + Fgf-2 +
pretratado Noggina + VPA + 5-Aza | neural + Egf + | Noggina + Forscolina
Fgf-2 +
Noggina
21 VPA + 5- Sin plasmido Medio de proliferacion | Medio de Medio de proliferacion
Aza neural + Egf + Fgf-2 + | proliferacion neural + Egf + Fgf-2 +
pretratado Noggina + VPA + 5-Aza | neural + Egf + | Noggina + Forscolina

Fgf-2 +
Noggina

* El andlisis de inmunohistoquimica realizado en paralelo con los datos de RT-PCR indicados entre todas las
combinaciones en este experimento donde no se usé citocalasina B, las células Sox2 positivas solo fueron
detectables en células transfectadas con Msi1/Ngn2 con y sin MBD2.
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En ofra parte del experimento, otro lote de células que se transfectaron con Msi1/Ngn2 + pCMV6-XL5-MBD2 se
sembraron en placas recubiertas con poli-ornitina (30 min a temperatura ambiente) y laminina (1 ha temperatura
ambiente) en medio CDM Il en 5 pocillos diferentes. El dia 1, el medio en dos de los pocillos se cambié al mismo
medio que en la condicién 1a (Tabla 7) hasta el dia 12. El medio se cambid diariamente hasta el dia 12, en ese
momento se cambié al medio de diferenciacion NS-A (StemCell Technologies) o al medio NbActive4 (BrainBits™)
que se suplementaron con BDNF (20 ng/ml), NT-3 (20 ng/ml), NGF (20 ng/ml), acido retinoico (5 uM), noggina (20
ng/ml) y forscolina (10 uM). Estas células mostraron una morfologia de células de tipo madre neurales para el dia 7,
y proliferaron hasta el dia 12. Durante la exposicion a cualquiera de los dos medios de diferenciacion, estas NSLC
cambiaron a un fenotipo mas neuronal y glial como se muestra en las imagenes de campo brillante (Figura 21), pero
solo expresaron GFAP el dia 17 (Figura 22).

Para los otros tres pocillos, el dia 1, el medio se cambié a cualquiera de los medios de diferenciacion NS-A
(StemCell Technologies), NbActive4 (BrainBits) o medio CDM II; estas dos primeras se suplementaron con las
mismas citocinas que se han descrito anteriormente, pero con la adicién de Fgf-2 (20 ng/ml). El dia 12, el Fgf-2 se
eliminé de los dos primeros medios de diferenciacion, mientras que las células en el medio CDM Il se cambiaron al
medio de diferenciacion NS-A (StemCell Technologies) suplementado con citocinas sin Fgf-2. Entre el dia 12 y el dia
17, los medios se cambiaron cada dos o tres dias. Durante los primeros 12 dias de cultivo, las células en los 3
medios se convirtieron en una mezcla de mas células con forma de huso en comparacién con los fibroblastos no
transfectados y algunos en células con una morfologia NSLC; al eliminar la morfologia de las células Fgf-2 se
convirti6 en una forma neuronal muy pronunciada, asi como en células gliales con una red establecida entre las
células como se muestra en las imagenes de campo brillante (Figura 21) que expresaban GFAP y Blll-tubulina el dia
17 (Figura 22).

Se disefod un estudio adicional para evaluar el efecto de Msi1, Ngn2 y MBD2 en sus niveles de proteinas endégenas
en células reprogramadas. Las células se transfectaron con el vector MSI1/NGN2 y MBD2 como se ha descrito
anteriormente y se cultivaron en condiciones de proliferacion a 37 °C, 5% de CO2 y 5 % de O,. Las muestras se
recogieron en varios puntos de tiempo desde el Dia 2-10 y se analizaron por RT-PCR para investigar la expresién de
genes enddgenos y la expresion de células madre neurales y genes neuronales en diferentes puntos de tiempo. La
RT-PCR revel6 una pérdida gradual de expresion génica de Msi1, Ngn2 y MBD2 totales a partir del dia 2 hasta el dia
10, habiendo perdido casi completamente el aumento en la expresion de MBD2 en relacién con el control que el Dia
5. Esta disminucién se asoci6 con una activacion significativa de Msi1 y Ngn2 enddégenos el Dia 5, con otro salto en
la expresion génica enddgena el dia 9 (Tabla 9). Se detecté un aumento significativo en la expresion de Sox2 el dia
4 y la expresion de este gen ectodérmico/célula madre neural/neuronal continué aumentando con cada punto de
tiempo posterior (Tabla 10). GFAP (un marcador de célula madre neural y de astrocitos) ya estaba ligeramente
elevado desde el Dia 2 en adelante, pero aument6 significativamente el dia 5 con un gran salto en la expresion de
genes en el punto de tiempo del analisis del Dia 7 y se mantuvo en este nivel de expresion durante el resto del
periodo de estudio. La expresion del marcador de células madre neurales Nestina también comenzé a aumentar
lentamente desde el Dia 5 en adelante. La expresion de los genes neuronales Blll-tubulina (TUBB3) y Map2b ya
estaban ligeramente elevados desde el Dia 2 en adelante, pero aumenté significativamente el dia 5 en adelante. La
expresion de un marcador para los receptores de acetilcolina (que se encuentra en las neuronas), acetilcolina
esterasa (ACHE), también se elevd ligeramente desde el dia 2 en adelante, pero no aumentd significativamente
hasta el dia 7 en adelante. Cabe sefalar que entre los marcadores de células madre neurales que se analizaron, la
expresion relativa de Sox2 fue altamente expresada en forma temprana, lo que luego podria interactuar directa o
indirectamente con los genes Msi/Ngn2 exdgenos y/u otros en la activacion de Nestina, GFAP, y Msi1 y Ngn2
enddgenos y otros genes que promueven la reprogramacion y el cambio del destino celular, asi como la activacion
de genes neuronales como Blll-tubulina (TUBB3), Map2b y ACHE.
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Ejemplo IV

Comparacion del dispositivo Nucleofector™ ® Il y el dispositivo Nucleofector™® de 96 pocillos Shuttle® en
la reprogramacion de HFF en NSLC en condiciones adherentes y flotantes.

Las células HFF se cultivaron como se describe en el Ejemplo | y se transfectaron utilizando el dispositivo
Nucleofector™® Il (Lonza) como se ha descrito previamente en el Ejemplo Il o el dispositivo Nucleofector™® de 96
pocillos Shuttle® (Lonza). Los HFF se cosecharon con TrypLE™ (Gibco) y 1x10° células/transfeccion con el
dispositivo Nucleofector™® Il durante 10 min a 90 g y 6x10° células/transfeccion con el dispositivo Nucleofector™®
de 96 pocillos Shuttle® durante 5 min a 80 x g. Después de la centrifugacion, el sedimento celular se resuspendid
suavemente en 100 yl de Solucién Nucleofector™ Basica para Nucleofector™ ® Il o 20 pl de Solucion SE (kit de
linea celular SE, Lonza) para el Nucleofector™® de 96 pocillos Shuttle®. Para el dispositivo Nucleofector™® I, cada
100 pl de suspension celular se combind con 2 mezclas diferentes de ADN plasmidico (la muestra 1 se mezcld con 2
pg de pCMV6-XL5-Msi1 y 2 ug de pCMV6-XL5-MBD2, y la muestra 2 con 2 ug de Msi1/Ngn2 y 2 uyg pCMV6-XL5-
MBD2). Cada suspension celular se transfirid a una cubeta certificada por Amaxa y se transfecté con el programa
apropiado (U-023). Justo después de la transfeccion, se afiadieron 900 yl de medio CDM1 caliente a cada cubeta y
la muestra se transfirié a una placa de cultivo recubierta con Laminina (Stemgent, 10 yg/ml) a una densidad celular
de 1x10% a 1,5 x 10%células por cm? o en placas de Petri tratadas con cultivos no celulares para la formacion de
neuroesferas. Las células se incubaron a 37 °C, 5 % de CO- durante la noche. Sin embargo, para el dispositivo
Nucleofector™® de 96 pocillos Shuttle®, las etapas descritas anteriormente fueron similares con las siguientes
excepciones: la suspension celular se mezclé con 0,6 ug de cada ADN de las mismas 2 mezclas de ADN, la
suspension celular se transfirié a un pocillo de Nucleoplate™ de 96 pocillos (Lonza) y se transfectd con el programa
FF-130™. Después de la transfeccion, se afiadieron 80 yl de medio CDM1 caliente a cada pocillo y las muestras se
dejaron durante 10 minutos en la incubadora antes de transferirlas a una placa recubierta con laminina o placas de
Petri tratadas con cultivo no celular a la misma densidad celular que se mencioné anteriormente. Para ambos
dispositivos, Estas etapas se repitieron para cada muestra que se transfectd. Antes de la transfeccion, las células se
cultivaron en CDM1 como se describe en el Ejemplo I. Después de 24 horas, el medio se cambi6 a una mezcla de
medio CDM al 75 % y medio de proliferacion al 25 % que se suplementé con EGF (20 ng/ml), FGF-2 (20 ng/ml),
Noggina (20 ng/ml) y citocalasina B (10 pg/ml) y las células se incubaron a 37 °C, 5 % de CO2y 5 % de O2. El medio
se cambid diariamente con una mayor proporcion de medio de proliferacion neural hasta el 100 % el dia 4 y una
proporcion reducida de citocalasina B que se omitié por completo el dia 5. Se afiadié forscolina (10 uM) al medio
desde el Dia 4 en adelante. Las células en condiciones de flotacién se sedimentaron por centrifugacion y su medio
se cambio diariamente como se describe para la condicion adherente. Las células se recolectaron los dias 3, 7y 12
para el analisis de la inmunohistoquimica.

Se tomaron imagenes de fluorescencia con un sistema de microscopia Cellomics™ ArrayScan HCS Reader™ para
determinar una estimacién del porcentaje de células positivas para Sox2, un marcador de células madre neurales.
Este analisis reveld que en controles no transfectados y 3 dias después de la transfeccion, no se detectd tincion de
Sox2 nuclear. Sin embargo, el dia 7 y el dia 12, el porcentaje de células Sox2 positivas aumentd progresivamente en
todas las condiciones de transfeccion, excepto la condicion pCMV6-XL5-Musashi y pCMV6-XL5-MBD2
Nucleofector™® II. El porcentaje mas alto el dia 12 se obtuvo con Msi1/Ngn2 y pCMV6-XL5-MBD2 transfectado con
el dispositivo Nucleofector™® de 96 pocillos Shuttle® (-80 %). La misma combinacion transfectada con el
Nucleofector™® Il produjo solo -35 % de células positivas. EI pCMV6-XL5-Musashi y el pCMV6-XL5-MBD2 con el
Shuttle® produjeron -20 % de células positivas, mientras que generalmente no se observé ninguna con el
Nucleofector™® Il. El porcentaje de células positivas varié fuertemente entre los pocillos. La tincion indicd que la
poblacién celular no era homogénea, ya que en todos los casos se pudieron encontrar campos de células Sox2
positivas densamente dispuestas y campos completos con solo células negativas. En general, el Shuttle® fue
inicialmente mas téxico para las células que el Nucleofector™® II, sin embargo, al menos en el caso de Msi1/Ngn2 y
la lanzadera pCMV6-XL5-MBD2, la poblacién positiva de Sox2 se expandié rapidamente desde el dia 7 hasta el dia
12 para tener el doble de células positivas Sox2 en comparacién con el Nucleofector™® Il. Las células en
condiciones flotantes no formaron esferas durante el experimento de 12 dias en ninguna de las condiciones, lo que
sugiere que la formacion de neuroesferas requiere la generacion de células de tipo madre neurales en condiciones
adherentes por primera vez o mas tiempo.

La Tabla 11 muestra el porcentaje de células Sox2 positivas con una morfologia de células madre neurales tipica
que utiliza tanto el dispositivo Nucleofector™® Il como el dispositivo Nucleofector™® de 96 pocillos Shuttle®. Este
ultimo tenia las ventajas de requerir un material de partida mas pequefio (menos células y menos ADN requerido) y
ademas dio lugar a un mayor numero de células positivas para Sox2. Ademas, se observd una poblacién muy
pequefa de células positivas para Sox2 con el dispositivo Shuttle® solo después de la transfeccién con un solo
factor de transcripcion neurogénico (Msi) en presencia del desmetilador de ADN MBD?2.
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Tabla 11: Porcentaje de células positivas para Sox2 después de la transfeccion de células fibroblastos con
diferentes vectores de expresion. Después de la transfeccion, las células se cultivaron en medio de proliferacion
(StemCell Technologies) suplementado con EGF (20 ng/ml, Peprotech) y FGF (20 ng/ml, Peprotech) durante dos

semanas a 37 °C/5 % de CO2/5 % de Oa. El porcentaje de células inmunopositivas se determiné mediante

Cellomics™ y se representé como la media + SD (n = 3-5).

% de células positivas para Sox2

Dia 3 Dia7 Dia 12
Sox2 Recuento | Sox2 Recuento | Sox2 Recuento
de células de células de células
totales totales totales
Lanzadera MSI1/NGN2+MBD2 |[1,34 + 6430 + 31+20 10683 + 78,17 £ 29341 +
0,10 566 +8,03 1112 3,10 2527
Msi+MBD2 1,08 + 8253 + 3,19 8953 + 19,05 11082 +
0,61 399 3,57 672 17,88 2999
Nucleofector™ MSI1/NGN2+MBD2 |0,87 + 21870 + 14,30 + 37321 35,93 33009 +
0,30 4476 1,83 6877 7,10 1567
Msi+MBD2 0,64 £ 46793 + 0,35+ 34854 + 0,51+ 32095 +
0,07 8808 0,16 2186 0,25 3236

Ejemplo V
Ensayo de formacién de neuroesferas y analisis de diferenciacion celular

Basado en estudios previos que muestran que se logra una mayor reprogramacion proporcional mediante la
transfeccion de dos genes neurogénicos, este estudio se disefid para evaluar el numero de células de
reprogramacion utilizando el vector Msi1/Ngn2, que contenia dos factores de transcripcion neurogénicos (Msi 1 y
Ngn2) y el papel del desmetilador de ADN o el inhibidor de la metilacion del ADN (5-azacitidina) y el inhibidor de la
desacetilacion de histonas (VPA) en el proceso de reprogramacion.

Los HFF se cultivaron y se trataron con citocalasina B como se describe en el Ejemplo Ill y se trataron
simultaneamente con VPA (1 mM) y 5-azacitidina (0,5 uM). Después de dos dias de tratamiento, las células fueron
transfectadas por nucleofeccion como se describe en el Ejemplo Il con el vector construido Msi1/Ngn2. Después de
preparar las células, se mezclaron con 2 ug de ADN total (Msi1/Ngn2) y las células que no habian sido tratadas con
inhibidores quimicos (VPA y 5-Aza) se cotransfectaron con MBD2 (2 ug), utilizando el programa apropiado (U023).
Las muestras se transfirieron a una placa de cultivo recubierta con laminina (10 pg/ml, Sigma) y se incubaron en una
incubadora humidificada a 37 °C/5 % de O./5 % de CO,. El medio se cambié a los medios basales de proliferacion,
medio de proliferacion neural (kit de proliferacion NeuroCult™, StemCell Technologies), con la presencia de Noggina
(20 ng/ml, Peprotech), hFGF recombinante (20 ng/ml, Peprotech) y hEGF recombinante (20 ng/ml, Peprotech).
Después de 6 dias de transfeccion, las células se recolectaron usando Accutase™ (Millipore), se centrifugaron (300
x g, 5 min, RT) y se sembraron en placas de cultivo celular sin recubrimiento en medio de proliferacion NeuroCult™
para NSC para investigar la capacidad de cultivar las células en suspension como neuroesferas o en placas
recubiertas con laminina para el cultivo adherente. Para evitar la pérdida de esferas flotantes durante los cambios de
medios, las células se sedimentaron mediante centrifugacién a 150 x g durante 3 minutos a temperatura ambiente
(RT). A continuacion, el sedimento se resuspendioé en medio fresco y se coloco en placas de cultivo celular de union
baja si recubrir. Los cultivos se incubaron a 37 °C, 5 % de COg, 5 % de Oz y se alimentaron diariamente durante al
menos dos meses.

Para investigar si una sola célula de células precursoras neurales humanas (hNPC) y NSLC humanas era capaz de
generar una neuroesfera (una prueba estandar para demostrar que una célula es una célula madre neural), las
neuroesferas se disociaron en células individuales y estas células individuales se aislaron y se cultivaron en un
medio de proliferacion en suspension y la formacion de la neuroesfera se monitorizé tomando imagenes de campo
brillante con un microscopio 6ptico (Nikon, 10X) y por Cellomics™. Estas células comenzaron a proliferar y crecieron
como esferas a partir del dia 6 al dia 10 (Figura 4A). El analisis inmunohistoquimico de estas esferas (Tabla 12 y
Figura 4) el dia 20 reveld tincién inmunopositiva para los marcadores de células madre neurales Sox2, Musashi,
CD133, Nestina y GFAP. Las células también se tifieron de forma positiva para BllI-tubulina (un marcador para las
neuronas), O4 (un marcador para oligodendrocitos) y GFAP (un marcador para astrocitos), lo que indica el potencial
de diferenciacion tripotencial de ambos conjuntos de células (NSLC y hNPC), y negativo para NGFrec y NeuN
(marcadores para neuronas diferenciadas) que indica que las células no se diferenciaron terminalmente.
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Tabla 12: Porcentaje de células positivas para marcadores de linaje de células madre neurales y neuronales,
astrocitos y oligodendrocitos en neuroesferas formadas a partir de NSLC individuales y hNPC cultivadas en medio
de proliferacion (StemCell Technologies) suplementado con EGF (20 ng/ml, Peprotech) y FGF (20 ng/ml, Peprotech)
durante 20 dias a 37 °C/5 % de CO./5 % de O.. El porcentaje de células positivas se determiné mediante

Cellomics™ y se representé como la media + SD.

% de células positivas NCLC hNPC
Musashi 91,8+6,8 88,6 +7,9
Nestina 78,6 £5,7 754 +£120

GFAP 69,2+7,4 78,6 £ 8,4
Blll-tubulina 85,6 £ 6,4 76,6 £ 8,4
P75 0 0

NeuN 0 0
04 65,4 +6,6 714+75
CD133 0 0

Las células HFF se cultivaron como se describe en el Ejemplo | y se transfectaron utilizando el dispositivo
Nucleofector™ 1l (Lonza) como se describe en el Ejemplo Il. Las células se cotransfectaron con pCMV6-XL5-
Msi/pCMV6-XL4-Ngn2, pCMV-Msi1-Ngn2 con MBD2 o pretrataron con VPA/5aza. Las células se cultivaron en medio
de proliferaciéon como cultivos en suspension o adherentes. El analisis de la expresidon génica en 8 muestras se
realiz6 como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo | con el TLDA de Marcadores Neuronales 2 personalizado
(Tabla 13) que describié la expresion de 48 genes (incluidos tres genes de mantenimiento: ACTINA, GAPDH y
PPIA) en cuatro categorias principales; 1) genes especificos de fibroblastos; 2) genes especificos del linaje neuronal;
3) genes especificos de marcadores de células madre neurales; y 4) Genes para los factores de crecimiento y sus
receptores.

Tabla 13: Despliegue de TLDA de los Marcadores neuronales 2 (Applied Biosystems)
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Informacion de la muestra

D de la Nombre de la muestra Puerto TLDA
muestra
HFF Ctrl
ReNcell Ctrl no diferenciadas
Msi1-Ngn2/MBD2
Msi1-Ngn2/MBD2
Msi1-Ngn2/VPA+AZA
Msi1-Ngn2
Msi1-Ngn2/MBD2, neuroesferas
Msi1-Ngn2/MBD2, neuroesferas

(N[OOI [WIN(—~

(N[OOI [WIN(—~

Tal como se muestra en la Tabla 14, los genes especificos de fibroblastos (Col3A1, Lox, S100A4) se regularon por
disminucion en células reprogramadas, lo que indica la pérdida de genes especificos de fibroblastos después de la
transfeccion (obsérvese que no todas las células se transfectaron y reprogramaron, por lo que la presencia de la
expresion génica especifica de los fibroblastos en los cultivos es principalmente de los fibroblastos no programados
que quedan en el cultivo). Se observa que la expresion de estos genes aumenta cuando los HFF se transfectaron en
ausencia de un desmetilador de ADN o el inhibidor de la metilacion del ADN, lo que indica que la regulacion por
disminucion de los marcadores diferenciados de las células fibroblastos requiere la desmetilacién del ADN. La
expresion de genes ectodérmicos, tales como Msi1, Sox2 y Nestina aumentd notablemente después de la
transfeccion junto con la desmetilacion del ADN. La expresion de marcadores neuronales, tales como sinaptogamina
1 (una proteina de vesicula sinaptica) y NeuroD1 se reguld por aumento en células transfectadas con
Msi1/Ngn2/MBD2, y aumenté ligeramente en células transfectadas con Msi1/Ngn2/VPA y 5-AZA. Los tres
marcadores seleccionados de oligodendrocitos se detectaron en las células transfectadas con un fuerte aumento de
Olig2. Dos marcadores para los astrocitos, GFAP y ALDH1L1, mejoraron después de la transfeccion. Los resultados
apoyan la idea de que las neuroesferas estan compuestas por subtipos de progenitores heterogéneos.

Entre los factores neurotréficos, la expresion de CNTF aumenté ligeramente en las células reprogramadas. La
expresion de GAP-43 y el neuropéptido Y (NPY) fueron los genes mas anotados. Se ha reconocido que GAP-43
desempefia un papel fundamental en la plasticidad axonal y se utiliza como marcador de crecimiento de neuritas en
regeneracion y sinaptogénesis, tanto en el desarrollo embrionario como en la regeneracién neuronal en el cerebro y
la médula espinal dafiados. La expresion de receptores para el crecimiento y factores neurotréficos se increment,
tal como la expresion del receptor neurotréfico tirosina quinasa.
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El andlisis y la cuantificacion adicionales de la poblacion adherente de NSLC mostraron que las células se tifieron
positivamente para Sox2 (93,43 + 1,9 %), nestina (60,76 + 5,7 %) y GABA (37,48 + 4,9), mientras que estos
marcadores no fueron detectables en células no transfectadas (Figura 5, Tabla 15). Ademas,estas células se tifieron
de forma positiva para p75NTR (31,15 + 1,6), BllI-tubulina (37,55 + 0,6 %) y GFAP (16,47 + 0,9). Sin embargo, los
HFF no transfectados solo se tifieron de forma positiva para marcadores de HFF (Figura 5), tales como fibronectina
y el marcador de proteina de fibroblastos, mientras que estos marcadores eran indetectables en células
reprogramadas, lo que demuestra que las células reprogramadas perdieron los marcadores de las células originales
y adoptaron la morfologia y los marcadores de células madre neurales y un linaje neuronal.

