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DESCRIPCION
Métodos de reprogramacion nuclear de células
Campo de la invencion
La invencion se refiere a métodos de reprogramacion de células madre.
Antecedentes de la invencion

La transformacion de células diferenciadas para inducir células madre pluripotentes (CMPi) ha revolucionado la
biologia de las células madre al proporcionar una fuente mas tratable de células pluripotentes para la terapia
regenerativa. La obtencion de CMPi a partir de numerosas fuentes de células normales y enfermedad ha permitido la
generacion de células madre para la eventual utilizacion en terapia celular y medicina regenerativa.

Los estudios seminales de Yamanaka y colaboradores han revelado que la expresion ectépica de determinados
factores transcripcionales podria inducir pluripotencialidad en las células somaticas. Estas células madre pluripotentes
inducidas se autorrenuevan y se diferencian en una amplia diversidad de tipos celulares, convirtiéndolas en una opcién
atractiva para las terapias de enfermedades y de medicina regenerativa. Se han utilizado para modelar con éxito
enfermedades humanas y presentan un gran potencial para la utilizacion en el cribado de farmacos y la terapia celular.
Ademas, las CMPi generadas a partir de células enfermas podrian servir como herramientas utiles para estudiar
mecanismos de enfermedad y potenciales terapias. Sin embargo, queda mucho por entender sobre los mecanismos
subyacentes de la reprogramacion de las células somaticas en CMPi y hay inquietud respecto a las potenciales
aplicaciones clinicas en ausencia de un conocimiento de los mecanismos.

El conjunto original de factores (RF) para reprogramar la pluripotencialidad incluye Oct3/4, Sox2, c-Myc, KIf4, Lin8 y
Nanog. Oct3/4 y Sox2 son factores de transcripcion que mantienen la pluripotencialidad en las células madre
embrionarias (ME), mientras que Kif4 y c-Myc son factores de transcripcion que se cree refuerzan la eficiencia de
generacion de CMPi. El factor de transcripcion c-Myc se cree modifica la estructura de la cromatina, permitiendo que
Oct3/4 y Sox2 accedan mas eficientemente a genes necesarios para la reprogramacion, mientras que Kif4 potencia la
activacion de determinados genes por parte de Oct3/4 y Sox. Nanog, al igual que Oct3/4 y Sox, es un factor de
transcripcion que mantiene la pluripotencialidad en células ME, mientras que Lin28 es una proteina de unién a ARNm
que se cree influye sobre la traduccién o estabilidad de ARNm especificos durante la diferenciacion. También se ha
demostrado que la expresion retrovirica de Oct3/4 y Sox, junto con la coadministracion de acido valproico, un
desestabilizador de la cromatina e inhibidor de la histona desacetilasa, resulta suficiente para reprogramar los
fibroblastos en CMPi.

Se ha demostrado que varias clases de vectores inducen pluripotencialidad al sobreexpresar las combinaciones
génicas requeridas. Los primeros vectores se basaban en retrovirus y trasposones que se integraban en el ADN para
la reprogramacion nuclear. Aunque efectivos, surge inherentemente inquietud sobre su potencial tumorigenicidad,
mediante mutagénesis por insercion o mediante reexpresion de factores de reprogramacion oncogénicos. Aunque se
han utilizado enfoques de administracion génica de sitio Cre-LoxP o de trasposén PiggyBac para extraer ADN foraneo
del genoma del anfitrién tras la administracion génica, ninguna de estas estrategias elimina el riesgo de mutagénesis
debido a que dejan una pequefia insercion de ADN foraneo residual.

Como alteARNtiva a la modificacién genética, se ha demostrado que el ARNm, los plasmidos episdmicos de ADN y
las proteinas que penetran en las células (PPC) resultan eficaces como factores de reprogramacion.

Seiga Ohmine et al. describen un método para generar células CMPi a partir de células progenitoras hematopoyéticas
0 a partir de células mononucleares de sangre periférica bajo condiciones de buenas practicas de fabricacion (BPF),
y muestran que las células CMPi obtenidas pueden diferenciarse en las tres capas germinales (ver la fig. 1). Lui Te et
al. describen un método para generar células CMPi a partir de liquido amniético humano mediante la sobreexpresion
de oct4 en estas células (véase la fig. 1). Huangfu Danwei et al. Describen un método para generar células madre
pluripotentes y muestra que la adicion de inhibidores de HDAC, tales como el acido valproico potencia en gran medida
la eficiencia de reprogramacion (véase la fig. 1). El documento n°® WO2012/11248 describe un método para potenciar
la eficiencia de reprogramacion de una célula mediante la expresion de factores de pluripotencialidad en la célula y la
sobreexpresion de PARP-1. El documento n® W0O2010/033920 describe un método para potenciar la eficiencia de
reprogramacion mediante la utilizacion de un agente que inhibe la metilacion de las histonas. En el documento n°®
WO02012/079278 se describe un método que permite la preparacion mejorada (5 a 60 veces) de células CMPi con
elevada eficiencia de produccion mediante la adicién de sal de litio. EI documento n°® W0O2008/008923 describe una
composicion que comprende un péptido un ARNip, y que puede comprender ademas hidroxido de aluminio. La
composicion, al inyectarla en ratones SCID que portan melanomas cutaneos humanos, reduce el peso y el tamario de
los tumores de melanoma en 57% en comparacion con animales de control correspondientes que recibian inyecciones
intravenosas de PBS (véase la Tabla 3).

Estos vectores no integrantes, aunque funcionales, con frecuencia resultan en eficiencias de reprogramacion
reducidas, como resultado de su mecanismo de accién especifico o debido a la compleja naturaleza de su practica.
Debido a que los enfoques basados en moléculas no integrantes y/o pequefias para la generacion o trans-
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diferenciaciéon de CMPi en un tipo celular somatico diferente son vectores clinicamente relevantes, se vuelve
importante para incrementar la robustez, eficiencia y facilidad de utilizacion de dichos métodos. La presente invencion
resuelve estas cuestiones.

Compendio de la invencion

Un aspecto de la invencion se refiere a un método de reprogramacion nuclear de una célula somatica de mamifero,
comprendiendo el método: poner en contacto una poblacién de células somaticas de mamifero con (a) una dosis eficaz
de moléculas de patron molecular asociado al dafio (DAMP, por sus siglas en inglés), en el que DAMP es una
composicion de aluminio seleccionada del grupo que consiste en hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio y sulfato
de aluminio, y (b) un coctel de factores de reprogramacion, durante un periodo de tiempo suficiente para reprogramar
las células somaticas de mamifero en tipo celular de interés deseado, en el que el tipo celular deseado es una célula
madre pluripotente inducida (CMPi).

En una realizacion de dicho aspecto de la invencion, el DAMP es una composicion de aluminio. En otra realizacion, la
composicion de aluminio y coctel de factores de reprogramacion no integrantes se proporcionan simultaneamente. En
otra realizacion, la composicion de aluminio y el céctel de factores de reprogramacion no integrantes se proporcionan
secuencialmente. En una realizaciéon todavia adicional, la composicion de aluminio se selecciona del grupo que
consiste en hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio y sulfato de aluminio. En todavia otra realizacion, la composicion
de aluminio es hidréxido de aluminio. En todavia otra realizacién, el hidréxido de aluminio esta presente a una
concentracion de aproximadamente o por lo menos 40 a 80 microgramos/ml. En todavia una realizacién adicional, la
dosis eficaz del hidréxido de aluminio es de por lo menos o aproximadamente 30 a 60 microgramos/ml. En todavia
otra realizacion, la composiciéon de aluminio es fosfato de aluminio. En todavia otra realizacion, la composicion de
aluminio es sulfato de aluminio.

En una realizacion adicional, las células somaticas humanas son células humanas. En una realizaciéon todavia
adicional, el coctel de factores de reprogramacion comprende la utilizacion de Oct4, Sox2, Lin28 y Nanog, y las células
se reprograman para que sean pluripotentes. En todavia otra realizacion, el céctel de factores de reprogramacion
comprende la utilizacion de Oct4, Sox2, c-Myc y kif4, y las células se reprograman para que sean pluripotentes. En
todavia otra realizacion, el tipo de célula somatica es una célula mononuclear de sangre periférica (PBMC, por sus
siglas en inglés), células mononucleares de sangre del corddn, o fibroblastos. En una realizacion todavia adicional,
los factores de reprogramacion se proporcionan como proteinas que penetran en las células. En una realizacion
adicional, los factores de reprogramacion se proporcionan como acidos nucleicos codificantes de proteinas de
reprogramacion. En todavia otra realizacion, el tipo celular de interés deseado es una célula madre pluripotente
inducida (CMPi).

Otro aspecto de la descripcion implica un método de reprogramacion nuclear en el que la eficiencia de reprogramacion
nuclear es mayor que si el método se llevase a cabo sin la composicion de aluminio. En una realizacion de este aspecto
de la descripcion, la eficiencia de reprogramacion nuclear es aproximadamente 1 a aproximadamente 5 veces mayor
que la expresion de por lo menos un marcador de pluripotencialidad clave. Tal como se describe en la presente
memoria, la eficiencia de reprogramacion nuclear es aproximadamente 1 a aproximadamente 5 veces mayor que la
cantidad de tipo celular de interés deseado que se produce.