Tabla 15: El porcentaje de células con tincion positiva para marcadores de células madre neurales y marcadores de
fibroblastos en células no transfectadas y células transfectadas con pMsi1/Ngn2/MBD2. Las células transfectadas
(NSLC) poseen un alto porcentaje de marcadores de células madre neurales pero un porcentaje muy bajo de
marcadores de fibroblastos en comparacion con las células no transfectadas. El porcentaje de células
inmunopositivas se determiné mediante Cellomics™ y se representd como la media + SD (n = 5).

Células fibroblastos Células fibroblastos no
Proteina marcadora transfectadas (% de células transfectadas (% de células positivas

positivas promedio * desv. est.) promedio * desv. est.)
Sox2 93,43+1,9 1,90+0,5
Nestina 60,76 + 5,7 0,84 £0,2
p75NTR 31,15+ 1,6 3,95+1,7
NCAM 26,84 + 3,8 0,87 £0,2
S100 41,80+ 0,6 1,60+0,3
GFAP 16,47 £ 0,9 3,84+0,9
Blll-Tubulina 37,55+ 0,6 1,90+0,9
GABA 37,48+49 254 +0,5
Fibronectina 1,05+0,7 94,19+0,9
Proteina marcadora de fibroblastos 481+1,0 50,30+7,8

Este estudio también mostré que las NSLC tienen la capacidad de proliferar en el cultivo y exhibir una morfologia,
expresion de genes y proteinas estable que se mantuvieron durante todo el periodo de estudio, que fue por mas de
cinco meses en cultivo (Tabla 16).

Tabla 16. Tiempo de duplicacién de NSLC sobre pases en serie. Las NSLC se mantuvieron en condiciones de
proliferacion durante 35 pases en un incubador a 37 °C, 5 % de CO. y 5 % de O». El tiempo requerido para que la
poblacién de células se duplicara (g) se calculd para cada pase y se definié como g = (In2)/k, donde k era el niumero
de generaciones que ocurrieron por unidad de tiempo (t) definida como, k = (In Nt In Ng)/t, donde N; era el nimero
de células finales y No el nimero de células sembradas iniciales. El tiempo promedio de generacion fue de 25,4 h en
mas de 35 pases.

Numero de pase | Tiempo (h) LN No LN Nt k (h) g (h)
2 168 11,513 15,577 0,024 38,655
3 216 11,513 16,195 0,022 31,977
4 192 11,513 18,258 0,035 39,730
5 144 11,513 16,258 0,033 21,036
6 144 11,513 16,258 0,033 21,036
7 144 11,513 15,702 0,029 33,824
8 168 11,513 15,870 0,026 26,729
9 120 11,513 16,811 0,031 32,548
10 144 11,513 15,415 0,027 35,580
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(continuacion)

Numero de pase | Tiempo (h) LN No LN Nt k (h) g (h)

11 120 13,122 15,895 0,023 30

12 120 11,513 15,747 0,035 19,645
13 168 11,513 15,870 0,026 26,729
14 168 12,429 15,870 0,020 23,847
15 168 11,513 15,520 0,024 29,059
16 192 11,513 16,167 0,024 28,596
17 144 11,513 15,239 0,026 36,791
18 168 11,513 15,790 0,025 37,229
19 120 13,122 15,870 0,023 30,276
20 144 13,122 16,249 0,022 31,922
21 96 13,122 15,761 0,027 25,214
22 120 13,122 15,870 0,023 30,276
23 120 13,122 15,761 0,022 31,518
24 96 13,122 15,687 0,027 25,943
25 96 13,122 16,013 0,030 23,022
26 96 13,122 16,067 0,031 22,599
27 96 13,122 16,300 0,033 20,938
28 120 13,122 16,482 0,028 24,752
29 96 13,122 16,380 0,034 20,424
30 96 13,122 16,300 0,033 19,938
31 120 13,122 16,483 0,028 22,752
32 96 13,122 16,062 0,031 20,640
33 96 13,122 16,300 0,033 20,938
34 96 13,122 16,077 0,031 15,519
35 96 13,122 16,077 0,031 15,519

Micromatriz de expresion génica

Se realizd un andlisis de expresion en micromatrices para obtener una visidon global para comparar el perfil de
expresion génica de NSLC de pase 7 con HFF (las células de las que se cred la NSLC) y hNPC. NSLC (n=3), HFF
(n = 2) y hNPC (n = 3) se resuspendieron en RNAlater™ (Qiagen) y se enviaron a Genotypics (India) donde se
procesaron las muestras y se realizo la micromatriz de expresion génica.

En resumen, los genotipicos extrajeron el ARN de las muestras y realizaron el control de calidad utilizando un
Bioanalyzer™ de Agilent. El marcaje se realiz6 con el kit Quick Amp™ de Agilent (sintesis de ADNc y transcripcion in
vitro), seguido del control de calidad del marcaje. A continuacion se realizd la hibridacion utilizando la matriz de 8 x
60 K y el barrido se realizd6 con un escaner Agilent de alto rendimiento con tecnologia SureScan™. El software
Agilent Feature Extraction se utilizd para la extraccion automatica de caracteristicas, seguido de Raw Data QC e
Image QC. A continuacion se realizé un analisis de datos avanzado, incluyendo el andlisis de ontologia de rutas y
genes utilizando el GeneSpring GX™ v10.0 de Agilent y el Software Biointerpreter de Genotypic. Las muestras de
NSLC se compararon con las muestras de HFF (conjunto 1) y las muestras de hNPC (conjunto 2). Las muestras de
NSLC tenian un patrén de expresion génica global que era mucho mas cercano a las hNPC que los HFF a partir de
los cuales se crearon las NSLC (Figura 23). El analisis de correlacion de Pearson reveld que las NSLC estan
estrechamente relacionadas con las hNPC, incluyendo en términos de marcadores de linaje neuronal, genes
regenerativos y genes de migracion. Estos datos confirman que las NSLC son similares, pero no idénticas, a las
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hNPC.

El analisis de micromatrices reveld una regulacién por aumento de los genes precursores neurales en las muestras
de NSLC en comparacion con las muestras de HFF. ACTL6A e PHF10, que pertenecen al complejo de remodelacion
de la cromatina de los progenitores neurales (complejo npbaf) y son necesarios para la proliferacion de los
progenitores neurales, se regularon por aumento 2,9 veces y 2,3 veces, respectivamente. MSI2, que desempefia un
papel en la proliferacion y el mantenimiento de células madre en el sistema nervioso central, se regulé por aumento
por 6 veces (Tabla X1). Los genes Glia estaban regulados por aumento en las muestras de NSLC en comparacion
con las muestras de HFF. GFAP, es un marcador neuronal especifico de células madre y astrocitos que, durante el
desarrollo del sistema nervioso central, distingue los astrocitos de otras células gliales, esta altamente regulado por
aumento en la muestra de NSLC en comparacion con HFF (690 veces). OLIG1, que favorece la formacion y
maduracion de oligodendrocitos, especialmente dentro del cerebro, también esta altamente regulado por aumento en
la muestra de NSLC en comparacion con HFF (370 veces) (Tabla X2).

La Tabla X3 enumera un subconjunto de genes regenerativos que se regulan por aumento en las muestras de NSLC
en comparacion con las muestras de HFF. SOX2, un gen critico para la embriogénesis temprana y para la
pluripotencia de las células madre embrionarias, asi como para las células madre neurales, esta altamente regulado
por aumento en las muestras de NSLC en comparacion con las muestras de HFF (5000 veces). CCND2, que es
esencial para el control del ciclo celular en la transicion G1/S (inicio), también esta regulado por aumento en
muestras de NSLC (70 veces mas que en muestras HFF). Como se muestra en la Tabla X4, numerosos genes de
fibroblastos estaban regulados por disminucion en las muestras de NSLC en comparacion con las muestras de HFF.
Esto muestra que las NSLC pierden la expresion de numerosos genes de fibroblastos a medida que se reprograman
desde HFF a NSLC.

La Tabla X5 muestra que los genes precursores neurales también se regularon por aumento en las muestras de
NSLC en comparacion con las muestras de hNPC. BDNF, que promueve la supervivencia y la diferenciacion de
poblaciones neuronales seleccionadas de los sistemas nervioso central y periférico durante el desarrollo, es incluso
mas altamente expresado en muestras de NSLC que en muestras de hNPC (34 veces la regulacién por aumento).
La Tabla X6 muestra que un subconjunto de genes Glia también estan regulados por aumento en las muestras de
NSLC en comparacion con las muestras de hNPC. GFAP, un marcador especifico de células madre y de astrocitos
que, durante el desarrollo del sistema nervioso central, distingue los astrocitos de otras células gliales, esta mas
altamente expresado en muestras de NSLC que en muestras de hNPC (13 veces). PLP1, la proteina principal de la
mielina del sistema nervioso central que desempefia un papel importante en la formacién o el mantenimiento de la
estructura multilamelar de la mielina, también esta mas altamente expresada en las muestras de NSLC que en las
muestras de hNPC (20 veces).

Los genes regenerativos también estaban regulados por aumento en las muestras de NSLC en comparacion con las
muestras de hNPC (Tabla X7). BMP2, un marcador de la cresta neural, pero que induce el crecimiento,
especialmente de la formacion de cartilago y hueso y BMP4, que a su vez induce la formacion de cartilago y hueso y
actua en la induccién del mesodermo, el desarrollo dental, la formacién de las extremidades y la reparacion de
fracturas, sino también en las células madre neurales, estaban mas altamente expresados en muestras de NSLC
que en muestras de hNPC (18 veces y 20 veces respectivamente). GAP43, que es un componente principal de los
conos de crecimiento méviles que forman las puntas de los axones en elongacion se expres6 mas altamente en
muestras de NSLC que en muestras de hNPC (4 veces). Esto sugiere el potencial regenerativo de NSLC. HOXB4,
un factor de transcripcién que esta involucrado en el desarrollo y también en la expansion de las células madre
neurales, asi como en las células madre y progenitoras hematopoyéticas in vivo e in vitro, lo que lo convierte en un
candidato potencial para la expansién terapéutica de las células madre, también estaba mas altamente expresado
en NSLC que en hNPC. Estos datos indican que las NSLC son mas "de tipo madre" o tienen mas "rigidez" que las
hNPC.

Tabla X1: Genes precursores neurales regulados por aumento (NSLC frente a HFF)

Simbolo del gen Numero de referencia Cambios de NSLOZI:-I:21comparacién con valor p
ACTL6A NM_178042 2,90 0,000
ADAM9 NM_001005845 2,64 0,004
AIFM1 NM_004208 2,45 0,000
BCAT1 NM_005504 3,23 0,000
BMP2 NM_001200 17,49 0,000
DLL1 NM_005618 40,32 0,000
EDNRB NM_003991 933,03 0,000
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continuacion)

Simbolo del gen Numero de referencia Cambios de NSL(II-|§21comparaci6n con valor p
ERBB4 NM_005235 53,22 0,006
GMNN NM_015895 4,42 0,000
HES5 BC087840 102,33 0,000
KIF18 NM_015074 9,45 0,002
LIMK1 NM_002314 2,44 0002
MAPKB8IP1 NM_005456 5,88 0,001
MCHR1 NM_005297 68,19 0,001
MEF2C NM_002397 2,91 0,000
MSI2 NM_170721 6,76 0,000
NMB NM_021077 3,65 0,000
NOS2A NM_000625 279,45 0,000
NOTCH1 NM_017617 6,75 0,000
NPAS3 NM_022123 187,85 0,000
PHF10 NM_018288 2,28 0,001
PHLPP NM_194449 8,84 0,000
SMAD1 NM_005900 4,74 0,000
SNTG1 AL161971 34,05 0,000
SP8 NM_198956 1392,67 0,000
STAU2 AK002152 3,35 0,000
STIL NM_003035 4,94 0,003

' Los cambios representan la regulacion por aumento del gen en las muestras de NSLC en comparacién con las
muestras de hNPC. (n = 2 para muestras de HFF, n = 3 para muestras de NSLC).

Tabla X2: Genes de glia regulados por aumento (NSLC frente a HFF)

Simbolo del Numero <'1e Cambios de NSLC en1comparaci6n con | ior p
gen referencia HFF
ASTN1 NM_004319 51,44 0,000
ATP1B2 NM_001678 186,64 0,000
B3GAT1 NM_018644 1784.,49 0,000
BCL2 NM_000633 2,65 0,002
BMP7 NM_001719 41,35 0,000
CA14 NM_012113 43,44 0,000
CLCN2 NM_004366 4,18 0,000
CNDP1 NM_032649 4,39 0,010
CP NM_000096 93,08 0,002
CXCR4 NM_001008540 4124,29 0,000
ERBB4 NM_005235 53,22 0,006
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(continuacion)

Simbolo del Numero <'1e Cambios de NSLC en1comparaci6n con | lor p
gen referencia HFF
FABP7 NM_001446 18702,36 0,000
GAB1 NM_207123 2,44 0,001
GFAP NM_002055 696,51 0,000
GJB2 NM_004004 13,89 0,001
ITGB8 NM_002214 8,48 0,005
KCNJ10 NM_002241 263,42 0,000
LM03 NM_018640 194,32 0,000
MAPG6D1 NM_024871 3,99 0,000
MAPT NM_016835 2,38 0,001
NDE1 NM_017668 2,21 0,002
NEFL NM_006158 10,30 0,001
NKX6-2 NM_177400 10,83 0,026
NOVA2 NM_002516 7,51 0,000
NTN1 NM_004822 5,29 0,015
NTRK3 NM_001012338 15,32 0,000
OLIG1 NM_138983 372,11 0,000
OLIG2 NM_005806 163,20 0,000
PARDG6A NM_016948 4,12 0,001
PASK NM_015148 3,89 0,001
PAX6 NM_001604 28,53 0,001
PDCD11 ENST00000369797 2,23 0,001
PDE6B NM_000283 5,55 0,001
PER1 NM_002616 2,43 0,001
PLP1 M54927 351,09 0,000
PTK2 NM_153831 4,22 0,000
QKI NM_206855 8,75 0,003
S100B NM_006272 456,00 0,000
SLC1A3 NM_004172 49,49 0,000
SORL1 NM_003105 27,61 0,000
SOX9 NM_000346 27,82 0,000
SPRY2 NM_005842 15,83 0,000
TARDBP NM_007375 2.69 0,005
TSPAN12 NM_012338 259,78 0,000
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Tabla X3: Genes regenerativos regulados por aumento (NSLC frente a HFF)

Simbolo del gen Numero <'1e Cambios de NSLC en1comparaci6n con | lor p
referencia HFF
BMP2 NM_001200 17,49 0,000
CCND2 NM_001759 72,79 0,000
DLL1 NM_005618 40,32 0,000
EGR1 NM_001964 2,19 0,000
GAL NM_015973 25,93 0,000
GAP43 NM_002045 1297,42 0,000
HOXB4 NM_024015 102,34 0,000
NFE2L2 AF323119 2,80 0,004
NOTCH1 NM_017617 6,75 0,000
PRPH NM_006262 6,44 0,000
SEMA3A NM_006080 3,03 0,004
SEMABA NM_020796 23,58 0,000
SOX2 NM_003106 5165,92 0,000

Tabla X4: Genes de fibroblastos regulados por disminucion (NSLC frente a HFF)

Simbolo del gen Numero qe Cambios de NSLC en1comparaci6n con valor p
referencia HFF

ACOT2 NM_006821 0,30| 0,000
AEBP1 NM_001129 0,16| 0,001
AGA NM_000027 0,35| 0,000
ANXA2 NM_001002857 0,26| 0,029
AP4E1 NM_007347 0,30| 0,008
APOE NM_000041 0,08| 0,000
ARHGDIB NM_001175 0,24| 0,009
ASAH1 NM_004315 0,31| 0,000
BDKRB1 NM_000710 0,00| 0,001
BDKRB2 NM_000623 0,00| 0,000
BDNF NM_170735 0,12| 0,000
BMP4 NM_001202 0,28| 0,001
C3 NM_000064 0,25| 0,001
C50rf13 NM_004772 0,18| 0,000
CACNA1C NM_000719 0,03| 0,000
CASP4 NM_033306 0,00| 0,000
CASP5 NM_004347 0,00| 0,001
CCL2 NM_002982 0,20| 0,000
CD36 NM_001001547 0,07| 0,023
CDC42EP2 NM_006779 0,06| 0,000
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(continuacion)

Simbolo del gen Numero qe Cambios de NSLC en1comparaci6n con valor p
referencia HFF

CDC42EP3 NM_006449 0,41| 0,000
CDC42EP5 NM_45057 0,41| 0,040
CDH11 NM_001797 0,00| 0,000
CEMP1 AL833099 0,30| 0,001
CFH NM_001014975 0,01| 0,010
CITED2 NM_006079 0,14| 0,000
COL12A1 NM_004370 0,00| 0,001
COL1A1 NM_000088 0,01| 0,000
COL1A2 NM_000089 0,00| 0,001
COL3A1 NM_000090 0,00| 0,001
COL5A1 NM_000093 0,00| 0,000
CPT1A NM_001876 0,16| 0,002
CROT NM_021151 0,27| 0,002
CTSA NM_000308 0,10| 0,000
CTsSB NM_147780 0,11| 0,001
CXcCL1 NM_001511 0,01| 0,003
CXCL12 NM_000609 0,00| 0,001
CYP27A1 NM_000784 0,28| 0,011
CYR®61 NM_001554 0,10| 0,000
DCHS1 NM_003737 0,29| 0,000
DMPK NM_004409 0,36| 0,000
DPT NM_001937 0,05| 0,006
EFEMP1 NM_004105 0,00| 0,000
ELN NM_000501 0,13| 0,001
EMX2 NM_004098 0,00| 0,001
EPS8 NM_004447 0,18| 0,000
ETS1 NM_005238 0,15| 0,003
FAH NM_000137 0,17| 0,000
FAM14A NM_032036 0,22| 0,001
FAP NM_004460 0,00| 0,000
FBLN2 NM_001004019 0,18| 0,000
FBN1 NM_000138 0,01| 0,002
FGF1 NM_000800 0,20| 0,004
FGF13 NM_004114 0,04| 0,006
FGF2 NM_002006 0,06| 0,000
FGF5 NM_004464 0,01| 0,003
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(continuacion)

Simbolo del gen Numero <'1e Cambios de NSLC en1comparaci6n con valor p
referencia HFF

FGF7 NM_002009 0,04| 0,001
FGF9 NM_002010 0,01| 0,000
FGFR1 NM_023110 0,34| 0,026
FHL2 NM_201555 0,11| 0,000
FN1 NM_212482 0,00| 0,001
FSTL1 NM_007085 0,09| 0,000
GADD45B NM_015675 0,09| 0,001
GALNT6 NM_007210 0,13| 0,001
GAS6 NM_000820 0,02| 0,000
GBA NM_001005749 0,22| 0,002
GBAP NR_002188 0,19| 0,000
GCH1 NM_000161 0,22| 0,001
GGTA1 NR_003191 0,28| 0,013
GIT2 NM_057169 0,37| 0,003
GJA1 NM_000165 0,46| 0,001
GLIS1 NM_147193 0,02| 0,000
GM2A AK127910 0,25| 0,010
GNS NM_002076 0,29| 0,000
GPC3 NM_004484 0,22| 0,038
GREM1 NM_013372 0,00| 0,011
GSTM1 NM_146421 0,27| 0,001
HAAO NM_012205 0,43| 0,001
HERPUD1 NM_014685 0,19| 0,000
HEXA NM_000520 0,24| 0,000
HEXB NM_000521 0,36| 0,000
HGF NM_001010932 0,09| 0,028
HGS NM_004712 0,26| 0,029
HIF1A NM_181054 0,36| 0,005
HLA-A NM_002116 0,31| 0,002
HLA-H NR_001434 0,19| 0,001
HOXB13 NM_006361 0,03| 0,004
HR NM_005144 0,18| 0,002
HSPG2 NM_005529 0,19| 0,004
IDUA NM_000203 0,16| 0,000
IGF1 NM_000618 0,10| 0,004
IGFBP7 NM_001553 0,28| 0,040
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(continuacion)

Simbolo del gen Numero <'1e Cambios de NSLC en1comparaci6n con valor p
referencia HFF

IKBKG NM_003639 0,42| 0,001
IRF1 NM_002198 0,28| 0,002
ITGA1 NM_181501 0,00| 0,001
ITGB3 NM_000212 0,05| 0,000
KLF4 NM_004235 0,05| 0,002
LEP NM_000230 0,07| 0,001
LEPRE1 NM_022356 0,24| 0,000
LMNA NM_005572 0,42| 0,000
LOX NM_002317 0,01| 0,000
LOXL4 NM_032211 0,10| 0,003
LRRC8C NM_032270 0,15| 0,013
MAGEL2 AJ243531 0,31| 0,002
MAN2B1 NM_000528 0,45| 0,006
MAP3K8 NM_005204 0,27| 0,001
MEIS2 NM_170677 0,00| 0,001
MKNK1 NM_003684 0,37| 0,005
MMP1 NM_002421 0,00| 0,000
MMP14 NM_004995 0,07| 0,001
MMP2 NM_004530 0,04| 0,000
MMP3 NM_002422 0,00| 0,001
MOXD1 NM_015529 0,24| 0,000
MRAS NM_012219 0,15| 0,001
MSX2 NM_002449 0,15| 0,031
MTHFR NM_005957 0,27| 0,014
MYC NM_002467 0,05| 0,000
MYL6 NM_079423 0,33| 0,001
MYL9 NM_181526 0,01| 0,000
NAGLU NM_000263 0,23| 0,000
NBL1 NM_182744 0,11| 0,000
NEK9 NM_033116 0,41| 0,001
NF2 NM_181831 0,46| 0,000
NPC1 NM_000271 0,34| 0,000
OPTN NM_001008211 0,04| 0,000
P4HB NM_000918 0,37| 0,001
PALLD NM_016081 0,29| 0,001
PAPPA NM_002581 0,05| 0,000
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(continuacion)

Simbolo del gen Numero <'1e Cambios de NSLC en1comparaci6n con valor p
referencia HFF

PCDHGB4 NM_032098 0,28| 0,001
PCK2 NM_004563 0,04| 0,000
PCOLCE NM_002593 0,00| 0,000
PDGFRA NM_006206 0,02| 0,010
PEX14 BC017848 0,48| 0,000
PFKL NM_001002021 0,35| 0,004
PPARG NM_138711 0,01| 0,000
PPFIBP2 NM_003621 0,08| 0,000
PRR5 NM_015366 0,23| 0,022
PSEN2 NM_012486 0,34| 0,002
PTGS1 NM_000962 0,29| 0,000
PXDN AF200348 0,12| 0,000
PYCARD NM_013258 0,03| 0,000
QSOX1 NM_002826 0,09| 0,000
RASSF1 NM_170713 0,30| 0,001
RBMS1 NM_002897 0,14| 0,001
RECK NM_021111 0,07| 0,000
RET NM_020975 0,35| 0,015
RFPL1 S NR_002727 0,22| 0,039
ROD1 NM_005156 0,37| 0,001
RSU1 NM_012425 0,41| 0,002
S100A4 NM_002961 0,03| 0,000
SAMD9 NM_017654 0,07| 0,007
SCARB2 NM_005506 0,42| 0,001
SDC2 NM_002998 0,38| 0,000
SDPR NM_004657 0,03| 0,005
SENP2 AF151697 0,44| 0,006
SEPP1 NM_001085486 0,00| 0,005
SFRP1 NM_003012 0,37| 0,000
SHOC2 NM_007373 0,39| 0,000
SIGIRR NM_021805 0,47| 0,000
SLC17A5 NM_012434 0,14| 0,001
SLC22A5 NM_003060 0,21| 0,001
SLC9A3R2 NM_004785 0,29| 0,000
SMPD1 NM_000543 0,17| 0,000
STAT1 NM_139266 0,19| 0,000
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(continuacion)

Simbolo del gen Numero <'1e Cambios de NSLC en1comparaci6n con valor p
referencia HFF

STAT6 NM_003153 0,00| 0,000
STS NM_000351 0,10| 0,007
STYK1 NM_018423 0,05| 0,013
SUMF1 NM_182760 0,28| 0,000
TAGLN NM_001001522 0,01| 0,000
TFAP2A NM_003220 0,03| 0,005
THBS2 NM_003247 0,02| 0,000
THRA NM_199334 0,31| 0,000
THRB NM_000461 0,10| 0,014
TNXB NM_019105 0,26| 0,043
TPM2 NM_213674 0,12| 0,000
TRIOBP NM_007032 0,15| 0,003
TRIP11 NM_004239 0,45| 0,001
TSC22D3 NM_004089 0,14| 0,000
TWIST1 NM_000474 0,01| 0,003
VCAN NM_004385 0,04| 0,000
VCL NM_014000 0,28| 0,000
VLDLR NM_003383 0,15| 0,000
WISP1 NM_003882 0,05| 0,013
WNT5A NM_003392 0,01| 0,000
YAP1 NM_006106 0,41| 0,007
ZBTB7B NM_015872 0,44| 0,000

Tabla X5: Genes precursores neurales regulados por aumento (NSLC frente a hNPC)

Cambios de NSLC en comparaciéon con

Simbolo del gen numero de referencia hNPC2 valor p
ACTL6A NM_178042 2,33 0,000
BCAT1 NM_005504 9,92 0,000
BDNF NM_170735 33,90 0,000
BMP2 NM_001200 17,71 0,000
CDKN2A NM_058197 5,57 0,000
COL18A1 NM_030582 7,22 0,001
DIAPH1 NM_005219 2,33 0,001
EDNRB NM_003991 2,78 0,000
IDE NM_004969 2,74 0,000
LIMK1 NM_002314 3,61 0,000
MAPKB8IP1 NM_005456 2,77 0,000
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Simbolo del gen Numero de referencia Cambios de NSL:NTDnC(Z:omparacién con valor p
MCHR1 NM_005297 4,02 0,000
MYLIP NM_013262 4,22 0,000
NEDD4 NM_006154 2,23 0,000
NOS2A NM_000625 267,58 0,000
PCSK9 NM_174936 9,65 0,000
PSEN2 NM_000447 2,07 0,000
SMAD1 NM_005900 3,09 0,000
TBX1 NM_080647 3,65 0,028
TGFB1 NM_000660 6,66 0,000

2 Los cambios representan la regulacion por aumento del gen en las muestras de NSLC en comparacién con las

muestras de hNPC. (n = 3 para muestras de hNPC, n = 3 para muestras de NSLC).

Tabla X6: Genes de Glia regulados por aumento (NSLC frente a hNPC)

Simbolo del ndmero qe Cambios de NSLC en ﬁomparacién con valor p
gen referencia hNPC

ACSL4 NM_004458 2,10 0,000
BDNF NM_170735 33,90 0,000
BMP4 NM_001202 20,55 0,001
CP NM_000096 159,46 0,000
CSPG4 NM_001897 4,94 0,000
FOXCA1 NM_001453 5,12 0,000
GFAP NM_002055 13,67 0,000
GJB2 NM_004004 7,25 0,000
GLIPR1 NM_006851 5,58 0,000
ITGA3 NM_002204 24,64 0,000
LMO3 NM_018640 129,25 0,000
NEFL NM_006158 7,14 0,000
NKX6-2 NM_177400 11,50 0,000
NRTN NM_04558 3,39 0,001
PDCD11 NM_014976 2,48 0,000
PLP1 NM_000533 20,64 0,000
TGFB1 NM_000660 6,66 0,000
TSPAN12 NM_012338 2,58 0,006
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Tabla X7: Genes regenerativos regulados por U (NSLC frente a hNPC)

Simbolo del gen ndmero qe Cambios de NSLC en (iomparacién con valor p
referencia hNPC

ATR NM_001184 2,57 0,000
BMP2 NM_001200 17,71 0,000
BMP4 NM_001202 20,55 0,001
CAV3 NM_001234 26,23 0,000
CCND1 NM_053056 10,34 0,000
CDKN2A NM_058197 5,57 0,000
CEBPB NM_005194 2,58 0,000
GAL NM_015973 12,21 0,000
GAP43 NM_002045 4,27 0,000
HOXB4 NM_024015 133,37 0,000
SMAD3 NM_005902 2,27 0,000

Para investigar el potencial de diferenciacion de las NSLC a linajes neuronales (neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos), las neuroesferas se disociaron y se sembraron en placas en laminina/poli-D-lisina (10 pg/ml;
Sigma) en medio de diferenciacion durante dos semanas. La diferenciacion hacia el linaje neuronal se realizé
utilizando dos medios diferentes: Medio NbActivo (BrainBits™) suplementado con factor de neurotrofina derivado del
cerebro (BDNF, 20 ng/ml, Peprotech), acido todo trans-retinoico (ATRA, 5 pM, Spectrum), y bFGF (40ng/ml,
Peprotech) o medio de diferenciacion NeuroCult™ (kit de diferenciacion NeuroCult™, StemCell Technologies),
suplementado con BDNF (20 ng/ml, Peprotech) y bFGF (40 ng/ml, Peprotech). Después de dos semanas de cultivo,
las células se tifieron con el marcador neuronal Blll-tubulina, los marcadores de astrocitos GFAP y S100B, el
marcador de oligodendrocito CNPasa. Las células se fijaron con formaldehido al 4 % y los anticuerpos primarios se
afadieron en suero de cabra normal/PBS al 5 % de la siguiente manera: Anticuerpo de ratén Blll-tubulina (1:200,
Abcam), anticuerpo de conejo S1008 (1:100, Abcam) y anticuerpo de pollo CNPasa (1:50, Abcam). Los anticuerpos
secundarios se afiaden en un 5 % de suero normal de cabra/PBS de la siguiente manera: Anti-ratén de cabra
Alexa546™ (1:200, Invitrogen), Anti-conejo de cabra Alexa488 ™ (1:200, Invitrogen), y anti-pollo cy5 de cabra
(1:100, Jackson ImmunoResearch Labs).

El analisis inmunohistoquimico mostré que el medio NbActive promovia la diferenciacion por igual al linaje neuronal
(48,66 £ 14,07 %, Blll-tubulina) y posibles linajes de oligodendrocitos tempranos (50,01 + 4,04 %, CNPasa) y a un
menor porcentaje de células de astrocitos (2,68 + 1,13 %, S1008), mientras que el medio de diferenciacion NS-A
indujo la diferenciacion principalmente a las neuronas (64,89 + 4,11 %, Blll-tubulina) y astrocitos (35,94 + 4,04 %,
S100beta), y un bajo porcentaje de células de oligodendrocitos tempranos potenciales (8,68 + 2,71 %, CNPasa). El
medio NSC-A se seleccioné sobre NbActive para estudios de diferenciacién adicionales. La diferenciaciéon de células
en el medio de diferenciacion NS-A promueve la diferenciacion de hNPC y NSLC de manera similar a como se
muestra en la Tabla 17 por la disminucion del porcentaje de células positivas para sox2, musashi y nestina. Las
NSLC se diferenciaron a linajes neuronales (74,3 + 0,1, GABA), de astrocitos (65,6 + 0,0, S100beta) y a un
porcentaje menor de células oligodendrocitos (5,2 + 0,6, CNPasa). El mismo patrén de diferenciacion del linaje
tripotencial se observé con las hNPC (Tabla 17).

Tabla 17: El porcentaje de células con tincion positiva para células madre neurales y marcadores de linaje neuronal
en células transfectadas y no transfectadas. Las NSLC y hNPC se cultivaron en medio de diferenciacion NS-A
suplementado con BDNF (20 ng/ml) y FGF (40 ng/ml), los cultivos se incubaron a 37 °C, 5 % de CO2, 5 % de O2
durante tres semanas. El porcentaje de células inmunopositivas se determiné mediante Cellomics™ y se represento
como la media + SD (n = 5).

Sox2 Nestina Musashi S100 04 GABA
Medio
tripotencial hNPC 73,8+0,5 46,1 +£5,2 221+7,0 20,8+ 1,3 6,4+29 68,5+1,6
NSLC 68,6 + 3,9 41,0+£54 26,7 +5,0 65,6 +0,0 8,2+0,6 74,3+0,1

Se utilizaron varios anticuerpos adicionales para antigenos neuronales para caracterizar, con mas detalle, la
naturaleza de las células diferenciadas. Se usaron anticuerpos contra la proteina asociada a los microtubulos
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(MAP2b), NCAM vy sinaptofisina, segun lo recomendado por el fabricante del anticuerpo. Después de tres semanas
en medio de diferenciacion, hubo una reduccién inducida por la diferenciacién en los marcadores de células
precursoras y un aumento en los marcadores neuronales maduros. El porcentaje de marcadores precursores
neurales tales como Sox2 disminuyé durante la diferenciacion, mientras que p75NTR, Blll-tubulina y GABA
aumentaron con el tiempo de diferenciacion de alargamiento (Figura 6); sin embargo, las células positivas para O4
fueron muy bajas después de 3 semanas de diferenciacion de hNPC (6,4 + 2,9) y NSLC (8,2 + 0,6). La sinaptofisina,
un anticuerpo usado para identificar células neuronales funcionales, se incrementé tras 2 y 3 semanas de
diferenciacion, lo que indica madurez de las células neuronales. Los marcadores de GABA y acetilcolina aumentaron
después de 2 semanas de diferenciacion y disminuyeron en la semana 3.

Los cambios morfoldgicos y la expresion de varios antigenos y genes neuronales muestran que el procedimiento
anterior produce células neuronales normales y viables. Adicionalmente, las células neuronales recién formadas
tienen los criterios morfologicos de las neuronas. Ademas de los marcadores anteriores, las células diferenciadas se
evaluaron caracterizando marcadores morfolégicos de diferenciacion de neuritas. Las células de tipo neuronal
(células que expresan fuertemente BllI-tubulina) mostraron formacion de neurita después de la diferenciacion,
incluyendo un aumento en el numero promedio de neuritas por neurona (por ejemplo, 1,38 + 0,1). Se observo el
mismo patrén en células positivas para Blll-tubulina. En consecuencia, la longitud promedio de las neuritas (118,3 +
3,5 um) y el numero de puntos de ramificacion (3,28 + 0,3) por neurona también aumentaron. Las células de tipo
neuronal diferenciadas desarrollaron neuritas largas que tenian mas de tres diametros celulares de longitud con un
cono de crecimiento al final, expresaron genes especificos de neuronas y dejaron de proliferar después de la
induccion de la diferenciacion.

Se realizé una diferenciacion adicional utilizando un medio optimizado que promovié la diferenciacion hacia el linaje
de oligodendrocitos. Las NSLC y hNPC se cultivaron en medio de diferenciacion NS-A como se ha descrito
previamente suplementado con FGF-2 (10 ng/ml, Peprotech) y hedgehog soénico (SHH, 100 ng/ml, Peprotech)
durante 4 dias. Después de 4 dias, el medio se cambié a medio de diferenciacion NS-A suplementado con T3 (60
ng/ml, Peprotech), IGF1 (10ng/ml, Peprotech), NT-3 (10 ng/ml, Peprotech) y PDGF (10 ng/ml, Peprotech). Las
células se cultivaron durante 20 dias a 37 °C, 5 % de CO..

Tabla 18: El porcentaje de células con tincion positiva para células madre neurales y marcadores de linaje neuronal
en células transfectadas y no transfectadas. Las NSLC y hNPC se cultivaron en medio de diferenciacion
suplementado con SHH (100 ng/ml, Peprotech), T3 (60 ng/ml, Peprotech), IGF1 (10ng/ml, Peprotech), NT-3 (10
ng/ml, Peprotech) y PDGF (10 ng/ml, Peprotech) para inducir la diferenciacion hacia oligodendrocitos. El porcentaje
de células inmunopositivas se determiné mediante Cellomics™ y se representé como la media + SD (n = 5).

.
% de células Sox2 Nestina Musashi $100 04 GABA
positivas
hNPC 843+37 | 269+44 518429 334419 | 401+64 | 89608
NSLC 603+44 | 243+25 451+ 111 516+95 | 85+06 76,9+ 1.4

La cuantificacion de la diferenciaciéon de hNPC y NSLC reveld una poblacion de células que se tifieron positivamente
para O4. Como se muestra en la Tabla 18, el porcentaje de células positivas para O4 fue mas pronunciado en hNPC
diferenciadas (40,1 + 6,4 %) en comparacion con las NSLC diferenciadas (8,5 + 0,6 %) cuando se us6 el protocolo
de diferenciacién anterior.

Este estudio demostrd que la transfectacion de las células con uno o dos factores de transcripcion neurogénicos en
presencia de un desmetilador de ADN o moléculas pequefias para la modificacion epigenética logra células estables
reprogramadas (NSLC). Como un desmetilador de ADN, la modificacion epigenética (inhibicion de la acetilacion y la
metilacion) a veces es Util para impulsar el proceso de reprogramacion. Estas células poseen y conservan las
propiedades de las células madre neurales segun lo determinado por: (1) la expresidon de genes y proteinas de
células madre neurales, (2) la capacidad para generar y crecer como neuroesferas a partir de una sola célula y (3)
para diferenciarse en linajes neuronales en condiciones de diferenciacion. Cuando se diferencian en neuronas, las
células muestran una o mas caracteristicas morfolégicas, fisiologicas y/o inmunoldgicas especificas neurales
asociadas con un tipo de célula neuronal. Los criterios Utiles incluyen caracteristicas morfolégicas (procesos largos o
neuritas), caracteristicas fisioldgicas y/o inmunoldgicas, tales como la expresién de un conjunto de marcadores o
antigenos neuronales especificos. Adicionalmente, las NSLC se convierten facilimente en una célula precursora de
tipo tripotencial con potencial de diferenciacion a un alto porcentaje de poblaciones neuronales, de astrocitos y
menor porcentaje de poblaciones de oligodendrocitos.

Ejemplo VI
Implicacion de la via de sefializacion e la BMP en la reprogramacion de HFF
Este estudio fue disefiado para evaluar el papel de Noggina en el proceso de desdiferenciacion de HFF hacia NSLC.

Los HFF se cultivaron y se trataron con citocalasina B como se describe en el Ejemplo Ill. Después de dos dias de

82



10

15

20

ES 2739672 T3

tratamiento, las células se transfectaron mediante nucleofeccion como se describe en el Ejemplo Il con el vector
construido Msi1/Ngn2. Brevemente, después de preparar las células, se mezclaron con 2 ug de ADN total
(Msi1/Ngn2) y se cotransfectaron con MBD2 (2 ug), por el Nucleofector ™ de Amaxa de acuerdo con el protocolo del
fabricante. A continuacion, las muestras se transfirieron a una placa de cultivo recubierta con laminina (10 pg/ml,
Sigma) y se cultivaron en presencia de medio de proliferacion neural (Kit de proliferacion NeuroCult™, StemCell
Technologies) con hFGF recombinante (20 ng/ml, Peprotech), hEGF recombinante (20 ng/ml, Peprotech), y con o sin
la presencia de Noggina (20 ng/ml, Peprotech). Las muestras se recolectaron en diferentes puntos de tiempo (1, 3,
4, 6 y 8 dias) para analizar la expresion génica neuronal mediante RT-PCR vy los niveles de expresion de proteinas
mediante inmunohistoquimica.

Se realiz6 tincién imunohistoquimica fluorescente en muestras después de 4 dias de transfeccién como se describe
previamente en el Ejemplo |. Las células transfectadas se tifieron y se analizaron para determinar la expresion de
Sox2, el porcentaje de Sox2 fue de 33,3 + 1,00 % en presencia de Noggina en comparacion con 27,5 + 0,50 % sin la
presencia de noggina el dia 4. El analisis por RT-PCR de la expresion relativa de marcadores de células neuronales
precursoras como la nestina y Sox2 después de la transfeccion de HFF con pCMV-Msi1-2A-Ngn2 y pCMV6-XL5-
MBD2 con o sin la presencia de Noggina (20 ng/ml) se asocié con un aumento de nestina y Sox2 a partir del dia 3 y
se mantuvo hasta el dia 8 (Tabla 19). No se notd ninguna diferencia en la expresion en ausencia de Noggina. La
inhibicién de la via de sefializacion de la BMP por parte de la Noggina mejor6 asi la reprogramacion, pero no tuvo
ningun efecto de reprogramacion en si mismo.

Tabla 19: Analisis por RT-PCR de la expresioén relativa de marcadores de células neuronales precursoras, tales
como nestina y Sox2, después de la transfeccion de HFF con pCMV-Msi1-2A-Ngn2 y pCMV6-XL5-MBD2 con o sin
Noggina (20 ng/ml). La expresion relativa de Sox2 y nestina aumento después de la transfeccion con y sin Noggina.

ACHE GFAP NES SOX2 TUBB3
Exp. | Desv. Exp. rel. Desv. | Exp. | Desv. Exp. rel. Desv. Exp. | Desv.
rel. est. est. rel. est. est. rel. est.
N.° 1 Msi1/Ngn2 +
MBD2/+ Noggina
Dia 1 7,08 | 1,70 | 2,97 042 | 1,33 | 0,10 0,93 0,91 1,37 | 0,10
N.° 2 Msi1/Ngn2 +
MBD2/+ Noggina
Dia 2 734 | 103 | 201 | 008 | 128 | 0,18 0,60 010 | 0,98 | 0,05

N.° 3 Msi1/Ngn2 +
MBD2/+ Noggina

Dia 3 9,67 2,41 15,13 1,66 1,98 | 0,20 6333,63 277,87 0,95 | 0,07

N.° 4 Msi1/Ngn2 +
MBD2/+ Noggina

Dia 4 11,68 | 2,65 | 194,07 | 2522 | 4,19 | 0,52 | 20231,33 | 1034,29 | 1,90 | 045

N.° 5 Msi1/Ngn2 +
MBD2/+ Noggina

Dia 6 3,58 0,66 | 227,99 | 16,83 | 1,68 | 0,09 6298,51 289,84 0,96 | 0,17

N.° 6 Msi1/Ngn2 +
MBD2/+ Noggina

Dia 8 10,89 | 0,57 | 650,34 | 22,92 | 4,42 | 0,03 | 18134,90 63,93 1,81 0,06
N.° 7 Ctrl Sin
transfectar +
Noggina Dia 1 1,01 | 019 | 1,00 | 005 | 1,00 | 0,02 | 1,12 0,70 | 1,00 | 0,09

N.° 8 Msi1/Ngn2 +
MBD2/-Noggina
Dia 1

2,79 0,83 1,62 0,19 0,99 | 0,08 1,28 0,25 0,75 | 0,01
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(continuacion)

ACHE GFAP NES SOX2 TUBB3
Exp. | Desv. Exp. rel. Desv. | Exp. | Desv. Exp. rel. Desv. Exp. | Desv.
rel. est. est. rel. est. est. rel. est.
N.° 9 Msi1/Ngn2 +
MBD2/-Noggina
Dia 2 3,79 0,91 1,47 0,08 1,23 | 0,08 1,36 0,08 0,72 0,07

N.° 10 Msi1/Ngn2
+ MBD2/-Noggina

Dia 3 6,18 0,59 14,60 1,85 2,62 | 0,30 | 10949,28 | 448,28 0,90 | 0,01

N.° 11 Msi1/Ngn2
+ MBD2/-Noggina

Dia 4 5,63 0,74 74,56 16,56 | 2,97 | 0,21 19623,99 | 3109,69 | 0,75 | 0,11

N.° 12 Msi1/Ngn2
+ MBD2/-Noggina

Dia 6 3,21 0,96 | 232,42 5,47 1,47 | 0,07 | 15311,64 | 1909,23 | 0,86 | 0,03

N.° 13 Msi1/Ngn2
+ MBD2/-Noggina

Dia 8 382 | 052 | 496,99 | 75,81 | 332 | 032 | 2689231 | 1817,05 | 2,05 | 0.10
N.° 14 Ctrl sin
transfectar -
Noggina Dia 1 108 | 057 | 101 | 014 | 1,00 | 0,04 1,15 081 | 1,00 | 0,00
Ejemplo VIl

Las NSLC creadas a partir de células HFF no son precursoras derivadas de la piel (SKP)

Se sabe que las células denominadas precursoras derivadas de la piel (SKP) pueden residir en la piel humana
adulta (Fernandes y col., 2004). Estas células son capaces de proliferar en respuesta a EGF y bFGF y expresan
nestina, versican y fibronectina, y pueden diferenciarse en progenie neuronal y mesodérmica. Con el fin de verificar
que las NSLC son distintas de las SKP, se realizé diferenciacion hacia células adipocitarias. Las células madre
derivadas de tejido adiposo (ADSC) se mantuvieron en medio libre de suero StemPro™ MSC (Invitrogen) en
matraces recubiertos con CellStart™ (Invitrogen). CellStart™ se diluyé a 1:100 en dPBS/Ca?*/Mg?* y el matraz se
incubd durante 2 horas a 37 °°C. Las células se pasan cada 3 a 4 dias utilizando Accutase™ y el medio se cambia
cada 2 dias. De tres a cuatro dias antes de iniciar la diferenciacion, se sembraron ADSC y NSLC en placas de 6
pocillos en CellStart™ (1: 100 en dPBS/Ca?*/Mg?*/ 2 horas a 37 °°C) placas de cultivo tisular recubiertas. Cuando las
células alcanzaron la confluencia (después de 3 a 4 dias), los medios de proliferacién se reemplazaron por medio de
diferenciacion consistente en DMEM/F12 (50:50), ITS (1:100), HEPES (1:100), GlutaMAX™ (1:100), T3 (0,2 nM),
Rosiglitasona (0,5 pg/ml), IBMX (100 uyM) y Dexametasona (1 pM). Tres dias después, se retiraron el IBMX y la
dexametasona del medio de diferenciacion. El dia 10, las células se fijaron con una solucién de formaldehido al 4 %
durante 10 minutos y se tifieron con una solucién de tincion con Oil Red O (Invitrogen) durante 15 minutos. Se
elimind la tincién y las células se lavaron dos veces con PBS. Las células adiposas aparecieron rojas con gotitas de
lipidos tefiidas especificamente con Oil Red O, sin embargo, las NSLC e tifieron negativas, sin presencia de gotitas
de lipidos en las células, y las células adoptaron la morfologia de las células neuronales.