Otro aspecto de la descripcidon se refiere a una poblacién de células madre pluripotentes inducidas producidas
mediante cualquiera de los métodos de la descripcién. En una realizacion, las células madre pluripotentes inducidas
son células humanas.

Otro aspecto de la descripcion se refiere a un kit para la puesta en practica de los métodos de la invencién. Tal como
se describe en la presente memoria, el kit comprende factores de reprogramacion y una composicion de aluminio. Tal
como se describe en la presente memoria, el kit ademas comprende células somaticas. Un aspecto todavia adicional
de la descripcion se refiere a una composicion terapéutica que comprende una composiciéon DAMP, tal como una
composicion de aluminio, y uno o mas factores de reprogramacion y/o acidos nucleicos codificantes de los mismos y/o
moléculas pequenias, para la administracion in vivo, para la modulacion terapéutica del fenotipo celular y/o tisular. Otro
aspecto de la descripcion se refiere a métodos de tratamiento de un paciente que lo necesita mediante la
administracion en el paciente de una cantidad terapéuticamente eficaz de las composiciones terapéuticas de la
descripcion.

Breve descripcion de las figuras

Puede alcanzarse una comprension mas completa de la presente invencion haciendo referencia a los dibujos adjuntos,
al considerarlos junto con la descripcion detallada a continuacion. Las realizaciones ilustradas en los dibujos pretenden
Unicamente ejemplificar la invencion y no deben interpretarse como limitativos de la invencién a las realizaciones
ilustradas.

La figura 1 muestra una imagen del procedimiento de obtencion de CMPi utilizando métodos descritos en la presente
memoria.

Las figuras 2, 3, 4 y 5 ilustran resultados experimentales de utilizacion de concentraciones variables de hidréxido de
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aluminio para obtener CMPi procedentes de diversos donantes bajo condiciones hipdxicas y normoxicas utilizando los
métodos descritos en la presente memoria.

Descripcion detallada de la invencién

En la presente memoria se describen métodos para potenciar la reprogramacion nuclear de células somaticas para
convertirlas en células madre pluripotentes inducidas. En particular, los métodos descritos en la presente memoria
implican la utilizacion de moléculas de patrén molecular asociado al dafio (DAMP). En determinadas realizaciones, las
DAMP son composiciones de aluminio, tales como hidroxido de aluminio. Se ha encontrado inesperada y
sorprendentemente que tales DAMP potencian la eficiencia de reprogramacion nuclear de los factores de
reprogramacion habitualmente utilizados para inducir células somaticas para que se conviertan en células madre
pluripotentes inducidas. Por consiguiente, esta descripcion describe métodos de reprogramacion nuclear, asi como
células obtenidas de tales métodos, junto con métodos terapéuticos para utilizar tales células en el tratamiento de
enfermedades susceptibles de tratamiento mediante terapia de células madre, asi como kits para dichos usos.

Debe entenderse que la presente invencion no esta limitada a la metodologia protocolos, lineas celulares, especies o
géneros animales y reactivos particulares indicados, ya que estos pueden variar. También debe entenderse que la
terminologia utilizada en la presente memoria se proporciona a fin de describir realizaciones particulares
exclusivamente, y que no pretende limitar el alcance de la presente invencién, que estara limitada exclusivamente por
las reivindicaciones adjuntas.

La utilizacion de las palabras “un” o “una” utilizadas junto con la expresion “que comprende” en las reivindicaciones

y/o en la memoria puede significar “uno”, aunque también es consistente con el significado de “uno o mas”, “por lo
menos uno” y “uno o mas de uno”.

En toda la presente solicitud, el término “aproximadamente” se utiliza para indicar que un valor incluye la variacion de
error inherente del dispositivo, utilizando el método para determinar el valor, o la variacién que existe entre los sujetos
de estudio. Tipicamente, el término pretende comprender una variabilidad aproximadamente igual o inferior a 1%, 2%,
3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19% o0 20%, segun la situacion.

“

La utilizacion del término “0” en las reivindicaciones se utiliza para referirse a “y/0” a menos que se indique
explicitamente que hace referencia a alteARNtivas exclusivamente o que las alteARNtivas sean mutuamente
excluyentes, aunque la descripcion proporciona una definicion que se refiere alteARNtivas exclusivamente e “y/o0”.

Tal como se utiliza en la presente memoria y en la reivindicacién o reivindicaciones, los términos “comprendiendo” (y
cualquier forma de comprendiendo, tal como “comprende”), “presentando” (y cualquier forma de presentando, tal como
“presenta”), “incluyendo” (y cualquier forma de incluyendo, tal como “incluye”) o “conteniendo” (y cualquier forma de
conteniendo, tal como “contiene”) son inclusivas y de significado abierto y no excluyen elementos o etapas del método
no indicadas adicionales. Esta contemplado que pueda implementarse cualquier realizacion comentada en la presente
memoria con respecto a cualquier método o composicion de la invencion, y viceversa. Ademas, pueden utilizarse
composiciones de la invencion para conseguir métodos de la invencion.

Se hace referencia a “totipotencia” en la presente memoria como la capacidad de una célula individual de dividirse y/o
diferenciarse para producir todas las células diferenciadas en un organismo, incluyendo tejidos extraembrionarios.
Entre las células totipotentes se incluyen esporas y cigotos. En algunos organismos, las células pueden
desdiferenciarse y recuperar la totipotencia.

Se hace referencia a “pluripotencialidad” en la presente memoria como al potencial de diferenciarse en cualquier de
las tres capas germinales: endodermo (revestimiento interior del estdmago, tracto gastrointestinal, pulmones),
mesodermo (musculo, hueso, sangre, urogenital) o ectodermo (tejidos epidérmicos y sistema nervioso).

Las “células madre pluripotentes” incluyen las células madre pluripotentes naturales y las células madre pluripotentes
inducidas. Pueden producir cualquier tipo celular fetal o adulto. Sin embargo, solas generalmente no pueden
desarrollarse en un organismo fetal o adulto debido a que no poseen el potencial de contribuir a tejido extraembrionario,
tal como la placenta.

Las “células madre pluripotentes inducidas” o (“‘CMPi”) son similares a las células madre pluripotentes naturales, tales
como las células madre (CM) embrionarias, en muchos aspectos, tales como la expresion de determinados genes y/o
proteinas de la célula madre, los patrones de metilacién de la cromatina, el tiempo de duplicacién, la formacion de
cuerpos embrioides, la formacion de teratoma, la formacion de quimeras viables y la potencia y diferenciabilidad. Las
células pluripotentes inducidas pueden derivarse de, por ejemplo, células adultas de estdbmago, higado, piel y sangre.
Las CMPi pueden derivarse mediante transfeccion de determinados genes asociados a célula madre en células no
pluripotentes, tales como fibroblastos adultos. En determinadas realizaciones, la transfeccion puede conseguirse
mediante vectores viricos, tales como retrovirus, por ejemplo, y vectores no viricos o episémicos. Entre los genes
transfectados pueden incluirse, aunque sin limitarse a ellos, transgenes de los factores transcripcionales maestros
Oct-3/4 (Poubfl), KIf4, c-myc, Sox2, Oct-4, Nanong y Lin28. Las subpoblaciones de células transfectadas pueden
empezar a ser morfolégica y bioquimicamente similares a células madre pluripotentes, y pueden aislarse mediante
seleccion morfoldgica, tiempo de duplicacion o mediante un gen informador y seleccion con antibiético.
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Entre los “marcadores de pluripotencialidad clave” conocidos por el experto ordinario en la materia se incluyen, aunque
sin limitarse a ellos, la expresion génica y/o proteica de fosfatasa alcalina, SSEA3, SSEA4, Sox2, Oct3/4, Nanog,
TRA160, TRA181, TDGF1, Dnmt3b, FoxD3, GDF3, Cyp26a1, TERT y zfp42.

Se hace referencia a la “multipotencialidad” en la presente memoria como células progenitoras multipotentes que
presentan el potencial de producir multiples tipos celulares, aunque un nimero de linajes mas limitado que una célula
madre pluripotente. Por ejemplo, una célula madre multipotente es una célula hematopoyética que puede desarrollarse
en varios tipos de células sanguineas, pero no puede desarrollarse en células cerebrales o en otros tipos de células.

La expresion “factores de reprogramacion”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a uno o a un céctel
de polipéptidos bioldgicamente activos (o acidos nucleicos, p.ej., ADN o ARN, codificantes de los mismos) o moléculas
pequefas que actuan sobre una célula alteARNdo la transcripcion y que, con la expresion, reprograman una célula
somatica en un tipo celular diferente, o a multipotencialidad o a pluripotencialidad. En algunas realizaciones, los
factores de reprogramacion pueden ser no integrantes, es decir, proporcionados a la célula somatica receptora en una
forma que no resulta en la integracion de ADN exdgeno en el genoma de la célula receptora.