El analisis inmunohistoquimico confirmé que las NSLC eran distintas de los SKP (Figura 24): Las NSLC se tifieron
positivamente para p75NTR y negativamente para fibronectina y versican, mientras que la SKP expresan
fibronectina y versican y no expresan p75NTR (Fernandes y col., 2004). Este estudio indica que las NSLC
representan una célula precursora de tipo tripotencial y no son una subpoblacion de SKP.

Ejemplo VIiI
Liberacion de BDNF a partir de células de tipo neuronal (NLC)

Las células de tipo madre neurales (NSLC) diferenciadas en células neuronales y gliales se mantuvieron en cultivo
durante 55 dias y el BDNF liberado en el medio condicionado se midié mediante ELISA de captura de antigeno en
diferentes puntos de tiempo y se compar6 con la liberacion en neuronas maduras (ScienCell), células precursoras
normales humanas neurales no diferenciadas (NHNP, Lonza), asi como a NSLC no diferenciadas y células no
transfectadas (HFF). Se recogié medio acondicionado de cada grupo, se centrifugd, y, a continuacion, se almacend
a -80 °C hasta su ensayo. Las concentraciones de BDNF se midieron con kits ELISA (Sistema de inmunoensayo
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Emax BDNF, Promega Corporation, Estados Unidos), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En resumen,
las inmunoplacas de ELISA de 96 pocillos se recubrieron con Anti-BDNF (N.° cat. G700B) diluido 1/1000 en tampdn
de carbonato (pH 9,7) y se incubaron a 4 °C durante la noche. Al dia siguiente, todos los pocillos se lavaron con
TBS-Tween™ al 0,5 % antes de la incubacion con tampon Block/Sample 1X a temperatura ambiente durante una
hora sin agitacion. Después de bloquear, se afiadieron a las placas los patrones y las muestras, y se incubaron y se
agitaron (450 + 100 rpm) durante 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, después del lavado con tampon
de lavado TBS-Tween ™, las placas se incubaron durante 2 h con pAb anti-BDNF humano (dilucion 1:500 en
tampon de bloqueo y muestras 1X) a 4 °C. Después de la incubacion, las placas se lavaron cinco veces con tampon
de lavado TBS-Tween™ al 0,5 % y se afiadieron 100 ml de conjugado de anti-IgYHRP diluido a cada pocillo (dilucion
1:200 en 1X tampo6n de bloqueo y muestra) y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion
(450 + 100 rpm). Después, las placas se lavaron cinco veces con tampoén de lavado TBS-Tween™ al 0,5 % y se
afiadieron 100 ml de TMB One Solution a cada pocillo. Después de 10 minutos de incubaciéon a temperatura
ambiente con agitacion (450 + 100 rpm) para la placa BDNF, se formd6 un color azul en los pocillos. Después de
detener la reaccion afiadiendo 100 ml de acido clorhidrico 1N, la absorbancia se leyé a 450 nm en un lector de
microplacas (Synergy 4™) en los 30 minutos posteriores a la detencion de las reacciones. La concentracion de
BDNF liberado en los sobrenadantes se determiné de acuerdo con las curvas estandar.

Los resultados de ELISA revelaron que se liber6 BDNF a la misma concentracion de células de tipo neuronas
diferenciadas (NLC diferenciadas de NSLC) y células neuronas humanas normales a partir del dia 11 y se mantuvo
hasta el dia 55 (Tabla 20), mientras que no se liber6 BDNF (excepto pequefias cantidades en el grupo de HFF no
transfectados) en los otros grupos.

Tabla 20: Cuantificacion de la liberacion de BDNF por células de tipo neural (NLC) que se habian diferenciado
durante 55 dias a partir de células de tipo madre neurales (NSLC) que se habian creado a partir de HFF
transfectados. La liberaciéon de BDNF desde los NLC al medio, en diferentes puntos de tiempo, se midié6 mediante
ELISA de captura de antigeno y se comparé con la liberacion de BDNF de neuronas humanas maduras normales

(ScienCell).

Medio de control Neuronas NLC
dia 0
dia 11 1,55 30,25 22,99
dia 18 0,33 29,49 25,15
dia 24 0,33 22,01 26,39
dia 34 0,23 25,53 32,21
dia 41 0,27 19,02 22,43
dia 55 0,02 20,73 30,01

Ademas de adoptar criterios de morfologia neuronal, las NLC eran funcionales y poseian la capacidad de liberar
factor neurotréfico (BDNF). La generacion de lineas celulares de tipo neuronal reprogramadas que pueden liberar
localmente estos factores neurotréficos podria usarse como procedimiento para tratar varias afecciones neurolégicas
y podria ofrecer beneficios cruciales en la regeneracion y la recuperacion funcional del cerebro y otras lesiones.

Ejemplo IX

Reprogramacion de diferentes tipos celulares hacia NSLC: Este estudio se realizd para investigar la capacidad
de los queratinocitos (Invitrogen), las células madre derivadas de adipocitos humanos (ADSC, Invitrogen) y las
células madre hematopoyéticas humanas (CD34+, Invitrogen) en células de tipo madre neurales.

Preparacién de células °D34+ humanas, ADSC humanos y queratinocitos humanos: Las células CD34+ de
sangre periférica movilizadas humanas se adquirieron en StemCell Technologies y se expandieron como cultivo
flotante en placas Petri en medio completo StemPro™®-34 sin suero (Invitrogen) suplementado con factor de células
madre (SCF, 150 g/ml, Peprotech), factor estimulante de colonias de granulocitos (GM-CSF, 37,5 ng/ml, Peprotech)
e IL-3 (75 ng/ml, Peprotech). El medio suplementado con citocinas se cambi6 todos los dias 2-3 dias después de la
centrifugacion de la suspension celular a 300 xg durante 10 min. Cada dos dias, las citocinas se agregaban
directamente al cultivo sin cambiar los medios. Las células se incubaron a 37 °C, 5 % de CO,. Para su pase, las
células se centrifugaron, se resuspendieron en el medio anterior mas citocinas y se colocaron en el nimero
adecuado de placas Petri.

Las células madre derivadas de tejido adiposo humano (ADSC) se adquirieron en Invitrogen y se expandieron en
matraces recubiertos con medio StemPro™ MSC sin suero (Invitrogen) en CellStart™ ™ (Invitrogen) (diluido a 1:100
en PBS con Ca?'/ Mg?*) a una densidad celular de 1x10* células/cm?. El medio se reemplazé cada dos dias con
StemPro ™ MSC SFM completo precalentado recién preparado. Las células se incubaron a 37 °C, 5 % de CO.. Las
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células se sub-pasaron cuando el 80 % fue confluente por incubacion durante 3-5 minutos en TrypLE™™
(Invitrogen) precalentado y, a continuacion, se recolectaron en medio StemPro™ MSC. Después de la centrifugacion
a 1500 rpm durante 5 min, las células se sembraron en matraces recubiertos con CellStart™ ™ como se ha descrito
anteriormente.

Los queratinocitos humanos primarios se adquirieron en Invitrogen y se expandieron en medio sin suero de
queratinocitos definidos en matraces recubiertos (Invitrogen) de matriz de recubrimiento (Invitrogen) a una densidad
celular de 5x103 células/cm?. Las células se incubaron a 37 °C, 5 % de CO,. El medio se reemplazd con medio de
crecimiento completo recién preparado cada dos o tres dias hasta el subcultivo. Una vez que las células habian
alcanzado un 70-80 % de confluencia, el medio se elimind y las células se incubaron en Versene™ (Invitrogen)
durante 3-5 minutos a temperatura ambiente. Se retiré Versene™ y se afiadié a los matraces con tripsina al 0,05 %-
EDTA (Invitrogen) precalentado. Después de 5-10 minutos de incubacién, se afiadi® medio de crecimiento que
contenia inhibidor de tripsina de soja (Invitrogen) a los matraces y las células se trituraron suavemente. Después de
la centrifugacion a 100 x g durante 10 min, las células se resuspendieron en el volumen deseado de medio de
crecimiento completo precalentado en matraces recubiertos como se ha descrito anteriormente.

Antes de la transfeccion, las células se digirieron con tripsina y se cotransfectaron transitoriamente con pCMV-Msi1-
Ngn2 y pCMV6-XL5-MBD2 como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo IV utilizando la lanzadera y se
sembraron en placas de cultivo recubiertas con laminina (Sigma, 10 pg/ml). Comenzando un dia después de la
transfeccion, las células se trataron con VPA (1 mM) durante 4 dias y el medio se cambi6 gradualmente a medio de
proliferacion suplementado con FGF (20 ng/ml) y EGF (20 ng/ml) y se cultivaron durante 18 dias a 37 °C, 5 % de
CO2 y 5% de Oy, A continuacion, las células se analizaron para detectar marcadores de células madre neurales
mediante RT-PCR e inmunohistoquimica.

El anadlisis y la cuantificacion adicionales de las células reprogramadas revelaron una poblacion de NSLC
engendradas a partir de queratinocitos y células CD34+. El analisis por RT-PCR revel6 un aumento de la expresion
relativa de marcadores de células madre neurales, tales como Sox2, nestina, GFAP y Blll-tubulina después de la
transfeccion de queratinocitos y CD34+ por Msi1 y Ngn2. La expresion relativa de nestina y GFAP se mejoro en las
NSLC creadas a partir de queratinocitos y células CD34+ en comparacion con las NSLC de HFF; sin embargo, lo
contrario fue cierto para la expresion de Sox 2 y ACHE. La expresion de BllI-tubulina (TUBB3) y Map2b fue mas alta
en las NSLC creadas a partir de células CD34+, seguidas de las NSLC creadas a partir de HFF (Tabla 21). Estos
datos muestran que se pueden crear diferentes tipos de NSLC con diferentes perfiles de expresion génica (y
caracteristicas) a partir de diferentes tipos de células de partida/origen (y se ha observado lo mismo para crear
algunos otros tipos de células de tipo madre analizadas en esta solicitud). Los datos también son intrigantes, ya que
no se esperaba que los queratinocitos (que derivan del ectodermo al igual que las células madre neurales
enddgenas) tuvieran una expresion mas baja que los HFF para todos los genes analizados, excepto para la nestina
(se esperaba que los queratinocitos fueran mas faciles de reprogramar en NSLC, ya que derivan del ectodermo).
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La inmunohistoquimica reveld tincion positiva para GFAP, Sox2 y nestina como se muestra en la Figura 7. Las
NSLC desarrolladas a partir de HFF producen un mayor porcentaje de tincién positiva para Sox2 y GFAP (55,8 + 3,8
y 78,1 + 2,4) en comparacion con las células CD34+ (42,8 + 2,7 y 24,2 + 4 4), y queratinocitos (47,1 £+ 2,1y 43,4 +
8,9). El porcentaje de células positivas para nestina fue alto en queratinocitos (77,6 + 10,7) y HFF (68,45 + 12,9) y
menor en células CD34+ (15,5 + 2,7) (Tabla 22). La tincion positiva para Sox2 y Nestina no fue detectable en las
ADSC.

Tabla 22: El porcentaje de células positivas para Sox2 y nestina para marcadores de células madre neurales
después de la transfeccion de fibroblastos, queratinocitos y células CD34+ con pCMV-Msi1-Ngn2 en presencia de
MBD2 y VPA. Las células se cultivaron en placas de cultivo recubiertas en medio de proliferacion (StemCell
Technologies) suplementado con EGF (20 ng/ml) y FGF (20 ng/ml) durante 18 dias. Las células no transfectadas se
consideraron como control negativo. El porcentaje de células inmunopositivas se determiné mediante Cellomics™ y
se representd como la media + SD (n = 5).

Z’;gﬁivcf;u'as Células no transfectadas | Fibroblastos Queratinocitos CD34+

Sox2 1,5£1,7 55,8 + 3,8 471+£21 428+27
GFAP 0,04+/-0,2 78124 43,4+8,9 242+44
Nestina 0,3+/-0,3 68,45+12,9 77,6110,7 15,5+ 27

Las NSLC generadas a partir de queratinocitos y células CD34+ se analizaron para determinar su capacidad
tripotencial. Se realizaron estudios de diferenciacion adicionales para inducir la diferenciacion de estas NSLC hacia
el linaje neuronal, utilizando el medio de diferenciacion NeuroCult™ (kit de diferenciacion NeuroCult™, StemCell
Technologies) suplementado con BDNF (20ng/ml, Peprotech) y bFGF (40ng/ml, Peprotech) como se describe en el
Ejemplo V. Las NSLC generadas a partir de HFF y hNPC se utilizaron como controles, los cultivos se incubaron a 37
°C, 5% de CO2, 5% de O durante tres semanas. Las muestras se recolectaron o se fijaron los dias 14 y 28
después de la diferenciacion para un analisis adicional. El analisis por RT-PCR reveld una disminucién de los genes
no diferenciados (Nestina y Sox2) y un aumento de los genes diferenciados (Map2, Blll-tubulina, CNPasa y GFAP)
como se muestra en las Tablas 23A, 23B, 23C y 23D.
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La tinciéon inmunohistoquimica fluorescente se realizé6 en muestras después de 14 dias y 28 dias de diferenciacion.
La expresion de Sox2 y Nestina disminuyd el tiempo de forma dependiente en células diferenciadas (HFF,
queratinocito y CD34+). Esta disminucion se asocié con un aumento de marcadores diferenciados el dia 28 como
GFAP (68,51 + 11,87 para HFF-NC, 59,55 + 9,12 para queratinocitos NC y 61,70 + 1,48 para CD34+ -NC). Se
generd un alto porcentaje de células positivas para BlIl tubulina a partir de NSLC diferenciadas generadas a partir de
HFF (57,83 + 4,49) en comparacion con células positivas a Il tubulina generadas a partir de queratinocitos (23,27 +
2,91) y células CD34+ (39,15 + 7,99) (Tabla 24)

Tabla 24: El porcentaje de células con tincion positiva para marcadores de células madre neurales y marcadores de

linaje neuronal en hNPC (Lonza) y queratinocitos transfectados, células HFF y CD34+ con pMsi1/Ngn2/MBD?2. Las

células transfectadas (NSLC) se cultivaron en medio de proliferacion o medio de diferenciacion durante 28 dias a 37
°C, 5 % de COy, 5 % de O.. El porcentaje de células inmunopositivas (Sox2, nestina, GFAP, S100beta y BllI-

tubulina) se determinaron mediante Cellomics™ y se representaron como media + SD (n = 5).

% de células Condiciones de 14 dias de 28 dias de
positivas proliferacion diferenciacion diferenciacion
hNPC Sox2 96,23 £ 0,51 59,05 + 3,01 41,43 £ 6,05
Nestina 41,47 £ 0,23 10,77 £ 4,78 16,14 + 7,41
S1008 37,38+7,85 49,51+ 2,39 n.d.
Blll-tubulina 2,34 £0,43 11,54 + 4,03 23,34 £ 4,77
GFAP 1,16 £ 0,14 23,42 + 2,51 48,04 + 8,30
HFF-NC Sox2 93,28 + 0,53 79,48 £ 0,54 52,06 * 9,07
Nestina 29,29+ 4,72 1,15+ 0,46 2,18 £1,96
S1008 13,51+0,28 80,75 £ 3,50 79,38 £ 10,62
Blll-tubulina 3,91+0,33 42,16 + 15,07 57,83 £ 4,49
GFAP 8,41+0,73 59,66 + 11,48 68,51 + 11,87
Queratinocito-NC Sox2 96,55 + 1,01 76,93 +5,13 63,11 + 8,54
Nestina 40,10 + 8,41 2,67 £ 1,61 3,567+£0,48
S1008 13,58 + 4,97 76,6 £ 9,72 74,75 £ 11,21
Blll-tubulina 6,42 +2,94 20,58 + 8,34 23,27 + 2,91
GFAP 9,36 + 0,34 43,43 +2,44 59,55 + 9,12
CD34*-NC Sox2 95,49 + 2,6 81,18+ 1,24 63,46 + 5,14
Nestina 51,68 + 14,27 12,64 + 1,27 8,46 £4,6
S1008 30,1+ 1,03 72,40 £4,5 79,57 + 8,52
Blll-tubulina 5,82+ 2,08 25,04 + 19,95 39,15+ 7,99
GFAP 13,99 + 5,48 51,79 £ 13,68 61,70 + 1,48
n.d. = no determinado; + = desviacién estandar
CD34+ -NC: células neuronales generadas después de la diferenciacion de NSLC generadas a partir de células
CD34+. Cada punto de datos representa el analisis de al menos 1000 células de al menos 8 imagenes.

El % de células positivas para Sox2 disminuyé mas rapido, el % de células positivas para nestina disminuyo
generalmente mas despacio y el % de células que expresan uno de los marcadores de diferenciacion (S1003, BllI-
tubulina, GFAP) aumenté generalmente mas despacio en hNPC que en las NSLC durante la diferenciacion. De los
tres tipos de lineas de NSLC creadas, el % de células que expresan uno de los marcadores de diferenciacion
(S100B, Blll-tubulina, GFAP) generalmente aumenté mas despacio en las NSLC creados a partir de queratinocitos y
mas rapido en las NSLC creadas a partir de HFF.

Este estudio indica que se pueden crear NSLC a partir de queratinocitos y células sanguineas CD34+ y estas células
comparten morfologia y marcadores de manera similar a las NSLC generadas a partir de HFF. Al igual que las
hNPC, las NSLC creadas a partir de queratinocitos, las células CD34+ y los HFF tenian una tendencia a
diferenciarse mas hacia un linaje de astrocitos que a un linaje neuronal (excepto las NSLC creadas a partir de los
HFF tenian un ndmero casi similar de células positivas para Blll-tubulina y positivas para GFAP) como lo muestra el
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alto porcentaje de células positivas para GFAP durante la diferenciacion, lo que se confirmé mediante tincion
S100beta. Sin embargo, la proporcidon de astrocitos y células neuronales generadas a partir de hNPC fue menor en
las mismas condiciones de cultivo, lo que indica que las NSLC generadas a partir de HFF, queratinocitos y células
CD34+ pueden dar lugar a un mayor nimero de células neuronales y astrociticas en comparacion con las hNPC.
Las NSLC, ya sea creadas a partir de HFF, queratinocitos o células CD34+ (o potencialmente incluso alguna ofra
célula), son células tripotenciales y poseen la capacidad de diferenciarse en neuronas, astrocitos y oligodendrocitos
de manera similar a las hNPC. Sin embargo, el analisis de RT-PCR e inmunohistoquimica de ADSC transfectadas
no revelé ninguna expresion significativa de los genes de células madre neurales, lo que indica la necesidad de
optimizar las condiciones para convertir las ADSC en NSLC o investigar el efecto de otros factores neurogénicos que
podrian convertirlos en NSLC.

Ejemplo X
Fabricacion de matriz extracelular 3D (CDM)

Las células fibroblastos se cultivaron en medio DMEM en presencia de FCS al 10 % como se describe en el Ejemplo
I, seguido de siembra en placas de 12 pocillos prerrecubiertas con laminina (10 ug/ml) a una concentracion de 2x10°
células/ml en medio CDM definido que consiste en una relacion 3:1 de medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM, alto contenido de glucosa (4,5 g/l) con L-glutamina y piruvato de sodio) y medio F-12 de Ham suplementado
con los siguientes componentes: EGF (4,2 x 10-'° M), bFGF (2,8 x 10-'°M), ITS (8,6x10"® M), dexametasona (1,0x10
M), fosfato de acido L-ascorbico, sal de magnesio n-hidrato (3,2 x 10“M), L-3,3',5-triyodotironina (2,0 x 10-'° M),
etanolamina (104M),GlutaMAX™ (4x10-3M), glutation (3,3x10M) y 1 % de penicilina/estreptomicina/anfotericina B.
Al cultivar las células fibroblastos a una densidad hiperconfluente en este medio completamente quimicamente
definido, esto hace que entren en una fase sintética alta con una desaceleracién en la proliferacion, lo que lleva a la
produccion de un equivalente de tejido vivo (LTE) que consiste en miltiples capas de fibroblastos dentro de la matriz
extracelular 3D de novo (CDM) que se sintetiza completamente por los mismos fibroblastos.

Transdiferenciacion y reprogramacion de células dentro de CDM

Las muestras de CDM del dia 14 se trataron con citocalasina B (10 pug/ml, Calbiochem), con la concentracion de
citocalasina B reducida de 10 pug/ml a 0 pg/ml (nada) durante 5 dias, mientras que al mismo tiempo se cambia el
medio de medio CDM a medio NbActive. Las muestras se cultivaron durante otros 12 dias a 37 °C, 5 % de CO- y el
medio se cambié todos los dias. Las muestras se fijaron para realizar inmunohistoquimica como se ha descrito
anteriormente para detectar marcadores neuronales. Se usaron los anticuerpos siguientes: anti-nestina 647 de raton
(1:100, BD) y anti-BllI-tubulina (1:200, Neuromics). No se observaron cambios morfolégicos claros de las células en
el CDM y el analisis inmunohistoquimico no pudo detectar células positivas para Blll-tubulina. Asi, la induccién de la
transdiferenciacion de las células utilizando solo citocalasina B y medio neural definido quimicamente no fue
suficiente para reprogramar las células.

A continuacion, muestras de CDM del dia 6 cultivadas en placas prerrecubiertas con LAS a 37 °C y 5 % de CO», se
expusieron simultaneamente a citocalasina B (10 ug/ml) durante 5 dias, inhibidor de la desacetilacion de histonas
(VPA, 4 mM, Calbiochem) e inhibidor de la metilacion del ADN (5-azacitidina, 5 uM, Sigma). Cuatro dias después el
medio se cambié a medio de diferenciacién que consiste en una relacion 3:1 de medio CDM sin la presencia de EGF
y medio activo Nb (BrainBits™) suplementado con NT-3 (20 ng/ml, Peprotech) y BDNF (20 ng/ml, Peprotech). La
relacion del medio de diferenciacion se incrementé gradualmente dia tras dia hasta alcanzar el 100 % del medio de
diferenciacion completo. Después de dos semanas de tratamiento, las células se fijaron para un analisis
inmunohistoquimico para investigar la identidad de las células. La Figura 18 muestra células inmunotefidas con fllI-
tubulina el dia 7, lo que indica la desdiferenciacion de las células fibroblastos en neuronas. Sin embargo, una
semana después, estas células transdiferenciadas volvieron a las células fibroblastos y se perdio la expresion de
Blll-tubulina (Figura 8). La pérdida de la morfologia y la expresion de Blll-tubulina después de la retirada de los
agentes de cebado indican que no se produjo una conversidon completa en células reprogramadas funcionales y
estables.