En algunas realizaciones, el factor de reprogramacion es un factor de transcripcion, incluyendo, aunque sin limitacion,
Oct3/4, Sox2, Kif4, c-Myc y Nanog. También resulta de interés como factor de reprogramacion Lin28, que es una
proteina de unidon a ARNm que se cree que influye sobre la traduccion o estabilidad de los ARNm especificos durante
la diferenciacion.

Entre los factores de reprogramacion de interés se incluyen ademas factores utiles en la trans-diferenciacion, en la
que una célula somatica se reprograma en una célula somatica diferente. Para el propdésito de la trans-diferenciacion
de una célula somatica en otro tipo celular somatico sustancialmente diferente, encuentra utilidad un conjunto diferente
de factores de reprogramacion. Por ejemplo, para trans-diferenciar un fibroblasto en un cardiomiocito, podrian
utilizarse los péptidos que penetran en las células Gata4, Mef2c y Tbx5 (Leda et al., Cell, volumen 142, n° 3, 375-386,
6 de agosto, 2010).

Los factores de reprogramacion pueden proporcionarse en forma de composiciones de polipéptidos aislados, es decir,
en una forma libre de células, que son biolégicamente activos o en forma de acidos nucleicos (p.ej., ADN o ARN)
codificantes de los mismos. La actividad biolégica puede determinarse mediante ensayos de unién a ADN especificos,
o mediante la determinacion de la eficacia del factor en la alteracién de la transcripcion celular. Una composicion de
la invencién puede proporcionar uno o mas factores de reprogramacion biolégicamente activos. La composicion puede
comprender por lo menos aproximadamente 50 pg/ml de factor de reprogramaciéon soluble, por lo menos
aproximadamente 100 pg/ml, por lo menos aproximadamente 150 pg/ml, por lo menos aproximadamente 200 pg/ml,
por lo menos aproximadamente 250 pg/ml, por lo menos aproximadamente 300 pyg/ml o mas.

Un polipéptido KIf4 es un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos que es por lo menos 70% idéntica
a la secuencia de aminoacidos de KIf4 humana, es decir, el factor 4 similar a Kruppel, la secuencia del cual se
encuentra en GenBank n° de acceso NP_004226 (SEC ID n°® 1) y NM_004235 (SEC ID n° 2). Los polipéptidos Kif4,
p.€j. los que son por lo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 95%, 97%, 99% o 100% idénticos a la secuencia
proporcionada en GenBank n° de acceso NM_004235 (SEC ID n° 2) y los acidos nucleicos que los codifican
encuentran utilidad como factor de reprogramacion en la presente invencion.

Un polipéptido c-Myc es un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es por lo menos 70%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de c-Myc humana, es decir, el homdlogo del oncogén virico de la
mielocitomatosis, la secuencia del cual puede encontrarse en GenBank n° de acceso NP_002458 (SEC ID n° 3) y
NM_002467 (SEC ID n° 4). Los polipéptidos c-Myc, p.ej., los que son por lo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 95%, 97%, 99% o 100% idénticos a la secuencia proporcionada en GenBank n°® de acceso NM_002467 (SEC
ID n° 4) y los acidos nucleicos que los codifican encuentran utilidad como factor de reprogramacioén en la presente
invencion.

Un polipéptido Nanog es un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es por lo menos 70%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de Nanog humano, es decir, la caja homeo de Nanog, la secuencia del cual
puede encontrarse en GenBank n° de acceso NP_079141 (SEC ID n° 5) y NM_024865 (SEC ID n° 6). Los polipéptidos
Nanog, p.€j., los que son por lo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 95%, 97%, 99% o 100% idénticos a la
secuencia proporcionada en GenBank n° de acceso NM_024865 (SEC ID n° 6) y los acidos nucleicos que los codifican
encuentran utilidad como factor de reprogramacion en la presente invencion.

Un polipéptido Lin-28 es un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es por lo menos 70%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de Lin-28 humano, es decir, homodlogo de Lin-28 de C. elegans, la secuencia
del cual puede encontrarse en GenBank n°® de acceso NP_078950 (SEC ID n° 7) y NM_024674 (SEC ID n° 8). Los
polipéptidos Lin-28, p.ej. los que son por lo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 95%, 97%, 99% o 100%
idéntico a la secuencia proporcionada en GenBank n° de acceso NM_024674 (SEC ID n° 8) y los acidos nucleicos que
los codifican encuentran utilidad como un factor de reprogramacion en la presente invencion.

Un polipéptido Oct3/4 es un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es por lo menos 70%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de Oct3/4 humano, también conocido como caja homeo 1 de clase 5 POU de
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Homo sapiens (POU5F 1), la secuencia del cual puede encontrarse en GenBank n° de acceso NP_002692 (SEC ID n°
9) y NM_002701 (SEC ID n° 10). Los polipéptidos Oct3/4, p.€j., los que son por lo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 95%, 97%, 99% o 100% idénticos a la secuencia proporcionada en GenBank n° de acceso NM_002701
(SEC ID n° 10) y los acidos nucleicos que los codifican encuentran utilidad como un factor de reprogramacion en la
presente invencion.

Un polipéptido Sox2 es un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos por lo menos 70% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de Sox2 humano, es decir, la proteina de la caja 2 de la region Y determinante del sexo, la
secuencia del cual puede encontrarse en GenBank n°® de acceso NP_003097 (SEC ID n® 11) y NM_003106 (SEC ID
n® 12). Los polipéptidos Sox2, p.ej. los que son por lo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 95%, 97%, 99%
0 100% idénticos a la secuencia proporcionada en GenBank n° de acceso NM_003106 (SEC ID n° 12) y los acidos
nucleicos que Iso codifican encuentran utilidad como un factor de reprogramacion en la presente invencion.

Moléculas pequefias, incluyendo, aunque sin limitacion, acido valproico, acido hidroxamico, tricostatina A,
suberoilanilida de acido hidroxamico, BIX-01294 y BayK8644 se han descrito como utiles en la reprogramacion de
células (véase Shi et al. (2008), Cell Stem Cell 6; 3(5):568-574, y Huangfu et al. (2008), Nature Biotechnology 26:795-
797).

Las “moléculas de patron molecular asociado al dafio” (DAMP) también conocidas como moléculas de patron
molecular asociado al dafio, tal como se utilizan en la presente memoria son moléculas que pueden iniciar y perpetuar
respuestas inmunoldgicas en una respuesta inflamatoria no infecciosa. En contraste, las moléculas de patron
molecular asociadas a patégenos (PAMP) inician y perpetuan la respuesta inflamatoria a patégenos infecciosos. Las
DAMP pueden ser proteinas nucleares o citosdlicas. Al liberarse fuera de la célula o exponerse sobre la superficie de
la célula tras la lesiéon de un tejido, pueden desplazarse de un medio reductor a uno oxidante, lo que puede resultar
en su desnaturalizacion. Tras la necrosis, el ADN tumoral se libera al exterior del nucleo y al exterior de la célula,
pudiéndose convertir en una DAMP. Entre los ejemplos de DAMP pueden incluirse, aunque sin limitacion, moléculas
de HMGB1, ADN, ARN, S100, metabolitos purinas, acido uUrico, nanoparticulas, asbesto, composiciones de aluminio
tales como sales de aluminio, beta-amiloide, silice, cristales de colesterol, hemozoina, dehidrato de pirofosfato de
calcio y similares. En determinadas realizaciones, la presencia de DAMP puede potenciar la eficiencia de la
reprogramacion como resultado de la exposicion a los factores de reprogramacion.

La expresiéon “composiciones de aluminio” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a moléculas que
contiene aluminio elemental, sales de aluminio, iones de aluminio y/o aluminio unido covalente o iénicamente a otro
elemento. En algunas realizaciones, la expresion se refiere a sales de aluminio, hidroxidos de aluminio, sulfato de
aluminio y fosfatos de aluminio.

“Aluminio” es un elemento quimico en el grupo del boro con simbolo Al y niumero atémico 13. Es un metal blanco
plateado, blando y ductil. El aluminio es el tercer elemento mas abundante (después del oxigeno y el silicio) y el metal
mas abundante en la corteza de la Tierra. La mayoria de compuestos, incluyendo todos los minerales que contienen
Al y todos los compuestos de aluminio comercialmente significativos, presentan aluminio el estado de oxidacion 3+.
El nimero de coordinacion de tales compuestos varia, aunque generalmente AIP* es hexacoordinado o
tetracoordinado. Practicamente todos los compuestos de aluminio (lll) son incoloros. El aluminio forma un 6xido
estable, conocido por el nombre de mineral corindén. El zafiro y el rubi son corindén impuro contaminado con
cantidades traza de otros metales. Los dos 6xidos-hidroxidos, AIO(OH), son boehmita y diaspora. Existen tres
trihidroxidos: bayerita, gibbsita y nordstrandita, que difieren en su estructura cristalina (polimorfos). La mayoria se
producen a partir de menas mediante una diversidad de procedimientos humedos utilizando acidos y bases. El
calentamiento de los hidréxidos conduce a la formacién de corindén.

El “hidréxido de aluminio” tal como se utiliza en la presente memoria es Al(OH)3, ATH, en ocasiones denominado
erroneamente hidrato de alimina, y se encuentra en la naturaleza como el mineral gibbsita (también conocido como
hidrargilita) y sus tres polimorfos mas raros: bayerita, doyleita y nordstrandita. El hidroxido de aluminio recién
precipitado forma geles, que es la base para la aplicacion de sales de aluminio como floculantes en la purificacion de
agua. Este gel cristaliza con el tiempo. Los geles de hidréxido de aluminio pueden deshidratarse (p.gj., utilizando
solventes no acuosos miscibles en agua como el etanol), formando unos polvos amorfos de hidroxido de aluminio, que
son facilmente solubles en acidos. Los polvos de hidréxido de aluminio que se calientan a una temperatura elevada
bajo condiciones cuidadosamente controladas se conocen como alimina activada y se utilizan como desecante, un
adsorbente, en la purificacién de gases, como un soporte de catalizador de Claus, en la purificacién de agua y como
adsorbente para la catalisis durante la fabricacion de polietileno mediante el procedimiento de Sclairtech. La gibbsita
presenta una estructura tipica de hidréoxido de metal, con enlaces de hidrégeno. Esta constituido de capas dobles de
grupos hidroxilo con iones de aluminio ocupando dos tercios de los orificios octaédricos entre las dos capas.

El hidréxido de aluminio puede fabricarse comercialmente mediante el procedimiento de Bayer, que implica disolver
bauxita en hidréxido sédico a temperaturas de hasta 270°C. Los sdélidos remanentes, que forman un lodo rojo, se
separan y el 6xido de aluminio se precipitada de la solucién remanente. El éxido de aluminio que se produce puede
convertirse en hidréxido de aluminio mediante la reaccion con agua.

El “fosfato de aluminio” (AIPO4) es un compuesto quimico cuya forma anhidra se encuentra en la naturaleza como el
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mineral berlinita. También se conocen muchas formas sintéticas de fosfato de aluminio anhidro. Presentan estructuras
de marco similares a las zeolitas y algunas se utilizan como catalizadores o tamices moleculares. Se conoce una forma
hidratada, AIPO4-1,5H20. EIl gel de fosfato de aluminio también se encuentra comercialmente disponible. Existe un
gran numero de tamices moleculares de fosfato de aluminio, genéricamente conocidos como “ALPO”. Comparten la
misma composicion quimica del AIPO. y las estructuras de marco con cavidades microporosas y las estructuras estan
constituidas de tetraedros alteARNntes de AlO4 y PO4. El mineral de AIPO, cristalino sin cavidades, mas denso, de la
berlinita comparte los mismos tetraedros alteARNntes de AlO4 y PO4. Las estructuras de marco de aluminofosfato
difieren entre si en la orientacion de los tetraedros de AlO, y los tetraedros de PO,, formando cavidades de diferente
tamafio y, en este aspecto, son similares a las zeolitas aluminosilicato, que difieren en que presentan marcos
eléctricamente cargados. Una preparacion tipica de un aluminofosfato implica la reaccion hidrotérmica de acido
fosférico y aluminio en forma de hidréxido, una sal de aluminio tal como la sal o alcéxido de nitrato de aluminio bajo
pH controlado en presencia de aminas organicas. Estas moléculas organicas actian como moldes (ahora
denominados agentes directores de estructura, al dirigir el crecimiento del marco poroso).

“Sulfato de aluminio” es un compuesto quimico con la férmula Alx(SO4)s. Es soluble en agua y se utiliza principalmente
como agente floculante en la purificacién de agua potable. El sulfato de aluminio en ocasiones se considera un tipo
alumbre. Los alumbres son una clase de compuestos relacionados tipificados por AB(SO4)212H,0. La forma anhidra
se observa naturalmente como el mineral raro milosevichita, observado en, p.ej., medios volcanicos y al incinerar pilas
de residuos de mineria del carbon. El sulfato de aluminio raramente, si alguna vez, se encuentra en forma de la sal
anhidra. Forma varios hidratos diferentes, de los cuales el hexadecahidrato Alx(SO.)3-16H20 y el octadecahidrato
Alx(SO4)3:18H,0 son los mas comunes. El heptadecahidrato, la féormula del cual se escribe como
[Al(H20)6]2(SO4)3-5H20 se encuentra naturalmente en forma del mineral alunégeno.

La dosis de un DAMP (p.ej., una composicion de aluminio) que resulta eficaz en los métodos de la invencion es una
dosis que incrementa la eficiencia de reprogramacion de una célula o poblacién celular, respecto al mismo método
llevado a cabo en ausencia el DAMP. El término “reprogramacion” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere
a la reprogramacion nuclear de una célula somatica en una célula pluripotente (p.ej., un fibroblasto en una célula
pluripotente inducida) o la reprogramacion nuclear de una célula somatica en una célula somatica sustancialmente
diferente (p.ej., un fibroblasto en una célula endotelial) in vitro o in vivo. El dltimo procedimiento también se conoce
como trans-diferenciacion.

En determinadas realizaciones, las células que se reprograman se exponen a una concentracion de DAMP, tal como
una composicién de aluminio, que presenta una concentracién de aproximadamente, o por lo menos, o exactamente
1,10,102 0 103 veces 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59,
60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72,73, 74, 75,76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90,
91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100 nanogramos, microgramos, miligramos o gramos por ml de medio de cultivo
celular. En otra realizacion, las células se exponen a dicha concentracién durante aproximadamente o por lo menos o
exactamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 minutos, horas o dias
antes, después o durante la exposicion de las células somaticas en factores de reprogramacion.

La expresion “eficiencia de reprogramacion” puede utilizarse para referirse a la capacidad de las células de producir
colonias de células CMPi al ponerlas en contacto con factores de reprogramacion. Las células somaticas que
demuestran una eficiencia incrementada de reprogramacion en pluripotencialidad demuestran una capacidad
potenciada de producir las CMPi al ponerse en contacto con factores de reprogramacion respecto a un control. La
expresion “eficiencia de reprogramacion” puede referirse también a la capacidad de las células somaticas de
reprogramarse en un tipo celular somatico sustancialmente diferente, un procedimiento conocido como trans-
diferenciacion. La eficiencia de reprogramacién con los métodos de la invencion varia con la combinacion particular
de células somaticas, el método de introduccion de factores de reprogramacion y el método de cultivo después de la
induccion de la reprogramacion.

En determinadas realizaciones, la presencia de un DAMP resulta en aproximadamente o por lo menos o exactamente
1,10,1020103 veces 1,2, 3,4,5,6,7, 8, 9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59,
60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72,73, 74,75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90,
91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100 porcentaje de incremento de: 1) el nivel de expresién de uno o mas marcadores
de pluripotencialidad clave, o 2) el numero de CMPi formadas, cada uno en comparaciéon con el mismo método de
reprogramacion pero sin el DAMP (es decir, un control).

Métodos de induccion de pluripotencialidad in vitro

Se pone en contacto una poblacion inicial de células somaticas con factores de reprogramacion, tal como se ha
definido anteriormente, en una combinacion y cantidad suficientes para reprogramar la célula en pluripotencialidad
antes, concurrentemente o después de la activacion de la célula somatica con una dosis eficaz de un DAMP. En una
realizacion de la invencion, la composicion de aluminio s hidréxido de aluminio. Los factores de reprogramacion
pueden proporcionarse a las células somaticas individualmente o en forma de una Unica composicion, es decir, una
composicion premezclada, de factores de reprogramacion. En otra realizacion, la poblacién inicial de células somaticas
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es de células mononucleares de sangre periférica (PBMC), células mononucleares de sangre del corddn o fibroblastos.

En algunas realizaciones, la poblacion inicial de células se pone en contacto con una dosis eficaz de un DAMP durante
un periodo de tiempo de entre aproximadamente 1 y aproximadamente 18 dias, p.ej., de entre aproximadamente 1y
aproximadamente 5 dias, y puede ser de aproximadamente 2 a 3 dias.

Los factores de reprogramacion pueden afadirse a las células sujeto simultanea o secuencialmente en diferentes
tiempos, y pueden afiadirse en combinacion con el DAMP. En algunas realizaciones, se afiade un conjunto de por lo
menos tres factores de reprogramacion purificados, p.ej., un polipéptido Oct3/4, un polipéptido Sox2 y un polipéptido
KIf4, c-myc, Nanog o lin28. En algunas realizaciones, se proporciona a las células un conjunto de cuatro factores de
reprogramacion purificados, p.ej., un polipéptido Oct3/4, un polipéptido Sox2, un polipéptido KIf4 y un polipéptido c-
Myc, o un polipéptido Oct3/4, un polipéptido Sox2, un polipéptido 1in28 y un polipéptido Nanog.