A continuacion, el CDM se traté con VPA (4 mM), 5-Aza (5 pM) y citocalasina B (10 pg/ml) como anteriormente.
Después de 2 dias de tratamiento quimico, las células fibroblastos dentro del CDM se transfectaron con ADN usando
el reactivo Lipofectamine (Invitrogen) segun el protocolo del fabricante. Se usaron 15 ug de los vectores de
expresion de ADN eucaridticos pCMV6-XL5-Pax6, Se utilizaron pCMV6-XL5-Msi1 y pCMV6-XL4-Ngn2 (Origene)
para transfectar las células. 24 horas después, el medio se cambid a medio basal progenitor neural (Lonza)
suplementado con Noggina (50 ng/ml), EGF (20 ng/ml) y bFGF (20 ng/ml) y las células se cultivaron a 37 °C, 5 % de
CO2y 5 % de O,y el medio se cambi6 todos los dias. El dia 6, la diferenciacion se inicié6 mediante la adicién gradual
de medio NBActive (BrainBits™) suplementado con NT-3 (20 ng/ml, Peprotech), acido todo trans-retinoico (ATRA, 5
MM, Spectrum), BDNF (20ng/ml, Peprotech) y bFGF (40ng/ml, Peprotech). Para caracterizar las células
reprogramadas, el analisis inmunohistoquimico y la RT-PCR se realizaron en varios puntos de tiempo de acuerdo
con los procedimientos descritos en el Ejemplo Il utilizando cebadores para nestina., Blll-tubulina, GFAP, MAP2b y
ACHE. De acuerdo con estudios previos, las células no transfectadas y las células transfectadas con Pax6 no
expresaron genes especificos para linajes neuronales (Tabla 25). Por otro lado, tras la transfeccion con Msi1, los
niveles de nestina y ACHE se incrementaron a 4 veces y 8 veces, respectivamente, y esta expresion se mantuvo
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durante el periodo de 12 dias. Asimismo, los niveles de ARNm de GFAP aumentaron el tiempo de forma
dependiente en aproximadamente 14 veces. Asimismo, se observé el mismo patrén en células transfectadas con
Ngn2. Mientras que la expresion de Blll-tubulina y MAP2b aumentaron moderadamente después de la transfeccion
con un factor de transcripcion neurogénico, la regulacion de la expresion génica después de transfectar las células
con dos factores neurogénicos, Msi1 o Ngn2 con Pax6, no aumentd adicionalmente la expresion de los genes
neuronales. La Figura 19 muestra que la expresion de estos genes se mejord cuando las células se transfectaron
con Msi1 y Ngn2, con Blll-tubulina aumentada a casi 6 veces el dia 12.
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Se observo el mismo patron de expresion génica al transfectar las células con tres factores de transcripcion (Msif,
Ngn2 y Pax6), pero la expresion fue menos pronunciada que en las células que se transfectan solo con Msi1 y Ngn2.
En términos de analisis inmunohistoquimico después de los 12 dias de la transfeccion, las células mostraron
marcadores neuronales después de la transfeccion con Msi1 o Ngn2, como lo indica la expresion de nestina y
MAP2b (Figura 9). Las células transfectadas con pCMV-XL-PAx6 no se tifieron para nestina y MAP2b.

Este estudio muestra que la transfeccion de células dentro de CDM con un solo factor neurogénico (Msi1 o Ngn2)
induce cambios morfoldgicos y la expresion de uno o mas marcadores de células madre neurales y células
neuronales. Dado que las células reprogramadas expresaron un factor neurogénico clave, un marcador neuronal
precursor y un marcador neuronal maduro a bajo porcentaje (10 %), esto sugiere que las células dentro del CDM se
transformaron en NSLC y, a continuaciéon, comenzaron a diferenciarse a través de varias fases del programa de
determinacion y diferenciacion neuronal inducido en células madre neurales.

Ejemplo XI
Analisis de la expresion génica de células reprogramadas en CDM

Este estudio fue disefiado para probar el efecto de transfectar células con Msi1 y Ngn2 en presencia de MBD2 en el
proceso de reprogramacion. Las células se transfectaron después de dos dias de tratamiento previo con citocalasina
B con los vectores de expresion de ADN utilizando el reactivo Lipofectamine como se describe en el Ejemplo X. Se
usaron 15 pg de vectores de expresion de ADN eucariéticos pCMV6-XL5-Musashi o pCMV6-XL4-Ngn2 y pCMV6-
XL5-MBD2 (Origene) para cotransfectar las células. Después de 24 horas, el medio se cambié a medio de
mantenimiento CDM: progenitores neuronales (1:1) suplementado con Noggina (50 ng/ml), EGF (20 ng/ml) y bFGF
(20 ng/ml). El medio se cambio todos los dias aumentando el porcentaje de NPBM y disminuyendo el medio CDM.
Las células se cultivaron durante 6 dias a 37 °C, 5% de CO; y 5% de O,. Después de una semana, la
diferenciacion se inicié suplementando gradualmente el medio NPBM con NT-3 (20 ng/ml, Peprotech), acido a // -
trans-retinoico (ATRA, 5 pM, Spectrum), BDNF (20ng/ml, Peprotech) y bFGF (40ng/ml, Peprotech). Las muestras se
recolectaron al final del estudio (dia 14) y los datos se analizaron mediante una matriz de genes para identificar los
genes que se encontraron de forma reproducible que son especificos para los linajes neuronales.

Analisis de la expresion génica

El analisis de la expresion génica en 8 muestras se realizé como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo | con los
marcadores neuronales personalizados 2 TLDA para identificar la expresion de genes relacionados con las células
madre neurales, células neuronales y células gliales, y factores de crecimiento expresados por las células después
de la transfeccion. La expresion de los genes oligodendrocitos, tales como NKx2.2, olig2 y MAG se incrementé en
Msi1 y Ngn2; sin embargo, el aumento fue mas pronunciado con Msi1 en comparacion con Ngn2 (Tabla 26). Dos
marcadores para astrocitos (GFAP y AQP4) se expresaron altamente después de la transfeccion con Msi1 y Ngn2
en presencia del desmetilador de ADN MBD2. De forma interesante, se mejoraron varios marcadores de células
neuronales tempranas; 12 dias después de la transfeccion, los datos de TDLA revelaron aumentos en marcadores
especificos para interneuronas, tal como somatostatina y calbindina1. La doblecortina (DCX), que se expresa en
células inmaduras en migracion durante el desarrollo, y acetilcolina (ACHE), un marcador temprano de células
neuronales, se expresaron considerablemente en células reprogramadas (Tabla 26). La transfeccion con Msi1 o
Ngn2 aumenté la expresion de dihidropirimidinasa 3 (DPYSL3), un marcador temprano de neuronas recién formadas
a cinco veces con Msi1 y siete veces con Ngn2. La expresion de la proteina 2 asociada a los microtubulos (MAP2),
un marcador esencial para el desarrollo y mantenimiento de la morfologia neuronal temprana y la molécula de
adhesion de células neuronales (NCAM) se expresaron altamente con Msi1 y Ngn2. La expresion de enolasa-2, un
marcador de neuronas maduras, aumento 20 veces con Msi1 y Ngn2. El miembro de la familia NeuroD NeuroD1 se
expreso altamente después de la transfeccion con Msi1 a 84,22 veces y a 34,27 por Ngn2. La expresion génica de
factores de crecimiento tales como IGF-1, IGF-2, NPY y CSF-3 se mejoraron después de la transfeccion con Msi1 o
Ngn2. La expresion de los genes VEGF y GDNF se incrementd a casi cinco veces y siete veces por Msi1 y Ngn2,
respectivamente. Sin embargo, en las células transfectadas, la expresion de BDNF, EGF y bFGF no se activo e
incluso se reguld por disminucion en comparacion con las células no transfectadas. La expresion de la proteina
asociada al crecimiento (GAP-43), un marcador asociado al crecimiento y la regeneracion de la extension de las
neuritas, y la expresion de netrina, implicada en el desarrollo y la orientacion neuronal, e expresaron
considerablemente en células transfectadas (Tabla 26). La expresion de receptores para el crecimiento y factores
neurotréficos se incremento, tales como el receptor de tipo lll tirosina quinasa, el receptor de tirosina quinasa
neurotréfico y la tirosina quinasa neurotréfica. Los marcadores especificos de fibroblastos vimentina y fibronectina
estaban regulados por disminucién en las células reprogramadas.

La transfeccion de HFF solo con Msi1 y Ngn2 en presencia de MBD2 aumento la expresion de células gliales y
marcadores de células neuronales.
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Tabla 26: Conjunto de genes de CDM transfectados con pMsi1 y pNgn2 después del tratamiento previo con
citocalasina B (10 pg/ml), VPA (4 mM) y 5-azacitidina (5 uM). Las células transfectadas se cultivaron en medio de
diferenciacion (NbActive, BrainBits™) suplementado con ATRA (5 uM), bFGF (40ng/ml) y BDNF (20ng/ml).

Simbolo Nombre comun y descripcion |ID del gendela |Expresion Expresion
empresa relativa de Msi1 | relativa de
Ngn2

Marcadores de

astrocitos y

oligodendrocitos

-NKx2-2 -Marcadores para NM_002509.2 1,72 10,19
oligodendrocitos progenitores

-OLIG2 -Factor 2 de transcripcién del NM_005806.2 1,72 1,52
linaje oligodendrocito

-MBP -Proteina basica de la mielina NM -001025090.1 | 1,72 1,52

-GFAP -Proteina acida fibrilar glial NM_002055.4 6,04 2,41

-AQP4 -Acuaporina 4 NM_001630.4 1,72 1,52

-DIO2 -Desyodinasa yodotironina de NM_013989.3 8,29 10,61
tipo Il

Marcadores NC

-SST -Somatostatina, Marcador NM_001048.3 muy alta muy alta
especifico para interneuronas

-CALB1 -Calbindina 1, marcador de NM_004929.2 1,72 1,52
interneurona

-Tubulina 1A -Son necesarios para el NM_006009.2 0,63 0,76
crecimiento axonal

-NES - Neuronas precursoras (nestina) | NM_006617.1 2,42 2,86

-DCX -Un marcador neuronal temprano | NM_178151.1 1,72 1,52
(Doblecortina)

-ACHE -Acetilcolinesterasa, marcador de | NM_015831.2 10,68 20,37
desarrollo neuronal temprano

-ENO2 -Un marcador para células NM_001975.2 0,55 0,54
neuronales, enolasa

-NEUROD1 -Marcador neural; la expresion NM_002500.2 1,72 1,50
aumenta gradualmente desde el
precursor neural a la neurona
totalmente diferenciada

-DPYSL3 -Dihidropirimidinasa de tipo 3, NM_001387.2 0,62 0,71
marcador de neuronas
inmaduras

-MAP2 - Proteina 2 asociada a los NM_002374.3 1,99 1,70
microtubulos, esencial para el
desarrollo de la morfologia
neuronal temprana.
Mantenimiento de la morfologia
neuronal del adulto

-NCAM - Molécula 1 de adhesion celular | NM_18135.3 3,11 5,72
neural

-CEND1 Salida del ciclo celular y NM_016564.3 6,68 8,28
diferenciacion neuronal,
marcador temprano de células
precursoras en proliferacion que
se diferencian en neuronas
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(continuacion)

Simbolo Nombre comun y descripcion |ID del gendela |Expresion Expresion
empresa relativa de Msi1 | relativa de
Ngn2

Genes de Factor de crecimiento de NM_002006.4 1,19 1,26

neuroregeneracion y | fibroblastos

supervivencia -FGF2

-EGF -Factor de crecimiento Hs00153181_ml 28,37 52,13
epidérmico,

Neuroregeneracion

y genes de

supervivencia

-IGF-1 - Factor 1 de crecimiento de la NM_000618.2 0,82 1,03
insulina,

-IGF-2 -Factor 2 de crecimiento de NM_0000612.3 0,99 1,21
insulina

-CSF3 -Factor estimulante de colonias NM_2219.1 muy alta muy alta
de granulocitos

-BDNF - Factor de crecimiento derivado | NM -199231.1 8,54 7,84
del cerebro, neurogénesis

-GDNF - Factor neurotréfico derivado de | NM -000614.2 0,63 0,91
la glia

-CNTF -Factor neurotréfico ciliar NM_ 001025366.1 | 3,80 14,92

-VEGF -factor de crecimiento endotelial | NM_130850.1 6,28 7,22
vascular

-BMP-4 - Proteina 4 morfogenética 6sea | NM_002253.1 1,17 1,34

-KDR -Receptor tirosina quinasa de tipo | NM_006180.3 113,85 43,87
)

-NTRK2 -Receptor tirosina quinasa NM_000905.2 0,02 0,02
neurotréfico (TrkB)

-NPY -Neuropéptido Y NM_009905.2 33,39 1,52

-NTF-5 -Neurotrofina 5 NM_006179.3 4,43 5,93

-PIK3CG -fosfoinositido-3-quinasa, NM_002649.2 1,70 1,50

-STAT3 -Transcripcion de la transduccion | NM_213662.1 3,15 2,24
de la sefial 3 -Proteina 43

-Gap43 asociada al crecimiento NM_002045.2 1,82 2,98

-NTN1 -Netrina 1, implicada en el NM_004822.2 0,50 0,29
desarrollo y orientacion neuronal

-NTRk2 - Tirosina quinasa neurotrofica, NM_006180.3 0,02 0,02
receptor, de tipo 2

-L1CAM -Molécula de adhesion celular L1, | NM_024003.1 0,08 0,11
asociada con la regeneracion de
axones

-LIMK1 - Dominio quinasa LIM 1 NM 002314.2 2,88 2,96

-Vimentina - Marcador de fibroblastos y glia | NM -003380.2 0,21 0,20
radial

-Fibronectina -fibronectina es un marcador NM_212474.1 0,15 0,14

para fibroblastos

Ejemplo XIl

Reprogramacion de células en CDM mediante Lipofectamine y nucleofeccion

Este estudio se disefid ara mejorar la transfeccion de CDM combinando lipofectamine y nucleofeccion y usando dos
vectores pCMV6-XL5-Msi1 y pCMV6-XL4-Ngn2 individualmente o en combinacion con pCMV-XL5- MBD2. Las
células el dia 4 en CDM se lipotransfectaron durante 6 horas con Msi1/MBD2, Ngn2/MBD2 o Msi/Ngn2/MBD2
después de 2 dias de tratamiento previo con o sin citocalasina B. En paralelo, la transfeccién se realizé en HFF
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recién preparados después de las 6 horas usando Nucleofeccion como se describe en el Ejemplo Il y se transfirié a
la parte superior del CDM cuando el medio de lipofectamina se cambié al medio CDM recién preparado. Después de
24 horas, el medio se cambié a medio basal progenitor neural (NPBM, Lonza) con la presencia de Noggina (50
ng/ml, Peprotech), hFGF recombinante (20 ng/ml, Peprotech) y hEGF recombinante (20 ng/ml, Peprotech). El dia 7
se indujo diferenciacion, afiadiendo medio de diferenciacion NSA-A (StemCell Technologies) durante 21 dias.

Analisis de la expresion génica

Las muestras se recogieron a los 8, 15y 21 dias para evaluar la naturaleza de las células recién formadas mediante
el andlisis de la expresion de varios genes marcadores neuronales utilizando RT-PCR de acuerdo con los
procedimientos descritos previamente en el Ejemplo I. Como se muestra en la Tabla 27, las células transfectadas
con un factor de transcripcion neurogénico (Msi1 o Ngn2) expresan niveles altos de nestina y BllI-tubulina el dia 8. El
mismo patron de expresion se observo los dias 15 y 21, mientras que la expresion disminuyd ligeramente en
ausencia de citocalasina B en células transfectadas con Ngn2. La expresion de todos los genes, excepto el
marcador neuronal maduro MAP2b, aumentaron notablemente en las células transfectadas con ambos factores de
transcripcion neurogénicos. La regulacion por aumento de estos genes se redujo ligeramente en ausencia de
citocalasina B, lo que indica su papel en la mejora de la reprogramacion.
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Analisis imunohistoquimico

Las muestras se recogieron a los 4, 8, 14 y 21 dias para evaluar la naturaleza de las células reprogramadas
mediante el analisis de la expresion de varios marcadores neuronales utilizando analisis inmunohistoquimico de
acuerdo con los procedimientos descritos previamente en el Ejemplo I. El analisis inmunohistoquimico en varios
puntos de tiempo reveld que dentro de los primeros 8 dias se indujo la expresion de nestina en una gran proporcion
de células y disminuyé de forma dependiente del tiempo después de inducir la diferenciacion (Figura 10).

Este estudio indica que al transfectar las células con uno o dos genes neurogénicos en presencia de citocalasina B y
MBD?2, las células reprogramadas fueron estables en cultivo, respondieron a los cambios ambientales (proliferacion
frente a diferenciacion) y expresaron marcadores neuronales durante al menos 24 dias en cultivo.

Ejemplo XIll
Actividad telomerasa de las NSLC

La telomerasa esta activa en las células precursoras neurales y sugiere que su regulacion es un parametro
importante para que ocurra la proliferacion celular en el cerebro de los mamiferos (Caporaso GL et, 2003). Este
estudio se realiz6 para evaluar la actividad telomerasa en extractos celulares de NSLC adherentes (NSLC cultivadas
en placas recubiertas con laminina), asi como NSLC en neuroesferas flotantes (NSLC cultivadas en placas con una
superficie de union baja) en el pase temprano (P7) y tardio (P27). La actividad telomerasa de las 4 muestras se
midi6 mediante el protocolo de amplificacion de repeticion de telémeros (TRAP) basado en PCR utilizando el kit de
deteccion de telomerasa TRAPeze® (Chemicon). En resumen, las células se cultivaron en placas de 24 pocillos, se
lavaron en PBS y se homogeneizaron durante 30 minutos en hielo en un tampoén que contenia Tris-HCI 10 mM, pH
7,5, MgClz 1 mM, EGTA 1 mM, benzamidina 0,1 mM, B-mercaptoetanol 5 mM, CHAPS al 0,5 % y glicerol al 10 % (1X
tampon de lisis CHAPS, incluido en el kit) e inhibidor de la ARNasa. Las muestras se centrifugaron y la
concentracion de proteina del sobrenadante se determind mediante el ensayo BCA. Se afiadieron 900 ng de
proteina de cada extracto celular directamente a la mezcla de reaccién TRAP que contenia el tampoén de reacciéon
TRAP, dNTP, cebador del sustrato molde (TS), mezcla de cebadores TRAP y Taqg polimerasa. Las mezclas de
reaccion se incubaron a 30 °C durante 30 minutos para la sintesis del molde, seguido de un procedimiento de PCR
(95 °C/15 min para la desnaturalizacion inicial, 94 °C/30 s, 59 °C/30 s, 72 °C/1 min durante 32 ciclos) para la
amplificaciéon de los productos de telomerasa extendida. Para detectar la actividad telomerasa, la electroforesis en
gel de poliacrilamida (PAGE) se realiz6 para los productos de reaccién en un gel TBE no desnaturalizante al 10 %.
Después de la electroforesis, el gel se tifio con SYBR® Green | Nucleic Acid Gel Stain durante 30 minutos, seguido
de la captura de imagenes mediante un sistema de documentacion en gel (Alpha Innotech).

Las 4 muestras fueron positivas para la telomerasa (como lo indica la escala de productos TRAP) como se muestra
en la Figura 11. Como era de esperar, el control tratado con calor (H) no mostré actividad de telomerasa (control
negativo). Se usa una banda de control interno de 36 pb (S-IC) para monitorizar la amplificacion de la PCR (para
distinguir los resultados falsos negativos). Esta banda S-IC se observé para todas las muestras, excepto para las
muestras de prueba. Esto puede deberse a la actividad telomerasa excesivamente alta en las muestras de prueba;
la amplificacion de los productos TRAP y la banda de control S-IC son semicompetitivas. Todos los controles dieron
los resultados esperados (no hay productos TRAP para el control de CHAPS, y la escala TRAP de productos para
las células de control positivo y el control TSR8).

Ejemplo XIV
Ensayo de formaciéon de tumores

Las células transformadas de manera maligna muestran requerimientos reducidos de factores que promueven el
crecimiento extracelular, no estan restringidas por el contacto célula-célula y son, a menudo, inmortales. El
crecimiento y la proliferacion independientes del anclaje es una de las caracteristicas de la transformacion maligna,
que se considera el ensayo in vitro mas preciso y riguroso para detectar la transformacién maligna de las células.

Las NSLC adherentes y de neuroesferas en el pase temprano y tardio (P7 y P25), asi como células
neuroprogenitoras humanas normales (hNPC), se investigaron para determinar el crecimiento independiente del
anclaje. Los HFF se utilizaron como control negativo y las células HelLa de carcinoma cervical se usaron como
control positivo. Las células se sedimentaron mediante centrifugacion a 150 x g durante 3 minutos a temperatura
ambiente (RT). El ensayo se realiz6 utilizando el ensayo de transformacion de células de 96 pocillos CytoSelect™
(CellBiolabs). La capa de agar base (1,2 %) se disolvio en 2X DMEM/solucion de PBS AL 20 % y se afiadieron 50 pl
de la solucién de agar a la placa y se incubaron durante 30 minutos a 4 °C para solidificar. Antes de afiadir la capa
de agar celular, la placa se dejé calentar durante 15 minutos a 37 °C. Las células se resuspendieron a diferente
densidad (20.000 y 5000 células/pocillo), excepto que las hNPC se resuspendieron solo a 5000 células/pocillo
debido a la falta de suficientes células. Las células se mezclaron con la solucién de agar al 1,2 %, 2X DMEM/PBS al
20 % suspension celular (1:1:1) y 75 ul de la mezcla se transfirieron a los pocillos que ya contenian la capa de agar
base solidificada y, a continuacion, se colocaron a 4 °C durante 15 minutos para permitir que la capa de agar celular
solidificara. Se afiadieron 100 pl de medio de proliferacion (StemCell Technologies) y la placa se incubd durante 8
dias a 37 °C y 5 % de CO; antes de solubilizarse, se lisd y detectd con el colorante CyQuant ™ GR en un lector de
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placas de fluorescencia. La medicion de fluorescencia se realiz utilizando el Flexstation™ (Molecular Devices) con
un filtro de 485/538 nm.