Entre los métodos para introducir los factores de reprogramacion en células somaticas se incluye proporcionar una
célula con factores proteinas purificados o acidos nucleicos codificantes de las mismas. En algunas realizaciones, un
factor de reprogramacion comprendera las secuencias polipeptidicas del factor de reprogramacion fusionadas con un
dominio polipéptido que penetra en las células. Se conocen de la técnica varios dominios que penetran en las células
y pueden utilizarse en los polipéptidos no integrantes de accion en el nucleo de la presente invencion, incluyendo
portadores peptidicos, peptidomiméticos y no peptidicos. Por ejemplo, un péptido que penetra en las células puede
derivarse a partir de la tercera hélice alfa del factor de transcripcion Antennapaedia de Drosophila melanogaster,
denominado penetratina, que comprende la secuencia de aminoacidos RQIKIWNFQNRRMKWKK (SEC ID n° 13). A
titulo de otro ejemplo, el péptido que penetra en las células comprende la secuencia de aminoacidos de la region
basica tat del VIH-1, que puede incluir, por ejemplo, los aminoacidos 49 a 57 de la proteina tat natural. Entre otros
dominios que penetra en las células se incluyen los motivos poliarginina, por ejemplo, la regién de aminoacidos 34 a
56 de la proteina Rev del VIH-1, nona-arginina (SEC ID n° 14), octa-arginina (SEC ID n°® 15) y similares (véase, por
ejemplo, Futaki et al. (2003), Curr. Protein Pept. Sci. 2003, abril; 4(2):87-96, y Wender et al. (2000), Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 2000, 21 de nov., 97(24).13003-8, solicitudes publicadas de patente US n° 2003/0220334, n°
2003/0083256, n° 2003/0032593 y n° 2003/0022831, para las ensefianzas de péptidos y peptoides de
translocalizacion). La secuencia de nona-arginina (R9) (SEC ID n° 14) es una de las PTD mas eficientes que se han
caracterizado (Wender et al., 2000; Uemura et al., 2002).

En dichas realizaciones, las células se incuban en presencia de un factor de reprogramacion purificado durante
aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 72 horas, p.€j., 2 horas, 4 horas, 8 horas, 12 horas, 18 horas, 24,
horas, 36 horas, 48 horas, 60 horas, 72 horas, o cualquier otro periodo entre aproximadamente 30 minutos y
aproximadamente 72 horas. Tipicamente, los factores de reprogramacion se proporcionan a las células del sujeto
cuatro veces, y se deja que las células incuben con los factores de reprogramacion durante 48 horas, seguido de la
sustitucion del medio por medio fresco y se cultivan adicionalmente las células (véase, por ejemplo, Zhou et al. (2009),
Cell Stem Cells 4(5); 381-384). Los factores de reprogramacion pueden proporcionarse en las células del sujeto
durante aproximadamente una a aproximadamente 4 semanas, p.ej., entre aproximadamente dos y aproximadamente
3 semanas.

La dosis de factores de reprogramacion variara con la naturaleza de las células, los factores, las condiciones de cultivo,
etc. En algunas realizaciones, la dosis sera de entre aproximadamente 1 nM y aproximadamente 1 yM para cada
factor, mas habitualmente entre aproximadamente 10 nM y aproximadamente 500 nM, o aproximadamente 100 a 200
nM. En algunas realizaciones, las células se exponen inicialmente a una composicion de aluminio durante la exposicion
a los factores de reprogramacion durante por lo menos aproximadamente 1 dia, por lo menos aproximadamente 2
dias, por lo menos aproximadamente 4 dias, por lo menos aproximadamente 6 dias o una semana, y pueden
exponerse durante el procedimiento de reprogramacion completo, o menos. La dosis dependera del DAMP especifico,
aunque puede ser de entre aproximadamente 1 ng/ml y aproximadamente 1 pg/ml, de entre aproximadamente 10
ng/ml y aproximadamente 500 ng/ml. Después de cada provision pueden realizarse dos incubaciones de 16 a 24 horas
con los factores de recombinacion, seguido de la sustitucion del medio por medio fresco, y las células se cultivan
adicionalmente.

En algunas realizaciones, se utiliza un vector que no se integra en el genoma de la célula somatica. Se encuentran
disponibles muchos vectores Utiles para transferir genes exdgenos al interior de las células de mamifero diana. Los
vectores pueden mantenerse episémicamente, p.ej., en forma de plasmidos, vectores derivados de virus, tales como
citomegalovirus, adenovirus, etc. Los vectores utilizados para proporcionar factores de reprogramacion a las células
del sujeto en forma de acidos nucleicos tipicamente comprenderan promotores adecuados para controlar la expresion,
es decir, la activacion transcripcional, de los acidos nucleicos del factor de reprogramacion. Lo anterior puede incluir
promotores de accion ubicua, por ejemplo, el promotor beta-actina del CMV, o promotores inducibles, tales como
promotores que estan activos en las poblaciones celulares particulares o que responden a la presencia de farmacos
tales como la tetraciclina. Activacion transcripcional pretende referirse a que la transcripcion se incrementa sobre los
niveles basales en la célula diana en por lo menos o aproximadamente igual a 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 100 o 1000
veces.

Tras la introduccion de factores de reprogramacion, las células somaticas pueden mantenerse en un medio de cultivo
convencional que comprende células de capa de alimentaciéon, o pueden cultivarse en ausencia de capas de
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alimentacion, es decir, que no presenta células somaticas diferentes de las inducidas a pluripotencialidad. Los cultivos
libres de capa de alimentacion pueden utilizar una superficie recubierta con proteina, p.ej., Matrigel, etc. Las células
somaticas también pueden mantenerse en suspension o unirse a microportadores.

Las CMPi inducidas para convertirse en CMP mediante los métodos de la invencion pueden presentar una morfologia
de tipo CMENh, las cuales crecen en forma de colonias planas con grandes proporciones nucleo-citoplasma, bordes
definidos y nucleos prominentes. Ademas, las CMPi pueden expresar uno o mas marcadores de pluripotencialidad
clave conocidos por el experto ordinario en la materia, incluyendo, aunque sin limitarse a ellos, fosfatasa alcalina,
SSEAS3, SSEA4, Sox2, Oct3/4, Nanog, TRA160, TRA181, TDGF 1, Dnmt3b, FoxD3, GDF3, Cyp26a1, TERT y zfp42.
Ademas, las CMPi son capaces de formar teratomas. Ademas, son capaces de formar o contribuir a los tejidos del
ectodermo, mesodermo o endodermo en un organismo Vivo.

Los genes pueden introducirse en las células somaticas o en las CMPi derivadas de las mismas para una diversidad
de propésitos, p.ej., para sustituir genes con una mutacién de pérdida de funcion, para proporcionar genes
marcadores, etc. AlteARNtivamente, se introducen vectores que expresan ARNm antisentido ribozimas, bloqueando
de esta manera la expresion e un gen no deseado. Otros métodos de terapia génica son la introduccién de genes de
resistencia a farmaco para permitir que las células progenitoras normales presenten una ventaja y se vean sometidas
a presion selectiva, por ejemplo, el gen de resistente a multiples farmacos (RMF), o genes antiapoptosis, tales como
bcl-2. Pueden utilizarse diversas técnicas conocidas para introducir acidos nucleicos en las células diana, p.gj.,
electroporacion, ADN precipitado con calcio, fusion, transfeccion, lipofeccion, infeccion y similares, tal como se ha
comentado anteriormente. El modo particular en el que se introduce el ADN no resulta crucial para la practica de la
invencion.

Las CMPi producidas mediante los métodos anteriores pueden utilizarse para reconstituir o complementar células en
diferenciacion o diferenciadas en un receptor. Las células inducidas pueden diferenciarse en tipos celulares de
diversos linajes. Entre los ejemplos de células diferenciadas se incluyen células diferenciadas de los linajes
ectodérmico (p.ej., neuronas y fibroblastos), mesodérmico (p.ej., cardiomiocitos) o endodérmico (p.ej., células
pancreaticas). Las células diferenciadas pueden ser una o mas de: células beta pancreaticas, células madre neurales,
neuronas (p.ej., neuronas dopaminérgicas), oligodendrocitos, células progenitoras de oligodendrocitos, hepatocitos,
células madre hepaticas, astrocitos, miocitos, células hematopoyéticas o cardiomiocitos.

Existen numerosos métodos de diferenciacién de las células inducidas en un tipo celular mas especializado. Los
métodos de diferenciacion de células inducidas pueden similares a los utilizados para diferenciar células madre,
particularmente células ES, MSC, MAPC, MIAMI, células madre hematopoyéticas (HSC, por sus siglas en inglés). En
algunos casos, la diferenciacion se produce ex vivo; en algunos casos, la diferenciacion se produce in vivo.

Las células inducidas, o células diferenciadas a partir de células inducidas, pueden utilizarse como una terapia para
tratar enfermedades (p.ej., un defecto genético). La terapia puede dirigirse a tratar la causa de la enfermedad; o
alteARNtivamente, la terapia puede ser para tratar los efectos de la enfermedad o condicion. Las células inducidas
pueden transferirse a, o0 a un sitio proximo a, un sitio lesionado en un sujeto; o las células pueden introducirse en el
sujeto de una manera que permita que las células migren o se dirijan al sitio lesionado. Las células transferidas pueden
sustituir ventajosamente las células dafiadas o lesionadas y permitir la mejora de la condicion global del sujeto. En
algunos caos, las células transferidas pueden estimular la regeneracion o reparacion de tejidos.

Las células transferidas pueden ser células diferenciadas a partir de células inducidas. Las células transferidas también
pueden ser células madre multipotentes diferenciadas a partir de células inducidas. En algunos casos, las células
transferidas pueden ser células inducidas que no se han diferenciado.