Tabla 28: La medicion de la fluorescencia (Unidad de Fluorescencia Relativa, RFU) indica que, en las mismas
condiciones, solo las células HelLa de carcinoma crecen como una colonia independiente del anclaje, mientras que
tanto las hNPC como las NSLC (neuroesferas adherentes y flotantes) fueron negativas para el crecimiento tumoral

en el ensayo estandar de formacién de tumores en placa de agar (kit de transformacion de células CytoSelect™, Cell

Biolabs Inc.).
Densidad Hela HFF NSLC HNPC
celular/tipos de
células
20,000 60,05 £ 8,70 14,82 + 1,57 19,22 +1,85 19,00 + 2,71
10,000 39,03 + 3,97 13,73+ 1,05 14,99+1,12 21,61 +£9,95
5000 24,70 £ 3,89 11,65 + 0,57 12,29 £ 0,79 12,45 0,73

Tal como se muestra en la Tabla 28, la medicién de fluorescencia indicé que en las mismas condiciones, solo las
células HelLa de carcinoma crecieron y proliferaron significativamente como colonias independientes de anclaje,
mientras que tanto las hNPC como las NSLC (neuroesferas adherentes y flotantes) fueron negativas para el
crecimiento tumoral (el mismo valor que los HFF (control negativo) para 5.000 y 10.000 células) en el ensayo de
formacion de tumores en placa de agar estandar mediante observacion visual de células mediante observacion con
microscopio optico usando campo brillante a 10X confirman la mediciéon de fluorescencia. Por lo tanto, el
procedimiento de transfeccion transitoria y los genes utilizados permiten la reprogramacion de células sin la
transformacion neoplasica que generalmente ocurre con la transfeccion estable o ciertos genes a través de una serie
de alteraciones genéticas y epigenéticas que producen una poblacion de células que es capaz de proliferar
independientemente de las sefales tanto externas e como internas que normalmente frenan el crecimiento.

Ejemplo XVI
Ausencia de integracion genémica de ADN plasmidico en NSLC de transfeccion transitoria

El plasmido de ADN Msi1/Ngn2 (disefiado y construido de forma interna) se uso6 en la transfeccion transitoria para la
generacion de NSLC junto con MBD2 (para la muestra 1) o 5-Aza y VPA (para la muestra 2). Dos semanas después
de la transfeccion, se realizé una transferencia Southern para probar la posible integracion genémica del ADN
plasmidico. 3 ug de ADN gendmico extraido de las muestras NSLC, asi como de HFF (una linea celular de
fibroblastos humanos) utilizada como control negativo, se digirieron con varias enzimas de restriccion, incluyendo
Bglll, Pstl y Stul, se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 1 % y se transfirieron a una membrana de
nailon con carga positiva (Roche). La membrana se hibrid6 en el tampén DIG Easy Hyb™ (Roche) a 42 °C durante
la noche con una sonda de PCR marcada por Dig de 1,2 kb amplificada del ADN plasmidico usando un conjunto de
cebadores. La membrana se lavé dos veces a temperatura ambiente con 2 x SSC, SDS al 0,1 % durante 5 minutos
por lavado, dos veces con 0,5 x SSC, SDS al 0,1% a 65 °C durante 15 minutos por lavado. Las sefiales de
hibridacién de la membrana se detectaron utilizando el sustrato CDP-Star™ (Roche). La membrana se expuso a una
pelicula de rayos X para su analisis. Las sefales se eliminaron de la membrana utilizando un tampén de extraccion
(NaOH 0,2 M, SDS al 0,1 %). La membrana se volvié a hibridar con una sonda de PCR marcada con Dig de 0,9 kb
amplificada a partir del ADN plasmidico utilizando un conjunto de cebadores.

El analisis de transferencia Southern (Figura 12) con la sonda de PCR marcada con Dig de 1,2 kb revel6 distintas
sefiales en las muestras de control positivo en las que el ADN plasmidico Msi1/Ngn2 se introdujo en el ADN
gendémico de HFF para la equivalencia de 1, 10 o 100 integraciones por genoma. Hubo algunas bandas débiles e
idénticas que aparecieron en el ADN genomico digerido con enzimas de restriccion procedente de HFF, NSLC
muestras N.° 1 y N.° 2, lo que sugiere que no habia integracion de ADN plasmidico en el ADN genémico de las
NSLC. Estas bandas pueden representar el gen Ngn2 endégeno ya que la sonda de PCR marcada con Dig de 1,2
kb contiene una pequefia parte del gen Ngn2. Este dato muestra que ninguna, o solo un pequefio nimero de ellas,
NSLC presentaba integracion de plasmidos en el genoma del huésped después de la transfeccion transitoria y que
los genes transfectados solo estan presentes en la célula durante un corto periodo de tiempo (menos de dos
semanas).

Ejemplo XVII
Efecto neuroprotector de las hNSLC transplantadas en:
1) Modelo animal de esclerosis multiple.

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria desmielinizante inflamatoria del sistema nervioso central
(SNC) (Frohman EM et al 2006). Las terapias para la EM se basan en la manipulaciéon del sistema inmunolégico,
pero con una efectividad a menudo modesta en la reduccion de episodios clinicos o discapacidad neurolégica
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permanente, requiriendo inyecciones frecuentes y con efectos secundarios a veces significativos (Langer-Gould A et
al 2004). La encefalomielitis alérgica experimental (EAE) es un modelo animal de EM usado habitualmente para
estudiar mecanismos de enfermedades y probar terapias potenciales. La EAE puede inducirse en diversas especies
y cepas de animales [ratones, rata, mono titi, macacos rhesus] utilizando diversos antigenos del SNC [glicoproteina
oligodendrocitica de mielina (MOG), proteina proteolipidica (PLP) y proteina basica de mielina (MBP)].

Después de obtener todas las aprobaciones de animales apropiadas para los experimentos, se compraron ratones
hembra C57BL/6 de 7 a 8 semanas de edad de Charles Rivers y se alojaron en las instalaciones de animales
MISPRO durante una semana antes de la experimentacion para la adaptacion al nuevo entorno. Se inyectaron en
los ratones C57BL/6 s.c. 100 yg de MOG 35-55 en CFA (Sheldon Biotechnology, McGill University) que contiene 5
mg/ml de Mycobacterium tuberculosis H37Ra (Difco, inc), en 2 sitios en la parte posterior. Todos los ratones
recibieron 200 ng de toxina pertussis (List Biological Laboratories, Inc) i.p. los dias 0 y 2, mientras que las
puntuaciones clinicas se calcularon a ciegas diariamente durante un periodo de 43 dias, segun la escala 0-5 de la
siguiente manera: 1, cola floja o marcha de pato con tonicidad de la cola; 2, marca de pato con cola floja (ataxia);
2,5, ataxia con paralisis parcial de las extremidades; 3, paralisis completa de 1 extremidad; 3,5, paralisis completa de
1 extremidad con paralisis parcial de la segunda extremidad; 4, paralisis completa de 2 extremidades; 4,5,
moribundo; y 5, muerte.

Tratamiento del modelo animal de EAE con y sin células:

Se administraron hNSLC y hNPC (1,5 x 10° células en 200 ul de PBS/cada raton) mediante inyeccién Unica i.v. a
través de la vena de la cola cuando los animales comenzaron a mostrar sintomas de EAE (dia 13 i.v). Ambos grupos
de animales recibieron ciclosporina (10 mg/kg/dia) un dia antes de la inyeccion de células y diariamente desde el dia
del trasplante para evitar cualquier rechazo de las células humanas. Se usaron ratones del mismo sexo, la misma
edad, de cepa equivalente y tratados de forma simulada, a los que se inyecté i.p. PBS solo, como controles. Todos
los grupos de animales se sometieron a observacion durante 43 dias. Se sacrificé a los animales a los 43 del
tratamiento, se extrajeron los cerebros y la médula espinal en sacarosa al 30 % en PBS. El analisis estadistico de las
puntuaciones clinicas reveld que los signos clinicos de la EAE se atenuaron significativamente en los animales a los
que se inyectd NSLC en comparacion con los animales de control y a los que se inyectd hNPC. Las puntuaciones
acumulativas se redujeron significativamente en los animales trasplantados con NSLC (Figura 13) y el tratamiento
no tiene efecto sobre el peso corporal.

2) Modelo animal hemipléjico (ablacién unilateral de la corteza sensoriomotora izquierda en ratas adultas).

Después de obtener todas las aprobaciones de animales apropiadas para los experimentos, Se anestesié a 8 ratas
por grupo (Sprague-Dawley, 250-300 g, Charles River) con ketamina (Bimeda-MTC)/xilazina (50/10 mg/kg,
Novopharm) y se colocaron en un marco estereotaxico. Se realizé una incision craneal en la linea media con una
hoja de bisturi quirtrgica estéril, se expuso la boveda craneal expuesta y se identifico el bregma. Se abrié el craneo
sobre la corteza sensoriomotora y el area de la corteza sensoriomotora [0,5 - 4,0 mm caudal a bregma y 1,8 - 3,8
mm lateral a la linea media (Paxinos y Watson 1986)] se aspird cuidadosamente. Después de la ablacién, los
tratamientos (alginato, alginato + hNPC, alginato + NSLC, RMy + NSLC, RMxsolo, gel de fibrina, o solucion salina) se
aplicaron directamente en el cerebro después de la ablacién. A continuacion, la abertura en el craneo se rellené con
cera de hueso. En caso de sangrado, se insertaron pequefios trozos de tejido homeostatico estéril en la lesion para
detener el sangrado. Las suturas se realizaron utilizando la forma de aguja de 1/2 circulo de sutura de
monofilamento Ethicon™. Las cirugias se realizaron en salas limpias estériles y se aplicaron antibiéticos tépicos
(Cicatrin®, GlaxoSmithKline) al craneo y cuero cabelludo expuestos para limitar la infeccion local. Las ratas se
inmunosuprimieron mediante inyeccion diaria i.p. de ciclosporina A (10 mg/kg/dia) a partir del dia anterior a la cirugia
hasta el final del periodo de estudio. El fin de la inyeccion de ciclosporina A era reducir la reaccion inmune de la rata
al tratamiento. La inmunosupresion se mantuvo hasta el final del estudio para garantizar que cualquier fallo potencial
de regeneracion (si se produce) no se debid a la reaccidon inmunitaria contra el tratamiento. Las puntuaciones
funcionales se realizaron semanalmente en todos los grupos, El deterioro sensorimotor se evalué segun las pruebas
de comportamiento que se describen a continuacion.

Prueba de Rotarod: La velocidad del rotarod se calibr6 manualmente para la velocidad de 10 y 20 RPM antes de
todos los procedimientos. Los animales debian posarse en la barra estacionaria durante 30 segundos para
aclimatarse al medio ambiente. Durante este tiempo, si caia algun animal, se volvia a colocar en la barra hasta que
alcanzara las capacidades estacionarias durante un periodo de 30 segundos. Se permitié a los animales 3 pruebas.
Los animales que se sentian comodos permaneciendo en la barra estacionaria durante 30 segundos se dejaron
correr con una velocidad constante de 10 y 20 RPM durante 60 segundos y el numero de caidas se registrd
electronicamente.

Viga para caminar: La viga para caminar mide la coordinacion de las extremidades posteriores por medio de la
distancia recorrida a través de una viga de 100 cm (2,3 cm de diametro, 48 cm del suelo). Las ratas fueron
entrenadas sistematicamente para caminar a lo largo de la viga elevada de principio a fin con el objetivo de
completar la tarea. Se coloca un lugar seguro, es decir, una caja plana, se coloca al final de la viga para motivar a la
rata a completar la tarea.
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Escala utilizada para evaluar el rendimiento en la viga para caminar

Escala Caracteristica de rendimiento

1 Los animales no atraviesan la viga y no colocan el miembro posterior sobre la superficie
horizontal de la viga

Los animales no atraviesan la viga, pero colocan la extremidad posterior en la superficie
horizontal de la viga y mantienen el equilibrio

3 Los animales atraviesan la viga mientras arrastran el miembro posterior

Los animales atraviesan la viga y colocan el miembro posterior al menos una vez durante la
4 travesia

Los animales atraviesan la viga utilizando el miembro posterior para ayudar a menos del 50 % de
5 sus pasos en la viga

Los animales atraviesan la viga utilizando el miembro posterior izquierdo para ayudar a mas del

6 -

50 % de sus pasos en la viga
7 Los animales atraviesan la viga con no mas de dos resbalones
8 Animales normales

Antes de la cirugia, todos los animales se cayeron al menos una vez del rotarod, no porque tuvieran un problema al
caminar o de coordinacién, sino porque la velocidad era alta. Después de la cirugia (2 dias), todos los animales
mostraron signos de problemas significativos de marcha y coordinaciéon que llevaron a un aumento en el nimero de
caidas del rotarod. Tres semanas después de la cirugia, el nimero de caidas se redujo claramente para los
animales que recibieron NSLC como tratamiento en comparacion con los controles (Figura 14).

Los animales pasaron la prueba de marcha en la viga antes de la cirugia sin ninguna dificultad. Las ratas cruzaron la
viga de 100 cm y llegaron al lugar seguro sin caerse de la viga. Dos dias después de la cirugia, todos los grupos
fracasaron completamente en pasar la prueba y los animales no pudieron mantenerse en equilibrio en la viga. Una
semana después de la cirugia, todos los animales mostraron alguna mejora en su capacidad de caminar, pero no se
observo diferencia significativa entre los diferentes grupos tratados. Desde la semana 4 hasta la semana 26, los
animales tratados con NSLC y RMy mostraron mejoras significativas en su capacidad de caminar en comparacion
con los controles (Figura 15).

Ejemplo de referencia XVIil

Transfeccion de HFF por varias combinaciones de genes con el dispositivo Shuttle® y tratamiento con
diferentes moléculas pequenas para reprogramar células de tipo mesoendodérmico

Las células HFF se cultivaron como se describe en el medio CDM Il como se describe en el Ejemplo | con solo
modificar EGF (5 ng/ml) y FGF (10 ng/ml), y se transfectaron utilizando el dispositivo Shuttle® de 96 pocillos
Nucleofector™® (Lonza) después del procedimiento descrito en el Ejemplo IV. Las células se transfectaron con
diversas combinaciones de clones de ADNc como se describe en la Tabla 29. Después de la transfeccion, las
células se sembraron en placas recubiertas con gelatina al 0,1 % y se incubaron a 37 °C, 5 % de CO», 5 % de O. El
medio se cambié cada dos dias de acuerdo con la Tabla 30. Las células se analizaron el dia 4 mediante PCR
cuantitativa en tiempo real.

Tabla 29: Varias combinaciones de plasmidos con potencial para transfectar las células hacia el linaje
mesoendodérmico.

Dia-2aDia0 Plasmidos transfectados el dia 0’
1 Sin tratar Oct4, FoxD3, MBD2
Oct4, T, MBD2

Oct4, MixI1, MBD2
Oct4, Sox17, MBD2
FoxD3, T, MBD2
FoxD3, MixI1, MBD2
FoxD3, Sox17, MBD2
T, Mix| 1, MBD2

o | N[ojluo|b~|WIN
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(continuacion)

Dia-2 aDia 0 Plasmidos transfectados el dia 0'
9 T, Sox17, MBD2
10 MixI1, Sox17, MBD2
13 Pretratado con VPA 'y 5-Aza Oct4, FoxD3
14 FoxD3, T
15 FoxD3, MixI1
16 FoxD3, Sox17
17 Oct4, FoxD3, T
18 MixI1, Sox17, FoxA2
19 Oct4, FoxD3, T
20 MixI1, Sox17, FoxA2

'donde Oct4=pCMV6-XL4-Oct4, FoxD3=pCMV6-XL5-FoxD3, MBD2=pCMV6-AC-MBD2, T=pCMV6-XL5-T,
MixI1=pCMV6-XL5-MIXL1, Sox17=pCMV6-XL4-SOX17, FoxA2 = pCMV6-XL5-FOXA2. Todos los clones se
adquirieron en Origene y se prepararon utilizando el kit Maxi EndoFree Plasmid Maxi (Qiagen).

Tabla 30: Composicién media desde el dia -2 hasta el dia 10

Composicion de los medios?

Dia 0 Dia 1 Dia2aDia3 Diad4aDia7 Dia 8 a Dia
10
. . . ™ IMDM/F12 + IMDM/F12 +
700%, Dorametasonn, 167 vaim . |COMIL(80%)+ |IMDMIF12+ | NEAA+ITS+ | NEAA+ITS
Glutatién (500 pg/ml, L-ascérbico 75 IMDM/F12 (50 %) | NEAA + ITS + HSA + bFGF + |+ HSA +
mg/ml, Acido selenioso 2,5 pg/ml, +*NEAA+ITS + | HSA +bFGF + EGF + Activina A | bFGF +
Solucion de insulina 10 mg/ml, T3 HSA + bFGF + EGF + VPA + + CHIR99021 + | EGF +
675ng/ml, etanolamina 500X, bFGF iggi:g’iﬁ * éﬁ'l‘ggg é’; . BMP4 BMP4
2,5ug/mly Egf (1,25 ug/ml) + Activina A CHIR99021 BMP4
+ HSA

2Suplementos afiadidos a los medios en las siguientes concentraciones: Activina A (Peprotech, 30ng/ml), HSA
(Baxter, 0,5 %), NEAA (Gibco, 1X), ITS (Gibco, 1X), EGF (Peprotech, 5 ng/ml), bFGF (Peprotech, 10 ng/ml),
CHIR99021 (Stemgent, 2uM), VPA (Stemgent, 1 mM), 5-Aza (Sigma, 0,5 uM), BMP4 (Peprotech, 10 ng/ml)

Las células se recolectaron el dia 4 al separarlas con TrypLE™, seguido de centrifugacion a 80 x g durante 5
minutos. El sobrenadante se aspird y el sedimento celular se congelé a -86 °C hasta que estuvo listo para el
aislamiento del ARN. El aislamiento y la cuantificacion del ARN se realizaron como se ha descrito previamente en el
Ejemplo I. Se prepard un ADNc y se realizé una PCR cuantitativa en tiempo real como se ha descrito previamente en
el Ejemplo Il, excepto que se usaron los siguientes ensayos de expresion de genes Tagman™® (Applied
Biosystems):

ID de ensayo
Tagman™®

Hs99999905_m1

Gen

GAPDH
(mantenimiento)

PPIA (mantenimiento) Hs99999904 m1

FOXA2 Hs00232764_m1
SOX17 Hs00751752_s1
T enddégena Hs00610073_g1
GSC Hs00418279_m1
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(continuacion)
ID de ensayo

Gen

Tagman™®
CXCR4 Hs00607978_s1
GATA4 Hs00171403_m1
CER1 Hs00193796_m1

CDH1 (E-cadherina) Hs01023894 _m1

p63 Hs00978340_m1
SOX2 SOX2_1078-ANY

Tabla 31: Expresion relativa de FoxA2, Sox17 y Cxcr4 después de transfectar HFF una vez con varias
combinaciones de genes con potencial para reprogramar células en células tipo mesoendodérmico. Los valores
exactos no son significativamente exactos debido al bajo rendimiento de ARN, sin embargo, se detecté una
tendencia de aumento de la expresién génica para FoxA2, Sox17 y CXCR4.

FOXA2 SOX17 CXCR4

Rel. Exp. Est. Dev. | Rel. Exp. Est. Dev. | Rel. Exp. | Est. Dev.
HFF sin tratar 1,00 0,04 1,00 0,04 1,00 0,04
Dia 4 HFF sin transf. (+
G.F), 1,01 0,06 1,01 0,06 4,77 2,51
Dia 4 HFF sin transf. (- G.F), 1,38 0,11 1,38 0,11 1,38 0,11
Dia 4 HFF sin transf. (+
G.F.), 0,98 0,02 0,98 0,02 3,32 3,31
Dia 4 HFF sin transf. (-
G.F.), 4,12 4,07 1,28 0,06 1,28 0,06
Dia 4 Oct4/FoxD3/MBD2 4,67 4,60 3,19 2,78 76 43 7,91
Dia 4 Oct4/T/MBD2 3,91 3,55 4,33 2,36 15,18 2,52
Dia 4 Oct4/MixI1/MBD2 2,66 1,77 10,33 0,43 7,31 3,21
Dia 4 Oct4/Sox17/MBD2 14,19 4,85| 413533,31| 127089,61 56,04 0,71
Dia 4 FoxD3/T/MBD2 38,62 38,00 3,12 1,32 42,41 5,23
Dia 4 FoxD3/MixI1/MBD2 7,76 5,29 2,41 0,30 137,17 27,74
Dia4 FoxD3/Sox17/MBD2 26,02 1,95 50904,45 1523,33 131,03 17,53
Dia 4 T/MixI1/MBD2 3,67 3,26 5,64 4,15 14,04 2,89
Dia 4 T/Sox17/MBD2 9,76 9,70 209797,21 24533,81 111,35 16,40
Dia 4 MixI1/Sox17/MBD2 3,60 3,10 237310,10 57448,60 36,76 1,07
Dia 4 Oct4/FoxD3 13,87 0,16 13,87 0,16 35,44 14,57
Dia 4 FoxD3/T 60,93 60,18 19,45 1,51 19,45 1,51
Dia 4 FoxD3/MixI1 21,20 2,31 28,96 8,66 62,31 55,82
Dia 4 FoxD3/Sox17 96,88 3,60 54177,20 3313,15 44,57 41,51
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(continuacion)

FOXA2 SOX17 CXCR4

Rel. Exp. Est. Dev. | Rel. Exp. Est. Dev. | Rel. Exp. | Est. Dev.
Dia 4 Oct4/FoxD3/T 25,99 18,15 12,27 1,26 21,17 11,33
Dia 4 MixI1/Sox17/FoxA2 1850864,68 | 98259,84| 112641,65 15923,21 23,18 23,10
Dia 4 Oct4/FoxD3/T
(IMDM/F12) 9,52 5,61 1,52 0,02 4,36
Dia 4 MixI1/Sox17/FoxAz2
(IMDM/F12) 486705 82| 19101,53 57060,09 1262,81 13,44 2,36

Tabla 32: Expresion de GATA4, CDH1 (E-cadherina), p63 y SOX2 en relacién con el control de HFF no tratado 4
dias después de la transfeccion de células HFF con varias combinaciones de genes con potencial para reprogramar
células en células tipo mesoendodérmico.

CDH1 (E-
GATA4 cadherina) p63 SOX2
Rel. Est. Rel. Est. Rel. Est. Rel. Est.
Exp. Dev. Exp. Dev. Exp. Dev. Exp. Dev.