El nimero de administraciones de tratamiento en un sujeto puede variar. La introducciéon de las células inducidas y/o
diferenciadas en el sujeto puede ser un suceso de una vez; aunque en determinadas situaciones, dicho tratamiento
puede inducir la mejora durante un periodo de tiempo limitado y requerir una serie continua de tratamientos repetidos.
En otras situaciones, pueden requerirse multiples administraciones de las células antes de que se observe un efecto.
Los protocolos exactos dependen de la enfermedad o condicion, el estado de la enfermedad y parametros del sujeto
individual que se esta tratando.

Las células pueden introducirse en el sujeto mediante cualquiera de las vias siguientes: parenteral, intravenosa,
intraarterial, intramuscular, subcutanea, transdérmica, intratraqueal, intraperitoneal o en liquido espinal.

Las CMPi pueden administrarse en cualquier medio fisiolégicamente aceptable. Pueden proporcionarse solas o con
un sustrato o matriz adecuado, p.ej., para proporcionar soporte a su crecimiento y/o organizacion en el tejido en el que
se trasplantan. Habitualmente, se administraran por lo menos 1x10° células, preferentemente 1x10 ® o mas. Las células
pueden introducirse mediante inyeccion, catéter o similar. Las células pueden congelarse a temperaturas de nitrégeno
liquido y almacenarse durante periodos de tiempo prolongados, siendo posible su utilizacion tras descongelarlas. Si
se congelan, las células habitualmente se almacenan en un medio de DMSO al 10%, FCS al 50%, RPMI 1640 al 40%.
Una vez descongeladas, las células pueden expandirse mediante la utilizacién de factores de crecimiento y/o células
estromales asociadas a la proliferacion y diferenciacion de células progenitoras.

Pueden proporcionarse kits, en donde el kit comprende una dosis eficaz de un DAMP, tal como una composiciéon de
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aluminio. En algunas realizaciones, la composicion de aluminio es un hidroxido de aluminio. El kit puede comprender
ademas uno o mas factores de reprogramacion, p.ej., en forma de proteinas fusionadas con un dominio que penetra
en las células.

“Tratar” o “tratamiento” se refiere en la presente memoria a administracion de una sustancia en un sujeto con el
proposito de curar, aliviar, mitigar, remediar, evitar o paliar un trastorno, sintomas del trastorno, un estado de
enfermedad secundario al trastorno o una predisposicién al trastorno. Una “cantidad eficaz” es una cantidad de la
sustancia que es capaz de producir un resultado médicamente deseable, tal como se indica en la presente memoria,
en un sujeto tratado. El resultado médicamente deseable puede ser objetivo (es decir, medible mediante algin ensayo
marcador) o subjetivo (es decir, el sujeto proporciona una indicacion o siente un efecto).

“Enfermedad susceptible de tratamiento con terapia de células madre” tal como se indica en la presente memoria se
refiere a cualesquiera procedimientos, condiciones, trastornos, afecciones y/o enfermedades que pueden tratarse
mediante la administracion de células madre, tales como CMPi. Entre dichas enfermedades se incluyen, aunque sin
limitarse a ellas, trasplante de médula 6sea, piel, corazén y coérnea, enfermedad del injerto contra el huésped,
insuficiencia hepatica y renal, lesion pulmonar, artritis reumatoide, tratamiento de enfermedades autoinmunoldgicas,
tales como enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, esclerosis multiple, lupus y diabetes; prevencion del rechazo de
aloinjerto, trastornos neurolégicos y medicina cardiovascular, asi como leucemia linfoblastica aguda (LLA), leucemia
mieloide aguda (LMA), linfoma de Burkitt, leucemia mieloide cronica (LMC), leucemia mielomonocitica juvenil (LMMJ),
linfoma de no Hodgkin, linfoma de Hodgkin, granulomatosis linfomatoide, sindrome mielodisplasico (SMD), leucemia
mielomonocitica crénica (LMMC), sindromes de insuficiencia de la médula 6sea, trombocitopenia amegacariocitica,
neutropenia autoimunolégica (grave), anemia diseritropoyética congénita, neutropenia ciclica, anemia de Diamond-
Blackfan, sindrome de Evan, anemia de Fanconi, enfermedad de Glanzmann, dermatomiositis juvenil, sindrome de
Kostmann, aplasia de células rojas, sindrome de Schwachman, anemia aplasica grave, anemia sideroblastica
congénita, trombocitopenia con radio ausente (sindrome TAR), disqueratosis congénita, trastornos sanguineos,
anemia de células falciformes (hemoglobina SS), enfermedad HbSC, talasemia falciforme B0, a-talasemia mayor
(hidropesia fetal), B-talasemia mayor (anemia de Cooley), p-talasemia intermedia, E-B0 talasemia, E-3+ talasemia,
trastornos metabodlicos, adrenoleucodistrofia, enfermedad de Gaucher (infantil), leucodistrofia metacromatica,
enfermedad de Krabbe (leucodistrofia de células globoides), enfermedad de Gunther, sindrome de Hermansky-Pudlak,
sindrome de Hurler, sindrome de Hurler-Scheie, sindrome de Hunter, sindrome de Sanfilipo, sindrome de Maroteaux-
Lamy, mucolipidosis tipo Il, Ill, alfa-manosidosis, sindrome de Niemann-Pick, tipo A y B, sindrome de Sandhoff,
enfermedad de Tay-Sachs, enfermedad de Batten (lipofuscinosis neuronal ceroidea hereditaria), enfermedad de
Lesch-Nyhan, inmunodeficiencias, ataxia telangiectasia, enfermedad granulomatosa crénica, sindrome de DiGeorge,
deficiencia de IKK gamma, poliendocrinopatia de desregulacion inmunoldgica, mucolipidosis ligada al X, tipo I,
mielocatexis, inmunodeficiencia ligada al X, inmunodeficiencia combinada grave, deficiencia de adenosina
desaminasa, sindrome de Wiskott-Aldrich, agammaglobulinemia ligada al X, enfermedad linfoproliferativa ligada al X,
sindrome de Omenn, displasia reticular, displasia timica, deficiencia de adhesién de los leucocitos, otra osteopetrosis,
histiocitosis de las células de Langerhans, linfohistiocitosis hemofagocitica, enfermedad renal aguda y croénica,
enfermedad de Alzheimer, antienvejecimiento, artritis, asma, terapia de células madre cardiacas, infarto cerebral (ictus,
paralisis cerebral (ictus), enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), enfermedad cardiaca congestiva, diabetes
mellitus (tipo | y Il), fibromialgia, deficiencias inmunoldgicas, enfermedad cardiaca isquémica, lupus, esclerosis
multiple, infarto de miocardio, osteoartritis, osteoporosis, enfermedad de Parkinson, enfermedad arterial periférica,
artritis reumatoide, terapia de células madre en cirugia plastica, lesién cerebral traumatica y enfermedades
neurolégicas.

El término “paciente” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un sujeto mamifero diagnosticado o con
sospecha de presentar o desarrollar una enfermedad susceptible de terapia de células madre, p.ej., enfermedad
cardiovascular. Pueden ser pacientes ejemplares, seres humanos, simios, perros, cerdos, vacas, gatos, caballos,
cabras, ovejas, roedores y otros mamiferos que pueden beneficiarse de las terapias de células madre.

“Administrar” se refiere en la presente memoria a proporcionar las CMPi de la invencién en un paciente. A titulo de
ejemplo no limitativo, la administracion de composicion, p.gj., inyeccion, puede llevarse a cabo mediante inyeccion
intravenosa (i.v.), inyeccion subcutanea (s.c.), inyeccion intradérmica (i.d.), inyeccion intraperitoneal (i.p.), o inyeccion
intramuscular (i.m.). Puede utilizarse una o mas de dichas vias. La administracion parenteral puede ser, por ejemplo,
mediante inyeccion de bolo o mediante perfusion gradual durante el tiempo. AlteARNtivamente, o concurrentemente,
la administracion puede ser por la via oral. Adicionalmente, la administracion también puede ser mediante deposicion
quirdrgica de un bolo o pellet de células, o la colocaciéon de un dispositivo médico, p.€j., un stent, cargado de células.
Preferiblemente, las composiciones de la invencion se administran en el sitio de enfermedad, p.ej., en el sitio o en
proximidad, p.ej., aproximadamente o por lomenos a 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
25, 30, 40, 50 milimetros) el sito de una lesion patolégica (p.e€j., estenosis/bloqueo vascular, tejido necrético o sitio de
infeccion gangrenosa).

“Un paciente que lo necesita” se refiere en la presente memoria a un paciente en el que se ha diagnosticado o que se
sospecha que presenta, una enfermedad susceptible de terapia de células madre.
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Ejemplo

La reprogramacion de las células CD34* de sangre del cordon humano o células mononucleares de sangre periférica
con plasmidos episémicos e hidréxido de aluminio bajo condiciones libres de células alimentadoras.

Este procedimiento genera células madre pluripotentes inducidas humanas (CMPi) mediante reprogramacion de las
células CD34* de sangre del cordén humana o PBMC, utilizando plasmidos episdmicos, sistema 4D-Nucleofector™
de Lonza, medio de CMP n° 7 de Lonza y una matriz de vitronectina humana.