HFF sin tratar 1,00 0,04 1,00 0,04 1,00 0,04 1,00 0,04
Dia 4 HFF sin transf. (+
G.F), 12,13 0,70 1,01 0,06 3,09 1,45 1,11 0,21
Dia 4 HFF sin transf. (-
G.F), 4,48 0,85 1,38 0,11 3,11 2,54 1,38 0,11
Dia 4 HFF sin transf. (+
G.F.), 2,37 2,00 0,98 0,02 4,41 4,40 1,94 1,34
Dia 4 HFF sin transf. (-
G.F.), 6,12 3,33 1,28 0,06 13,23 7,43 1,28 0,06
Dia 4
Oct4/FoxD3/MBD2 9523 ... 27,44 98,90 21,58 1,81 0,86 12,72 1,53
Dia 4 Oct4/T/MBD2 3366| 10,30 1,42 0,02 2,05 0,87 2,62 1,67
Dia 4 Oct4/MixI1/MBD2 106,33 5,70 1,43 0,03 8,68 0,99| 25,68 218
Dia 4
Oct4/Sox17/MBD2 23,50 5,39 4,65 443| 9523| 13,86| 18,77 6,94
Dia 4 FoxD3/T/MBD2 121,36| 11,68 26,85 0,02 2,22 0,04 16,99 4,74
Dia 4
FoxD3/MixI1/MBD2 130,21| 21,04 69,19 22,84 4,05 3,56 1,52 0,01
Dia 4
FoxD3/Sox17/MBD2 99,49| 30,30 6,89 3,69 1,78 0,01 15,19 9,08
Dia 4 T/MixI1/MBD2 110,30 3,55 1,36 0,00 1,36 0,00 6,64 2,25
Dia 4 T/Sox17/MBD2 53,19 4,02 2,69 1,86| 18,01 054| 14,21 5,21
Dia 4
MixI1/Sox17/MBD2 16,53| 16,50 2,91 2,13| 13,44 6,68| 10,55 3,27
Dia 4 Oct4/FoxD3 66,45| 26,34 47,31 47,30| 13,87 0,16| 23,87| 14,31
Dia 4 FoxD3/T 68,25| 68,00 39,08 2927| 19,45 1,51 19,45 1,51
Dia 4 FoxD3/MixI1 78,18| 78,00 21,20 2,31| 21,20 2,31| 25110 3,20
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Dia 4 FoxD3/Sox17 176,45| 9354| 15,64 0,60 15,64 0,60| 26,78| 16,35
Dia 4 Oct4/FoxD3/T 12,27 1,26 12,27 1,26 12,27 1,26 12,27 1,26
I\Dllli?(I:/Sox17lFoxA2 8589| 64,52| 20,06| 20,00 3,67 0,13| 13,66 0,66
Dia : Oct4/FoxD3/T 89,05 50,00/ 10,40 8,14 1,52 0,02 1,52 0,02
Dia

MixI1/Sox17/FoxA2 6,16 6,10 1,23 0,04 1,23 0,04 1,23 0,04

La identificacion de combinaciones de genes que pueden inducir la formacién de células de tipo mesoendodérmico
se investigd mediante transfeccion con combinaciones de Oct4, Sox17, FoxD3, T, Mixl1, FoxA2 y MBD2. Como se
muestra en la Tabla 25 y 26, la expresion relatva de CXCR4 y GATA4, ambos marcadores
mesoendodérnico/endodérmico/mesodérmico, parecen estar regulados por aumento en varias combinaciones, mas
notoriamente en FoxD3/MixI1/MBD2 y FoxD3/Sox17/MBD2. De forma similar, FOXA2, un marcador para endodermo
y mesodermo, se regulé por aumento FoxD3/Sox17-muestra transfectada, Aunque la expresion sigue siendo muy
baja. Cuatro dias después de la transfeccion, SOX17 aun se expresa altamente en las muestras transfectadas con
S0OX17 (50.000 a 400.000 veces en comparacion con la muestra de HFF no tratada). La expresion del gen SOX17
representa el ADN plasmidico sobrante (SOX17 exdgeno) que aun permanece 4 dias después de la transfeccion y
cualquier expresion de SOX17 enddgeno que pueda haberse inducida. Los marcadores ectodérmicos CDH1, p63 y
Sox2 también se regularon por aumento en algunas muestras (por ejemplo, Oct4/FoxD3/MBD2, Oct4/Sox 17/MBD2).

Reprogramacion de HFF en células de tipo progenitoras pancreaticas: Las células HFF se cultivaron como se
describe en el Ejemplo | y se transfectaron utilizando el dispositivo Shuttle® (Lonza) de 96 pocillos Nucleofector™®
siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo IV. Las células se transfectaron con diversas combinaciones de
clones de ADNc como se describe en la Tabla 27. Después de la transfeccion, las células se sembraron en placas
de gel de colageno recubiertas con fibronectina y se incubaron a 37 °C, 5 % de CO», 5 % de O,. Las placas de gel
de colageno recubiertas con fibronectina se prepararon antes de la transfeccion. El colageno | de rata (Gibco) se
diluyé a 1,125 mg/ml utilizando 10X PBS y agua destilada, donde se afadieron 125 ul a cada pocillo de una placa de
24 pocillos y se incubaron a 37 °C durante 40 minutos. Después de aclarar con 1X PBS, se afadio fibronectina (BD
Biosciences) en la parte superior del gel a una concentracion de 1,9 ug/pocillo. Los medios se cambiaron cada dos
dias de acuerdo con la Tabla 33. Las células se analizaron el dia 7 mediante PCR cuantitativa en tiempo real.

Tabla 33: Plasmidos y composicion de medios del dia 0 al dia 14

Composicién de los medios?

Plasmidos
transfectados Dia 0 Dia1aDia3 Dia 4 a Dia 14
el dia 0"

DMEM/F12 + NEAA + ITS + HSA +
B27 + EGF + bFGF + Acido
retinoico

HSA CHIR99021 + Butirato de sodio + FGF10 + Ciclopamina + Noggina

FoxD3, Sox17, |CDMII + DMEM/F12 + NEAA + ITS + HSA +
Pdx1, MBD2 Activina A + | B27 + EGF + bFGF + Activina A +

FoxD3, Sox17,
Ngn3, MBD2

3 FoxD3, MixI1,
Pdx1, MBD2

FoxD3, MixI1,
Ngn3, MBD2

Sox17, MixI1,
Pdx1, MBD2

Sox17, MixI1,
Ngn3, MBD2
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(continuacion)

Composicién de los medios?

Plasmidos
transfectados Dia 0 Dia1aDia3 Dia 4 a Dia 14
el dia 0'

7 FoxD3, Sox17, DMEM/F12 + NEAA + ITS + HSA +
MixI1, Pdx1 B27 + EGF + bFGF + Activina A +

8 FoxD3, Sox17, CHIR99021 + Butirato de sodio +
MixI1, Ngn3 VPA +5-Aza

FoxD3, Sox17,
Pdx1, Ngn3

FoxD3, MixI1,

10 Pdx1, Ngn3

Sox17, MixI1,

11 Pdx1, Ngn3

'donde FoxD3=pCMV6-XL5-FoxD3, Sox17=pCMV6-XL4-SOX17, MixI1=pCMV6-XL5-MIXL1, Pdx1 = pCMV6-XL5-
Pdx1 y Ngn3 = pCMV6-XL5-Ngn3. Todos los clones se adquirieron en Origene y se prepararon utilizando el kit
Maxi EndoFree Plasmid Maxi (Qiagen).

2Suplementos afiadidos a los medios en las siguientes concentraciones: Activina A (Peprotech, 30ng/ml), HSA
(Baxter, 0,5 %), NEAA (Gibco, 1X), ITS (Gibco, 1X), B27 (Gibco, 1 %), EGF (Peprotech, 5 ng/ml), bFGF
(Peprotech, 10 ng/ml), CHIR99021 (Stemgent, 2uM), Butirato de sodio (Stemgent, 1 mM), VPA (Stemgent, 1 mM),
5-Aza (Sigma, 0,5 uM), Acido Retinoico (Sigma, 2 uM), FGF10 (Peprotech, 50 ng/ml), Ciclopamina (Stemgent, 2,5

uM), Noggina (Peprotech, 50 ng/ml)

Las células se recolectaron el dia 7 y el aislamiento y la cuantificaciéon del ARN se realizaron como se ha descrito
anteriormente en el Ejemplo I. Se preparé un ADNc y se realizé una PCR cuantitativa en tiempo real como se ha
descrito anteriormente en el Ejemplo Il, excepto que se usaron los siguientes ensayos de expresion de genes
Tagman™® (Applied Biosystems):

e o’
(Cf_rf;?eiimiento) Hs99999905_m1
PPIA (mantenimiento) Hs99999904 m1
FOXA2 Hs00232764_m1
SOX17 Hs00751752_s1
GATA4 Hs00171403_m1
Endo PDX1 PDX1_1201
SOX9 Hs00165814_m1
NGN3 Hs01875204_s1
NKX2-2 Hs00159616_m1
PAX4 Hs00173014_m1
INS Hs02741908_m1
CXCR4 Hs00607978_s1

La identificaciéon de combinaciones de genes que pueden inducir la formacién de células de tipo progenitoras
pancreaticas se investigd mediante transfeccion con combinaciones de FoxD3, Sox17, Pdx1, Ngn3, Mixl1 e MBD2.
FoxA2, un marcador para endodermo y mesodermo, estaba regulado por aumento ligeramente para la muestra
transfectada con FoxD3/Sox17/Ngn3/MBD2 en comparacion con la muestra de control transfectada de manera
simulada con GFP. De forma similar, CXCR4, también un marcador tanto para el endodermo como para el
mesodermo, estaba regulado por aumento ligeramente (3 veces en comparacion con GFP-ctrl) para la muestra
transfectada con FoxD3/MixI1/Ngn3/MBD?2. 7 dias después de la transfeccion, SOX17 aun puede detectarse para las
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muestras transfectadas con SOX17 en niveles variables (4 a 570 veces regulacién por aumento en comparacion con
la GFP-ctrl). La expresion de la regulacion por aumento de SOX17 mas alta se detecta para la muestra transfectada
con Sox17/MixI1/Pdx1/Ngn3 (570 veces en comparacion con GFP-ctrl), lo que puede sugerir que esta combinacion
de genes puede aumentar la cantidad de ARN de SOX17 en las células.

Ejemplo de referencia XIX

Reprogramacion de células madre derivadas de adipocitos humanos (ADSC) en células madre de tipo
pluripotencial (PLSC): Se cultivaron ADSC (Invitrogen Corporation) en matraces de cultivo celular con medio
StemPro™ -43 completo (Invitrogen) a 37 °C, 5 % de CO? y el medio se cambié 3 veces por semana. Después de 3
dias en cultivo, las células (pase 5) se digirieron con tripsina y se contaron para ser transfectadas. Las células se
transfectaron transitoriamente con un plasmido: pCMV6-Oct4-2A-KIf4-2A-Nanog, pCMV-Sall4-2A-Oct4-2A-KIf4-2A-
Nanog, pCMV-Dax1-2A-Oct4-2A-klf4, pCMV-FoxD3-2A-Oct4-2A-klf4, pCMV-Oct4-2A-KIf4-2A-Sall4, pCMV-MBD2-
2A-Oct4-2A-KlIf4-2A, pCMV-AGR2-2A-Oct4-2A-KIf4-2A o Rex1-EF-Oct4-2A-KIf4 (2 pg); o por dos plasmidos: pEF-
Oct4nuc-IRES2-MBD2 con pCMV-Sox2nuc-IREC-Lin28 o pCMV-KIf4nuc-IRES2- Tptinuc o pEF-Stella-IRES2-
NPM2, utilizando Nucleofector™ como se describe en el Ejemplo Il. Después de la transfeccion, las células se
cultivaron en placas de 6 pocillos en suspension con una relacién 50:50 de medio completo de adipocitos
(StemPro™ -43) y medio de células madre embrionarias (mTeSR1). Después de dos dias de cultivo, las células se
volvieron a transfectar con los mismos plasmidos enumerados anteriormente y las células se sembraron en placas
de 96 pocillos recubiertas con Matrigel™ (BD Biosciences) en presencia de medio completo mTesR suplementado
con tiazovivina (0,5 uM), un inhibidor de ALK-5 (SB 341542, Stemgent, 2 pM), e inhibidor de MEK (PD0325901,
Stemgent, 0,5 uM). El medio se cambié todos los dias y las células se cultivaron durante 22 dias a 37 °C, 5 % de
CO2, 5% de O,. Se realizé un kit de detecciéon de fosfatasa alcalina (AP, Millipore) e inmunohistoquimica para
analizar la expresién de marcadores de pluripotencia. La tincién de ALP se realizé utilizando el kit de deteccién de
AP (Millipore) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Cellomics™ realiz6 la observacion visual de las células reprogramadas utilizando una tincion en vivo para SSEA-4647
(BD Biosciences) y TRA-1-81s55 (BD Biosciences) a partir del dia 6 después de la transfeccion y cada 5 dias a partir
de entonces. Las colonias reprogramadas de PLSC, tefidas positivamente con SSEA-4 y TRA1-81, se observaron
solo con el plasmido pCMV-Sall4-2A-Oct4-2A-KIf4-2A-Nanog, pEF-Rex1-EF-Oct4-2A-KIf4-2A-RFP, pEF-Oct4nuc-
IRES1-MBD2 con pC-MV-Sox2nuc-IRES1-Lin28, y pEF-Oct4nuc-IRES1-MBD2 con pCMV-KIf4nuc-IRES2-Tpt1nuc.
Estas colonias emergieron alrededor del Dia 6 y se mantuvieron en cultivo hasta el final del periodo de estudio (Dia
22) con una morfologia estable. Entre los plasmidos citados anteriormente, pCMV-Sall4-2A-Oct4-2A-KIf4-Nanog y
pEF-Rex1-EF-Oct4-2A-KIf4-2A-RFP dieron el mayor nimero de colonias. La tincion en vivo mostré que estas
colonias expresaban marcadores tipicos de pluripotencia, incluyendo SSEA-4 y TRA1-81, y el andlisis adicional de
estas colonias mostré que las colonias también expresaban otros marcadores ESC, tales como la fosfatasa alcalina
y Oct4 (Figura 16). Cuando los cultivos se trataron con PD0325901 y SB431542 durante hasta 22 dias, se obtuvo
una mejora de 4 veces en la eficiencia sobre el procedimiento convencional después de la transfeccion de ADSC
con pCMV-Sall4-2A-Oct4-2A-KIf4-Nanog y pEF-Rex1-EF-Oct4-2A-KIf4-2A-RFP.

Basado en el estudio anterior, la mayor eficiencia de reprogramacion se observé utilizando pEF-Rex1-EF-Oct4-2A-
KIf4-2A-RFP y pCMV-Sall4-2A-Oct4-2A-KIf4-2A-Nanog. Se disefi6é otro estudio para determinar el efecto de pEF-
Rex1-EF-Oct4-2A-KIf4-2A-RFP en la eficiencia de reprogramacion e investigar el efecto de genes pluripotenciales
individuales Rex1, Oct4, y KIf4 en diferentes combinaciones. Las ADSC se transfectaron como antes con pEF-Rex1-
EF-Oct4-2A-KIf4-2A-RFP, pCMV6 = XL5-Rex1, pCMV6-XL4-Oct4/pCMV6-XL5-KIf4, pCMV6-XL5-Rex1/pCMV6-XL4-
Oct4 o pCMV6- XL5-Rex1/pCMV6-XL5-KIf4. Después de la segunda transfeccion, se cultivaron ADSC en placas de
96 pocillos recubiertas con Matrigel™ durante 24 dias en presencia de medio mTeSR1 suplementado con SB341542
y PD 0.325901 a 37 °C, 5 % de COg, 5 % de O,. Con el fin de caracterizar subpoblaciones de células después de la
transfeccion, se usaron tincién en vivo, inmunohistoquimica y tincion AP para seguir el cambio en los marcadores
pluripotenciales. 1-5 % del total de células transfectadas con Rex1/Oct4 o Rex1/KIf4 mostraron un fenotipo SSEA4+
y TRA-1-81+ y este patron fue estable hasta el final del periodo de estudio (dia 22). La observacion a lo largo del
tiempo mostré que el fenotipo de estas colonias pasd de un fenotipo SSEA-4+ anterior a un fenotipo Oct4
+/Sox2/Nanog + tardio el dia 22, que estda mas cerca del estado reprogramado final de una célula madre
pluripotencial (Figura 17).

Se probaron varios genes por su efecto en la reprogramacion de la eficiencia hacia células de tipo pluripotencial. Se
cultivaron células ADSC como se describe en el Ejemplo IX con 2 dias de VPA y tratamiento previo con 5-AZA (1
mM y 0,5 uM respectivamente) en medio StemPro™ MSC SFM. Las células se transfectaron utilizando el dispositivo
Nucleofector™® de 96 pocillos Shuttle® siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo IV y utilizando el
programa de transfeccion EW-104 con las mezclas de ADN descritas en la Tabla 34. Después de la transfeccion, las
células se sembraron en placas en medio StemPro™ MSC SFM descrito en el Ejemplo A en placas de 24 pocillos
recubiertas con Matrigel™ (BD Biosciences) y se incubaron a 37 °C, 5 % de CO», 5 % de O,. El dia 1, el medio se
cambio a una mezcla de 75 % de StemPro™ MSC y 25 % de medio de células hES; el porcentaje de StemPro™
MSC se redujo todos los dias durante cuatro dias para tener un medio de células con 100 % hES el dia 4. A partir de
entonces se cambi6 el medio cada dos dias. El medio de células hES consisti6 en medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM, Invitrogen) suplementado con un 20 % de Knockout™ Serum Replacement (KSR, Invitrogen),
GlutaMAX™ 1 mM, aminoacidos no esenciales 100 uM, 100 uM B-mercaptoetanol y 10 ng/ml Fgf-2. A lo largo del
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experimento se anadieron diferentes inhibidores y factores de crecimiento; estos se enumeran en la Tabla 34. Las
células se analizaron el dia 7 y el dia 14 mediante analisis de inmunohistoquimica y el dia 7 mediante RT-PCR.

Tabla 34: Plasmidos y composicion de los medios desde el dia 1 hasta el dia 14.

Desde el Plasmidos Desde el dia 1 al dia 3 Desde el dia 3 al dia 7 Desde el
dia -2 al transfectados el dia 0 dia 7 al
dia 0 dia 14

1 VPA + 5- pCMV6-XL4-Oct4 + Medio StemPro™/hES + Medio StemPro™/hES + | medio
Aza pCMV6-XL5-Sox2 + ActivinA (30 ng/ml) + ActivinA (30 ng/ml) + hES
pretratado | pCMV6-XL5-MBD2 CHIR99021 (3 pM) CHIR99021 (3 pM)

2 VPA + 5- pCMV6-XL4-Oct4 + Medio StemPro™/hES + Medio StemPro™/hES + | medio
Aza pCMV6-XL5-FoxD3 + ActivinA (30 ng/ml) + ActivinA (30 ng/ml) + hES
pretratado | pCMV6-XL5-MBD2 CHIR99021 (3 pM) CHIR99021 (3 pM)

3 VPA + 5- pCMV6-XL4-Oct4 + Medio StemPro™/hES + Medio StemPro™/hES + | medio
Aza pCMV6-XL5-UTF1 + ActivinA (30 ng/ml) + ActivinA (30 ng/ml) + hES
pretratado | pCMV6-XL5-MBD2 CHIR99021 (3 pM) CHIR99021 (3 pM)

4 VPA + 5- pCMV6-XL4-Oct4 + Medio StemPro™/hES + Medio StemPro™/hES + | medio
Aza pCMV6-XL4-DPPA4 + ActivinA (30 ng/ml) + ActivinA (30 ng/ml) + hES
pretratado | pCMV6-XL5-MBD2 CHIR99021 (3 pM) CHIR99021 (3 pM)

5 VPA + 5- pCMV6-XL5-Sox2 + Medio StemPro™/hES + Medio StemPro™/hES + | medio
Aza pCMV6-XL5-FoxD3 + ActivinA (30 ng/ml) + ActivinA (30 ng/ml) + hES
pretratado | pCMV6-XL5-MBD2 CHIR99021 (3 pM) CHIR99021 (3 pM)

6 VPA + 5- pCMV6-XL5-Sox2 + Medio StemPro™/hES + Medio StemPro™/hES + | medio
Aza pCMV6-XL5-UTF1 + ActivinA (30 ng/ml) + ActivinA (30 ng/ml) + hES
pretratado | pCMV6-XL5-MBD2 CHIR99021 (3 pM) CHIR99021 (3 pM)

7 VPA + 5- pCMV6-XL5-Sox2 + Medio StemPro™/hES + Medio StemPro™/hES + | medio
Aza pCMV6-XL4-DPPA4 + ActivinA (30 ng/ml) + ActivinA (30 ng/ml) + hES
pretratado | pCMV6-XL5-MBD2 CHIR99021 (3 pM) CHIR99021 (3 pM)

8 VPA + 5- pCMV6-XL5-FoxD3 + Medio StemPro™/hES + Medio StemPro™/hES + | medio
Aza pCMV6-XL5-UTF1 + ActivinA (30 ng/ml) + ActivinA (30 ng/ml) + hES
pretratado | pCMV6-XL5-MBD2 CHIR99021 (3 pM) CHIR99021 (3 pM)

9 VPA + 5- pCMV6-XL5-FoxD3 + Medio StemPro™/hES + Medio StemPro™/hES + | medio
Aza pCMV6-XL4-DPPA4 + ActivinA (30 ng/ml) + ActivinA (30 ng/ml) + hES
pretratado | pCMV6-XL5-MBD2 CHIR99021 (3 pM) CHIR99021 (3 pM)

10 |VPA+5- pCMV6-XL5-UTF1 + Medio StemPro™/hES + Medio StemPro™/hES + | medio
Aza pCMV6-XL4-DPPA4 + ActivinA (30 ng/ml) + ActivinA (30 ng/ml) + hES
pretratado | pCMV6-XL5-MBD2 CHIR99021 (3 pM) CHIR99021 (3 pM)
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(continuacion)