Entre los materiales se incluyen: células CD34* de sangre del cordéon humano (Lonza, n°® de cat. 2C-101) o células
mononucleares de sangre periférica humana (Lonza, n° de cat. CC-2702), medio celular sanguineo que contiene medio
basal libre de suero, IMDM al 50% (Invitrogen, n° de cat. 12440-053), F12 de Ham al 50% (Invitrogen, n° de cat.
11765054), concentracion de lipidos definidos quimicamente 1x (Invitrogen, n° de cat. 11905-031), insulina-
transferrina-selenio-X 1x (ITS-X) (Invitrogen, n° de cat. 51500), acido ascoérbico 50 ug/ml (Sigma-Aldrich, n° de cat.
49752), solucion de fraccion V de albdmina bovina 5 mg/ml (Invitrogen, n° de cat 15260-037), GlutaMax™-l 2 mM
(Invitrogen, n° de cat. 35050), asi como factores de crecimiento especificos de la sangre del cordon, incluyendo SCF
humano recombinante 100 ng/ml (Preprotech, n° de cat. AF-300-07), ligando de FIt3 humano recombinante 100 ng/ml
(Preprotech, n°® de cat. AF-300-19), TPO humano recombinante 20 ng/ml (Preprotech, n°® de cat. 300-18) e IL-3 humana
recombinante (Preprotech, n° de cat. 200-03), asi como factores de crecimiento especificos de PBMC, tales como 1-
tioglicerol 200 uM (Sigma, n° M6145), holo-transferrina 100 pg/ml (R&D Systems, n° 2914-HT), dexametasona 1 yM
(Sigma, n° D1756), 100 ng/ml (Preprotech, n° 300-07), EPO 2 U/ml (R&D Systems, n°® 287-TC-500), IL-3 10 ng/ml
(PreproTech, n° 200-03) y Alro 40 ng/ml IGF-1 (Preprotec, n° 100-11). También se utilizan los plasmidos pEB-C5 y
pEB-Tg de grado GMPc; alteARNtivamente, pCE-OCT3/4, pCE-hSK, pCE-hUL, pCE-p53mDD, pCE-EBNA1,
Alhydrogel al 2% (Invitrogen, vac-alu-50), medio de células madre pluripotentes (CMP) n° 7 de Lonza, solucion de azul
tripan al 0,4% (Invitrogen, n° de cat. 15250061), 1xDPBS (Lonza, n° de cat. 17-512F), 1xDPBS** (Lonza, n° de cat.
17-513F) y kit 4D-Nucleofector™ X L de células primarias P3 (Lonza, n° de cat. V4XP-3012).

El equipo utilizado incluye un sistema 4D-Nucleofector™ de Lonza (Lonza, n° de cat. AAF-1001B, AAF-1001X), un
incubador humidificado a 37°C + 2°C con 5% de CO; + 2%, 3,8% de O, recipiente de residuos biopeligrosos, campana
de cultivo de tejidos, hemocitdmetro, microscopio, bafio de agua a 37°C, centrifuga capaz de 200 x g con rotores para
tubos de 15 ml, pipetas seroldgicas de poliestireno desechables envueltas en papel Costar Stripette de 10 ml
(ThermoFisher, n° de cat. 07-200-574), pipetas serologicas de poliestireno desechables envueltas en papel Costar
Stripette de 10 ml (ThermoFisher, n® de cat. 07-200-573), llenadores/dispensadores Pipet-Aid portatiles Drummond
XP (ThermoFisher, n°® de cat. 13-681-15E), tubos de microcentrifuga libres de AARNsa Costar estériles de 1,7 ml
Natural (ThermoFisher, n° de cat. 07-200-534), puntas de micropipeta con filtro de 1000 pl estériles (Rainin, n° de cat.
RT-1000F), punta de micropipeta con filtro de 200 pl estériles (Rainin, n® de cat. RT-200F), puntas de micropipeta con
filtro de 20 pl estériles (Rainin, n® de cat. RT-20F), puntas de micropipeta con filtro de 10 pl estériles (Rainin, n° de cat.
RT-10GF), micropipeta Pipet-Lite XLS de 1000 pl (Rainin, n° de cat. SL-STARTXLS), micropipeta Pipet-Lite XLS de
200 pl (Rainin, n°® de cat. SL-STARTXLS), micropipeta Pipet-Lite XLS de 20 pl (Rainin, n° de cat. SL-STARTXLS),
micropipeta Pipet-Lite XLS con RFID de 0,1 a 2 pl (Rainin, n° de cat. SL-2XLS), placa de cultivo de tejidos de 12
pocillos Corning (Corning, n° de cat. 3513), placa de cultivo de tejidos de 6 pocillos (ThermoFisher, n° de cat. 08-772-
1B), tubo de centrifuga cénico Falcon de 15 ml (ThermoFisher, n° de cat. 14-959-70C).

El dia 0, los procedimientos incluian la nucleofeccion celular de la manera siguiente: recubrir placas de cultivo de
tejidos (9,6 cm?pocillo) con 1 ml de vitronectina a una concentracion de 10 ug/ml. Permitir la incubacion del
recubrimiento durante 1 hora. Asegurarse de que el Alhydrogel esta suspendido uniformemente mediante agitacion
con vortex. Combinar el Alhydrogel con SFM en una proporciéon de 3 pl por cada ml de SFM. Para cada muestra de
transfeccion, transferir 2 ml de SFM a 1 pocillo de una placa de 6 pocillos. Introducir la placa en un incubador
humidificado a 37°C para precalentar el medio. Recoger las células sanguineas humanas en un tubo cénico Falcon
de 15 ml. Extraer 10 pl de suspension celular y mezclar bien con 10 pl de azul tripan. Contar las células viables
utilizando un hemocitdometro bajo un microscopio. Para cada muestra de transfeccion, introducir 10 € células viables
en un nuevo tubo de 15 ml y centrifugar las células a 200 g durante cinco (5) minutos. Eliminar el sobrenadante.
Congelar las células rapidamente sobre hielo seco y almacenar a -80°C para anadlisis futuros de STR. Combinar 82 pl
de solucion P3 y 18 ul de complemento del kit L Cell 4D-Nucleofector™ X de células primarias P3 en un tubo de
microcentrifuga estéril. Afadir los plasmidos pEB-C5: pEB-Tg o pCE-OCT3/4: pCE-hSK: pCE-hUL: pCE-p53mDD:
pCE-EBNA1 en las proporciones 8:2 o 0,63:0,63:0,63:0,63:0,5 pg, respectivamente, y mezclar bien. Resuspender las
células con solucién Nucleofection™ premezclada, preparada previamente. Mezclar bien con micropipeta y transferir
a una cubeta Nucleofection™ (proporcionada con el kit). Nucleofectar células utilizando 4D-Nucleofector™ utilizando
el programa EO-100. Tras la nucleofeccion, extraer 0,5 ml de SFM precalentado y afiadir a la cubeta utilizando una
micropipeta en la campana de cultivo de tejidos. A continuacion, utilizar una pipeta de transferencia proporcionada con
el kit Nucleofection™ para transferir las células al SFM precalentamiento en 1 pocillo de una placa de 6 pocillos.
Introducir la placa en un incubador humidificado.

El dia 2 el procedimiento fue el siguiente: diluir 40 pl de vitronectina 250 ug/ml en 1 ml de 1 x DPBS** y afadir lo
anterior a 1 pocillo de una placa de 6 pocillos. Recubrir la placa en un incubador durante tres (3) horas. Transferir las
células CD34* nucleofectadas a un tubo de 15 ml y centrifugar las células a 200 g durante cinco (5) minutos. Eliminar
el medio y resuspender las células en 2 ml de medio n° 7 de Lonza. Afadir 0,2 pl de A8301 10 uM (f.c. 1 uM) en la
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suspension celular. Eliminar la vitronectina mediante aspirado del pocillo y sembrar las células en el mismo. Introducir
la placa en el incubador.

Los dias 2 y 4, el procedimiento implica las etapas siguientes: cada dos dias, afiadir 1,5 ml de L7 hasta que el volumen
del pocillo exceda de 5 ml.

El dia 6, el procedimiento es el siguiente: al exceder el volumen del pocillo 6 ml, aspirar el sobrenadante, dejando un
volumen aproximado de 1 ml de medio. Manipular con suavidad el cultivo de manera que no se perturben las células
que cubren el fondo del pocillo. Afadir 1,5 ml de medio de CMP n° 7 de Lonza.

Repetir los procedimientos de los dias 2, 4 y 6 hasta que aparezcan las colonias, aproximadamente entre los dias 14
y 18.

El dia 16, preparar las placas de 24 pocillos recubiertas con vitronectina.