Desde el Plasmidos Desde el dia 1 al dia 3 Desde el dia 3 al dia 7 Desde el
dia -2 al transfectados el dia 0 dia 7 al
dia 0 dia 14
11 | VPA+5- pCMV6-XL4-Oct4 + Medio StemPro™/hES + Medio StemPro™/hES + | medio
Aza pCMV6-XL5-Sox2 + ActivinA (30 ng/ml) + ActivinA (30 ng/ml) + hES
pretratado | pCMV6-XL5-FoxD3 CHIR99021 (3 uM) + VPA | CHIR99021 (3 uM)
+ 5-Aza
12 |VPA +5- pCMV6-XL4-Oct4 + Medio StemPro™/hES + Medio StemPro™/hES + | medio
Aza pCMV6-XL5-Sox2 + ActivinA (30 ng/ml) + ActivinA (30 ng/ml) + hES
pretratado | pCMV6-XL5-UTF1 CHIR99021 (3 uM) + VPA | CHIR99021 (3 uM)
+ 5-Aza
13 |VPA+5- pCMV6-XL4-Oct4 + Medio StemPro™/hES + Medio StemPro™/hES + | medio
Aza pCMV6-XL5-Sox2 + ActivinA (30 ng/ml) + ActivinA (30 ng/ml) + hES
pretratado | pPCMV6-XL4-DPPA4 CHIR99021 (3 uM) + VPA | CHIR99021 (3 uM)
+ 5-Aza
14 |VPA +5- pCMV6-XL4-Oct4 + Medio StemPro™/hES + Medio StemPro™/hES + | medio
Aza pCMV6-XL5-FoxD3 + ActivinA (30 ng/ml) + ActivinA (30 ng/ml) + hES
pretratado | pCMV6-XL5-UTF1 CHIR99021 (3 uM) + VPA | CHIR99021 (3 uM)
+ 5-Aza
15 |VPA+5- pCMV6-XL4-Oct4 + Medio StemPro™/hES + Medio StemPro™/hES + | medio
Aza pCMV6-XL5-FoxD3 + ActivinA (30 ng/ml) + ActivinA (30 ng/ml) + hES
pretratado | pCMV6-XL4-DPPA4 CHIR99021 (3 uM) + VPA | CHIR99021 (3 uM)
+ 5-Aza
16 |VPA +5- pCMV6-XL4-Oct4 + Medio StemPro™/hES + Medio StemPro™/hES + | medio
Aza pCMV6-XL5-UTF1 + ActivinA (30 ng/ml) + ActivinA (30 ng/ml) + hES
pretratado | pCMV6-XL4-DPPA4 CHIR99021 (3 uM) + VPA | CHIR99021 (3 uM)
+ 5-Aza
17 | VPA +5- pCMV6-XL5-Sox2 + Medio StemPro™/hES + Medio StemPro™/hES + | medio
Aza pCMV6-XL5-FoxD3 + ActivinA (30 ng/ml) + ActivinA (30 ng/ml) + hES
pretratado | pCMV6-XL5-UTF1 CHIR99021 (3 uM) + VPA | CHIR99021 (3 uM)
+ 5-Aza
18 |VPA +5- pCMV6-XL5-Sox2 + Medio StemPro™/hES + Medio StemPro™/hES + | medio
Aza pCMV6-XL5-FoxD3 + ActivinA (30 ng/ml) + ActivinA (30 ng/ml) + hES
pretratado | pPCMV6-XL4-DPPA4 CHIR99021 (3 uM) + VPA | CHIR99021 (3 uM)
+ 5-Aza
19 |VPA+5- pCMV6-XL5-Sox2 + Medio StemPro™/hES + Medio StemPro™/hES + | medio
Aza pCMV6-XL5-UTF1 + ActivinA (30 ng/ml) + ActivinA (30 ng/ml) + hES
pretratado | pCMV6-XL4-DPPA4 CHIR99021 (3 uM) + VPA | CHIR99021 (3 uM)
+ 5-Aza
20 |VPA +5- pCMV6-XL5-FoxD3 + Medio StemPro™/hES + Medio StemPro™/hES + | medio
Aza pCMV6-XL5-UTF1 + ActivinA (30 ng/ml) + ActivinA (30 ng/ml) + hES
pretratado | pCMV6-XL4-DPPA4 CHIR99021 (3 uM) + VPA | CHIR99021 (3 uM)
+ 5-Aza
21 |VPA +5- GFP Medio StemPro™/hES + Medio StemPro™/hES + | medio
Aza ActivinA (30 ng/ml) + ActivinA (30 ng/ml) + hES
pretratado CHIR99021 (3 uM) +/o - CHIR99021 (3 pM)
VPA + 5-Aza

Con el fin de caracterizar subpoblaciones de células después de la transfeccion, tincién en vivo, inmunohistoquimica
y tincion AP se realizaron para seguir el cambio en los marcadores pluripotenciales. Las células transfectadas con
Oct4/UTF1/MBD2, Oct4/Dppad/MBD2, FoxD3/Dppad/MBD2, Oct4/FoxD3/Dppad o Sox2/FoxD3/UTF1 mostraron
colonias positivas para TRA1-60, TRA1-81 e SSEA4. Esta observacion indic6 que MBD2 generalmente no tuvo
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ningun efecto por si mismo en la reprogramacion hacia células de tipo pluripotencial, excepto en el caso de la
transfeccion de Oct4/FoxD3/MBD2. Las colonias comenzaron a formarse el dia 7 y continuaron formandose hasta el
dia 14 (Figura 18) (el final del periodo de estudio). Estas colonias también fueron positivas para AP.

Estos resultados se confirmaron mediante un analisis de RT-PCR que mostré una regulacion por aumento de la
expresion de Oct4 como se muestra en la Tabla 35. La expresion relativa para SOX2 también aumenté ligeramente
la regulacién por aumento el dia 7 después de transfectar las células con Oct4/Foxd3/MBD2. También hay una
tendencia de regulacion por aumento de Sox2 después de la transfeccion con Oct4/Sox2/Foxd3 y Oct4/Foxd3/Utf1.

Tabla 35: Expresion relativa de genes pluripotenciales después de transfectar ADSC con diversas combinaciones de
vectores como se describe en la Tabla 34

OCT4 SO0X2 endégeno
Rel. Exp. Est. Dev. Rel. Exp. Est. Dev.

N.° 1 Dia 7, Oct4/Sox2/MBD2 25,20 1,89 3,89 2,06
N.° 2 Dia 7, Oct4/Foxd3/MBD2 11,28 0,13 18,79 0,03
N.° 3 Dia 7, Oct4/Utf1/MBD2 2,01 0,20 2,93 1,73
N.° 4 Dia 7, Oct4/Dppad4/MBD2 9,68 1,36 1,18 0,15
N.° 5 Dia 7, Sox2/Foxd3/MBD2 1,06 0,55 2,68 2,90
N.° 6 Dia 7, Sox2/Utf1/MBD2 0,66 0,10 3,36 0,68
N.° 7 Dia 7, Sox2/Dppa4/MBD2 0,74 0,00 5,03 4,73
N.° 8 Dia 7, Foxd3/Utf1/MBD2 1,31 0,61 4,15 2,92
N.° 9 Dia 7, Foxd3/Dppa4/MBD2 0,63 0,02 3,90 2,17
N.° 10 dia 7, Utf1/Dppad4/MBD2 0,96 0,04 4,97 1,92
N.° 11 Dia 7, Oct4/Sox2/Foxd3 48,17 1,89 7,68 1,79
N.° 12 Dia 7, Oct4/Sox2/Utf1 48,97 6,93 3,71 0,39
N.° 13 Dia 7, Oct4/Sox2/Dppad 32,40 2,74 4,61 2,37
N.° 14 Dia 7, Oct4/Foxd3/Utf1 4,30 0,91 9,83 3,03
N.° 15 Dia 7, Oct4/Foxd3/Dppa4d 4,21 0,11 4 57 0,85
N.° 16 Dia 7, Oct4/Utf1/Dppa4 10,29 3,70 3,53 1,63
N.° 17 Dia 7, Sox2/Foxd3/Utf1 1,42 0,83 3,32 2,12
N.° 18 Dia 7, Sox2/Foxd3/Dppa4d 1,19 0,14 3,37 1,23
N.° 19 Dia 7, Sox2/Utf1/Dppad 1,34 0,09 2,33 2,91
N.° 20 Dia 7, Foxd3/Utf1/Dppa4 0,72 0,07 2,45 0,27
N.° 21 Dia 7, GFP (-VPA/-5aza) 1,02 0,29 1,01 0,17
N.° 22 Dia 7, ADSC sin transfectar (-

VPA/- 5aza) ND 0,30 ND
N.° 23 Dia 7, GFP (+ VPA/+ 5aza) 1,01 0,20 1,87 2,23
N.° 24 Dia 7, ADSC sin transfectar (+

VPA/+ 5aza) ( 1,45 ND 0,27 ND

Reprogramacion de la eficiencia de los factores de pluripotencia definidos en HFF después de la triple
transfeccion (una transfeccion cada 3 dias)

Las células HFF se cultivaron como se describe en el Ejemplo |, con la excepcién de las concentraciones de VPA y
5-AZA que fueron respectivamente 2 mM y 2,5 yM. Las células se transfectaron utilizando el dispositivo
Nucleofector™® Il (Lonza) siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo I, con la excepcion de la cantidad de
ADN: se us6 1 ug de cada uno de los 3 plasmidos de ADN. Las células que habian sido pretratadas con VPA y 5-
Aza y las células no tratadas se transfectaron ambas con una mezcla de pCMV-Oct4nuc-IRES2-Sox2nuc, pCMV-
Klf4nuc-IRES2-Cmycnuc o pCMV-Nanognuc-IRES2-Lin28. Después de la transfeccion, las células se sembraron en
placas en el medio de fibroblastos descrito en el Ejemplo I, suplementado con o sin VPA y 5-AZA en placas de 6
pocillos recubiertas con Matrigel™ (BDBiosciences) recubierto y se incubaron a 37 °C, 5 % de CO,. Los dias 1y 2, el
medio se cambié a medio 100 % mTeSR1 (StemCell Technologies) suplementado con o sin VPA y 5-AZA. El dia 3y
el dia 6, las células de cada condicién se separaron mediante incubacion en TrypLE™ durante 5 minutos, se
contaron y se centrifugaron. Las células se volvieron a transfectar como antes y se sembraron en placas recubiertas
con Matrigel™ en medio mTeSR1 suplementado con o sin VPA y 5-AZA. Los medios se cambiaron diariamente
como se describe para los dias 1y 2. El medio se suplementé en Y27632 (Stemgent, 10 uM) desde el dia 7 hasta el
dia 14 para promover la viabilidad y la expansion clonal de posibles células reprogramadas. Las células se
analizaron el dia 20 utilizando el kit de deteccion de fosfatasa alcalina (Millipore) y mediante analisis de
inmunohistoquimica.

Este analisis reveld que después de tres transfecciones, se observaron tres clones positivos para la actividad de la
fosfatasa alcalina y mostraron una morfologia redondeada de células/colonias. La tincién con anticuerpos contra los
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marcadores de células madre embrionarias (ES) SSEA-4 y TRA-1-81 confirmd que estos clones eran de tipo
pluripotencial (Figura 19). Las células HFF circundantes fueron negativas para estos marcadores. Estos clones se
obtuvieron solo en la condicién que no contenia inhibidores (es decir: VPA y 5-AZA). Inesperadamente, no se
observaron clones para la condicién tratada con estos inhibidores.

Reprogramacion de NSLC en pluripotencia

Las NSLC y células madre neuronales derivadas de BG-01, una linea de células humanas ES que expresa
marcadores que son caracteristicos de las células ES, incluyendo SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 y OCT-
3/4, se reprogramaron para que fueran pluripotenciales. Las células BG-01 se habian cultivado previamente en
condiciones para inducir la diferenciacion hacia células madre neurales, tal como se describe en Chambers SM y
col., 2009. Las NSLC y BG-01-NSC se cultivaron en medio de proliferacion suplementado con FGF (20 ng/ml) y EGF
(20 ng/ml). Las NSLC y BG-01-NSC se transfectaron como se ha descrito previamente en el Ejemplo Il por dos
vectores episomales, pEF-Oct4nuc-IRES2-MBD2 (NC1) o pCMV-FoxD3-2A-Oct4-2A-KIf4 (F72). Después de la
transfeccion, se recogieron las células y se sembraron en placas Petri sin recubrimiento en presencia de medio de
proliferacién y medio mTeSR1 (50:50) en condiciones de proliferacion a 37 °C, 5 % de CO2. Después de 48 horas,
las células se volvieron a transfectar con el mismo plasmido y se sembraron en placas de 96 pocillos recubiertas con
Matrigel™ y se cultivaron en presencia de medio mTeSR1 complementado por las pequefias moléculas BIX01294
(Stemgent, 2 uM) y BayK8644 (Stemgent, 2 uM) a 37 °C, 5 % de O; durante 22 dias. Se realizaron tinciones en vivo
e inmunohistoquimica para caracterizar subpoblaciones de células para marcadores de pluripotencia.

Las NSLC y BG-01-NSC se tifieron positivamente con SSEA-4 comenzando el dia 7 y se mantuvieron hasta 22 dias
en cultivo (el final del estudio) (Figura 20). En diez dias, se observaron células que eran morfolégicamente similares
a las ESC y expresaron un amplio panel de marcadores de pluripotencia, incluyendo SSEA-4, TRA1-81, Nanog y
Oct4 (Figura 20). Este estudio identificé6 otra manera de obtener células de tipo pluripotencial a partir de células
somaticas a través de las células de tipo madre neurales (NSLC). La utilidad de las NSLC podria ofrecer multiples
ventajas para la reprogramacion hacia células tipo pluripotenciales. Por ejemplo, la omision del requisito de genes
tumorigénicos como c-Myc reduce el riesgo de inducir células cancerosas. Para aplicaciones neurorregenerativas y
neurodegenerativas, estas células podrian representar una fuente valiosa de células para investigar ademas la
induccion de células pluripotenciales humanas, y también representan una fuente potencial de células para derivar
células madre multipotenciales y pluripotenciales especificas del paciente para modelar enfermedades humanas.

Ejemplo XX
Ensayo de formacion de teratomas en ratones SCID

El trasplante de células madre pluripotenciales (SC) humanas en ratones "inmunodeficientes con compromiso grave"
(SCID) conduce a la formacién de tumores diferenciados que comprenden las tres capas germinales para células
madre pluripotenciales, que se asemejan a teratomas humanos espontaneos, y tejido especializado para células
madre multipotenciales. Estos ensayos se consideran los estandares en la literatura para demostrar el potencial de
diferenciacion de las células madre pluripotenciales y son prometedores como estandar para evaluar la seguridad
entre las poblaciones de células derivadas de SC destinadas a aplicaciones terapéuticas

Después de obtener todas las aprobaciones de animales apropiadas para el experimento, se adquirieron 24 ratones
de Charles Rivers y se alojaron en las instalaciones para animales de MISPRO durante una semana sin ningun tipo
de experimentacion para adaptarse al nuevo entorno. Se inyectd un millén de NSLC humanas, células
neuroprogenitoras humanas normales (hNPC) o células madre embrionarias humanas (ES) en 100 pl de solucién
salina tamponada con fosfato, libre de calcio y magnesio (CMF-PBS) por via intramuscular con una aguja de 21-G
en la extremidad posterior derecha de ratones SCID-beige machos de 4 semanas de edad con anestesia con
ketamina/xilazina (8 ratones por grupo ). Después de la inyeccion, la jeringa se aspiré hacia arriba y hacia abajo un
par de veces en una placa de cultivo que contenia medio para verificar que se habian inyectado las células y que no
se habian quedado dentro de la jeringa.

Los ratones se mantuvieron durante 12 semanas y se controlaron los signos clinicos y el crecimiento de cualquier
tumor regularmente. Cualquier tejido especializado o crecimiento de teratoma se monitoriz6 mediante exploracion
externa y un aumento en el tamafio del musculo en relacién con el mismo musculo en la extremidad trasera
izquierda. Cuando se identificé un tejido especializado o teratoma, se midi6 la ubicacién y el tamafo del crecimiento
(utilizando calibradores de medicién) y se registraron. El tejido especializado o teratoma generalmente se identifica
primero como un pequefio crecimiento del tamafio muscular en comparacién con el musculo de control izquierdo.
Los animales se controlaron semanalmente hasta la aparicion de cualquier crecimiento tumoral y diariamente
después de que aparecieran los tumores. Después de 12 semanas, se sacrificd a los ratones mediante eutanasia
con CO,. Se observd a cada animal completo para detectar cualquier crecimiento tumoral en cualquier lugar del
animal, y el musculo inyectado y el control muscular izquierdo comparable se midieron (con calibradores de
medicion) (véase la tabla de resultados a continuacion) y, después, se extrajeron y almacenaron en una solucién de
paraformaldehido al 4 % para analisis histologico. Los tamafios de los musculos fueron los siguientes:
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Tratamiento Pata izquierda (control) Pata derecha (tratada)
Anchura Anchura Anchura Anchura
dorsoventral lateral dorsoventral lateral

Células madre embrionarias 6,44 £ 0,11 5,03 0,17 6,91+ 0,15 5,3+0,14
humanas

Células neuroprogenitoras 6,60 £0,17 5,43 +0,15 7,01+0,23 5,58 +0,13
humanas

NSLC humana 6,85+0,2 532+0,14 6,86 + 0,21 5,33 0,11

Los valores representan el promedio de 8 ratones + el error estandar

La medicion del tamafio de los musculos revel6 que todos los musculos humanos inyectados con células madre
embrionarias eran mas grandes que los controles musculares izquierdos comparables, lo que indica crecimiento de
teratoma en los musculos a los que se inyectaron células ES. Aproximadamente la mitad de todos los musculos
humanos inyectados con células neuroprogenitoras eran mas grandes que los controles musculares izquierdos
comparables, mientras que los ratones a los que se inyectd6 NSLC no mostraron ninguna diferencia entre los
musculos (tratados con las células o no). Los ratones a los que se inyecté NSLC no mostraron ninguna evidencia de
crecimiento tumoral o teratoma.
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En el presente documento, los encabezados se han incluido por referencia y para ayudar a localizar determinadas

secciones. No se pretende que estos encabezados limitar el ambito de los conceptos descritos bajo los mismos, y
10 estos conceptos pueden tener aplicabilidad en otras secciones a lo largo de la totalidad de la memoria descriptiva.

123



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2739672 T3

REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de obtencién de una célula madre de tipo neural (NSLC), que comprende:

1) poner en contacto el ADN y/o la cromatina de una célula proporcionada de un primer tipo que no es una NSLC
con un acetilador de histonas, un inhibidor de la desacetilacion de histonas, un desmetilador de ADN, y/o un
inhibidor de la metilacion del ADN;

2) aumentar los niveles intracelulares en la célula de un primer tipo de un polipéptido Musashi1 (Msi1) y/o un
polipéptido Neurogenina 2 (Ngn2); y

3) colocar la célula de la etapa (2) en condiciones de cultivo que apoyan la transformacion de la célula de un
primer tipo en una NSLC durante un periodo de tiempo suficiente para permitir una expresion estable de una
pluralidad de genes cuya expresidon es caracteristica de las propiedades fenotipicas y/o funcionales de una
NSLC;

por lo que al final de dicho periodo de tiempo se obtiene una NSLC y en el que dicha NSLC obtenida se
caracteriza ademas por una represion estable de una pluralidad de genes expresados en la célula de un primer
tipo.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que los niveles intracelulares crecientes del uno o mas polipéptidos
comprenden transfectar transitoriamente la célula de un primer tipo con un vector de expresiéon que permite la
expresion de un polipéptido Musashi1 (Msi1) y/o Neurogenina 2 (Ngn2); un polipéptido Musashi 1 (Msi1) y proteina 2
de dominio de union a metilo-CpG (MBD2); neurogenina 2 (Ngn2) y proteina 2 del dominio de unién a metil-CpG
(MBD2); y un polipéptido Musashi1 (Msi 1), neurogenina 2 (Ngn2) y polipéptido de la proteina 2 del dominio de unién
a metil-CpG (MBD2).

3. El procedimiento de la reivindicacion 1 o 2, en el que el NSLC expresa uno o mas de Sox2, nestina, GFAP, Msi1 y
Ngn2.

4. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la célula de un primer tipo se selecciona del
grupo que consiste en: células madre embrionarias, células madre de adulto, células progenitoras, células derivadas
de mesodermo, endodermo o ectodermo, células madre derivadas de tejido adiposo, célula madre mesenquimatosa,
célula madre hematopoyética, célula precursora derivada de la piel, célula del foliculo piloso, fibroblasto,
queratinocito, célula epidérmica, célula endotelial, célula epitelial, célula epitelial granulosa, melanocito, adipocito,
condrocito, hepatocito, linfocitos B, linfocitos T, granulocito, macréfago, monocito, célula mononuclear, células de los
islotes pancreaticos, célula de Sertoli, neurona, célula glial, célula muscular cardiaca y otra célula muscular.

5. El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente, en el que el inhibidor de la metilacion del ADN se
selecciona del grupo que consiste en 5-azacitidina, 5-aza-2’-desoxicitidina, 1-B-D-arabinofuranosil-5-azacitosina,
dihidro-5-azacitidina, zebularina y RG108; el inhibidor de la desacetilacion de histonas se selecciona del grupo que
consiste en acido valproico, fenilbutirato, tricostatina A, butirato de sodio, 5 benzamidas y tetrapéptidos ciclicos; y el
desmetilador de ADN es la proteina 2 del dominio de unién a metil-CpG (MBD2).

6. El procedimiento de cualquier reivindicacion anterior, en el que la NSLC asi obtenida posee todas las siguientes
caracteristicas:

i) capacidad de autorrenovacion o proliferacion;

ii) no es una célula cancerosa;

iii) es estable y no se mantiene artificialmente por la expresion génica forzada o por medios similares y se puede
mantener en medios de células madre neurales estandar;

iv) puede diferenciarse en al menos una de una célula progenitora, una célula precursora, una célula somatica y
otro tipo de célula mas diferenciada del mismo linaje, excepto si la célula es una célula somatica diferenciada
terminalmente;

v) no exhibe crecimiento descontrolado, formacién de teratoma y formacion de tumores in vivo.

7. El procedimiento de las reivindicaciones 1,2 0 4 a 6, en el que la NSLC asi obtenida posee una o mas de las
siguientes caracteristicas:

- expresion de uno o mas marcadores de células madre seleccionados del grupo que consiste en Sox2, nestina,
GFAP, Msi1 y Ngn2;

- disminucién de la expresion de uno o mas genes especificos de la célula del primer tipo;

- forma neuroesferas en el ensayo de formacion de colonias de neuroesferas;

- que se puede cultivar en suspensiéon o como un cultivo adherente;

- capaz de proliferar sin la presencia de un agente de reprogramacion exégeno durante mas de 1 mes;

- capaz de dividirse cada 36 horas a un pase bajo;

- positiva para la actividad telomerasa;

- capaz de diferenciarse en una célula de tipo neuronal, célula de tipo astrocito, célula de tipo oligodendrocito y
combinaciones de las mismas;

- disminucién de la expresion de la telomerasa y uno o mas marcadores de células madre neurales;

- tener uno o mas procesos morfolégicos similares a neuritas (axones y/o dendritas) de mas de un diametro de
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célula de longitud;

- expresion de al menos un antigeno neural especifico seleccionado del grupo que consiste en tubulina neural
especifica, proteina 2 asociada a los microtubulos, NCAM y marcador para un neurotransmisor;

- expresion de uno o mas marcadores neurales funcionales;

- capaz de liberar uno o mas factores neurotroéficos;

- negativa en un ensayo de formacion de colonias de tumores;

- negativa para el crecimiento de tumores en ratones SCID;

- negativa para el crecimiento de teratoma en ratones SCID;

- capaz de mejorar significativamente una o mas medidas funcionales después de la colocacién de un nimero
adecuado de NSLC en el hueco en un modelo de ablacién cerebral;

- capaz de mejorar significativamente o mantener una o mas medidas funcionales después de inyectar un
numero adecuado de NSLC en un modelo de EAE; o

- capaz de mejorar una o mas medidas funcionales mas significativamente que las hNPC en lesiones del SNC o
modelos neurodegenerativos.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se obtiene una pluralidad de
NSLC y en el que dicha pluralidad de NSCL se organiza dentro de una estructura tridimensional.
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