Los dias 18 a 20, el procedimiento implica las etapas de recolecciéon de colonias, del modo siguiente: aspirar el
recubrimiento de vitronectina de la placa de 12 pocillos. Para vaciar los pocillos, afiadir 250 pl de medio L7. Bajo el
microscopio de fases, marcar las colonias que se recolectaran basandose en la morfologia. Llevar a cabo las etapas
siguientes en una colonia cada vez. Bajo el microscopio de diseccion, desprender las colonias de la superficie del
pocillo con una punta de micropipeta. Aspirar la colonia por la punta de micropipeta en aproximadamente 30 ul de
volumen. Transferir la colonia a una placa de 24 pocillos. Tras colectar las colonias, introducir la placa de 24 pocillos
en un incubador humidificado a 37°C, con 5% de CO; y 20% de O..

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos y cualesquiera cronicos utilizados en la
presente memoria presentan los mismos significados que los entendidos por el experto ordinario en la materia en el
campo de la presente invencidon. Aunque pueden utilizarse en la practica de la presente invencién cualesquiera
composiciones, métodos, kits y medios para comunicar informacion similares o equivalentes a los indicados en la
presente memoria, se describen en la presente memoria las composiciones, métodos, kits y medios preferentes para
comunicar la informacion.

Listado de secuencias

<110> WALSH, PATRICK FELLNER, THOMAS
<120> METODOS DE REPROGRAMACION NUCLEAR DE CELULAS
<130> 0132-0003PR1

<140>
<141>

<160> 15

<170> PatentIn version 3.5
<210>1

<211> 479

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
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gctcccttea

ctecetgegge

ccagagagaa
ggcaccggga
ccegtggece
cgecgecgac
cgcccaccge
tggtggggga
ccttgetgat
actttttaaa
tttggggttt
ccagctgett
gcgagtctga
gcccggeggg
aggagctctce
cggcggegac
gcaacctgge
actttattct
cgtcagegte
ccacctgcag
gcacgggcgg
acctggcgga

cagaattgga

cgaacgtgtc
gcecgecgagt
gcgecccatgg
cagttcgeag
cccggecaca
cgctgctgag
tgtctatttt
aaagacgctt
tgggttttgg
cgggetgeeg
catggctgte
aagggagaag
ccacatgaag
cgtggccaca
gcccctaccet
ctccaattceg
agcctcecctcet
cttcacctat
aggcctccte
catcaacgac

cccggtgtac

475

tgcgggegeg
gaccctecece
ccgegegege
cteegegeca
gcecectgege
tggaagagag
tgcgtttaca
ccaagttata
cttegtttet
aggaccttct
agcgacgcge
acactgcgtce
cgacttcccee
gacctggaga
cggagagaga
ctgacccatc
tecgtegtege
ccgatceggg
tatggcaggg
gtgagcceccect

attcecgecege

Cys Asp Trp Asp Gly
430

Thr Arg His Tyr Arg

445

Lys Cys Asp Arg Ala

460

Lys Arg His Phe

cggggagcag
cgcecectetg
tccacacaac
cggcagcecag
ccacggcagc
cgcagcccgg
acttttctaa
tttaatccaa
tctecttegtt
gggcccccac
tgctccecatce
aagcaggtgce
cagtgcttece
gcggcggage
ccgaggagtt
ctcecggagte
cgtcgagcag
ccgggaacga
agtccgetcece
cgggcggett

agcagccgca

15

aggcggtgge
gccccccace
tcaccggagt
tctcacctgg
actcgaggcg
ccaccggacc
gaacttttgt
agaagaagga
gactttgggg
attaatgagg
tttctecacg
cccgaataac
cggccgecce
cggtgcgget
caacgatctce
agtggccgece
cggeccctgee
ccecgggegtyg
ccctecgacg
cgtggccgag

gccgecaggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



ggcgggctga
ggcagcccgt
gtggcgeect
tcttegtgea
cacgacttcc
gaagtgctga
cacccggggce
ctccattacce
aggggaagac
tgcggcaaaa
gagaaacctt
ctgaccaggce
cgagcatttt
gacagtggat
tcttececegat
ctgagtcatce
agaacagatg
attcctggac
ttatatcegt
tataagcata
tagaagaaga
cttggtgagt
atactttgac
taatatacct
ttcagatgtg
tgtgttttte
ctattttgta
catactcaag
aaaaaaaaa
<210>3

<211> 454
<212> PRT

tgggcaagtt
cggtcatcag
acaacggcgg
cccacttggg
ccetggggeg
gcagcaggga
ccaattaccc
aagagctcat
gatcgtggcece
cctacacaaa
accactgtga
actaccgtaa
ccaggtcgga
atgacccaca
gagggaagga
ttgtgagtgg
gggtctgtga
ttacaaaatg
gagttggggg
aaagatcacc
ggaagaaatt
cttggttcta
aaggaaaatc
ggtttacttce
caataatttg
tatatagttc
tatttgtaaa

gtgagaatta

<213> Homo sapiens

<400> 3

cgtgctgaag
cgtcagcaaa
gccgecgege
cgctggacce
gcagctccce
ctgtcaccct
atccttectg
gccacceggt
ccggaaaagg
gagttcccat
ctgggacgge
acacacgggg
ccacctcgee
ctgccagaag
gcccagecag
ataatcagga
ctggatcttce
ccaagggggt
agggaagacc
ttgtattctce
caggtacaga
aaggtaccaa
tatatttgtce
tttagcattt
tacaatggtt
cttgccttaa
ctacaaagta

agttttaaat

ES 2751403 T3

gcgtcgetga
ggcagccctg
acgtgcccca
cctctcagea
agcaggacta
gccctgecge
cccgatcaga
tcctgecatge
accgccacce
ctcaaggcac
tgtggatgga
caccgceccecgt
ttacacatga
agaattcagt
aaagcactac
aaaatgagga
tatcattcca
gactggaagt
agaattccct
tttaccttct
aaacatgttt
acaaggaagc
ttccgatcaa
ttatgcagac
tattcccaag
taaatatgta
aaatgaacat

aaacctataa

gcgeccctgg
acggcagcca
agatcaagca
atggccaccg
cccecgaccect
ttcctececgg
tgcagcecgea
cagaggagcc
acacttgtga
acctgcgaac
aattcgcceceg
tccagtgcca
agaggcattt
attttttact
aatcatggtc
atccaaaaga
attctaaatc
tgtggatatc
tgaattgtgt
aaaagccatt
aaatagccta
caaagtttte
catttatgac
agtctgttat
tatgccttaa
atataaattt
tttgtggagt

tattttatct

16

cagcgagtac
cceggtggtg
ggaggcggtc
gccggetgea
gggtcttgag
cttcecatcce
agtccegeceg
caagccaaag
ttacgcggge
ccacacaggt
ctcagatgaa
aaaatgcgac
ttaaatccca
tttcacactg
aagttcccaa
caaaaatcaa
cgacttgaat
agggtataaa
attgatgcaa
attatgatgt
aatgatggtg
aaactgctge
ctaagtcagg
gcactgtggt
gcagaacaaa
aagcaaacgt
ttgtattttg

gaaaaaaaaa

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

2949



Met

Pro

Ser

Gln

Trp

65

Arg

Leu

Gln

Ser

Ile

145

Ser

Pro

Leu

Val

Ser
225

Asp

Leu

val

Gln

50

Lys

Ser

Arg

Leu

Phe

130

Gln

Glu

Asn

Gln

Phe

210

Gln

Phe

Asn

Gln

Gln

Lys

Gly

Gly

Glu

115

Ile

Asp

Lys

Pro

Asp

195

Pro

Asp

Phe

val

20

Pro

Gln

Phe

Leu

Asp

100

Met

Cys

Cys

Leu

Ala

180

Leu

Tyr

Ser

Ser

Tyr

Ser

Glu

Cys

85

Asn

Val

Asp

Met

Ala

165

Arg

Ser

Pro

Ser

Val

Phe

Phe

Glu

Leu

70

Ser

Asp

Thr

Pro

Trp

150

Ser

Gly

Ala

Leu

Ala
230

Val

Thr

Tyr

Leu

55

Leu

Pro

Gly

Glu

Asp

135

Ser

Tyr

His

Ala

Asn

215

Phe

Glu

Asn

Cys

40

Gln

Pro

Ser

Gly

Leu

120

Asp

Gly

Gln

Ser

Ala

200

Asp

Ser

ES 2751403 T3

Asn

Arg

25

Asp

Pro

Thr

Tyr

Gly

105

Leu

Glu

Phe

Ala

vVal

185

Ser

Ser

Pro

Gln

10

Asn

Glu

Pro

Pro

Val

Gly

Gly

Thr

Ser

Ala

170

Cys

Glu

Ser

Ser

Gln

Tyr

Glu

Ala

Pro

75

Ala

Ser

Gly

Phe

Ala

155

Arg

Ser

Cys

Ser

Ser
235

Pro

Asp

Glu

Pro

60

Leu

Val

Phe

Asp

Ile

140

Ala

Lys

Thr

Ile

Pro

220

Asp

17

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ser

Thr

Ser

Met

125

Lys

Ala

Asp

Ser

Asp

205

Lys

Ser

Ala

Asp

30

Phe

Glu

Pro

Pro

Thr

110

Val

Asn

Lys

Ser

Ser

190

Pro

Ser

Leu

Thr

15

Tyr

Tyr

Asp

Ser

Phe

Ala

Asn

Ile

Leu

Gly

175

Leu

Ser

Cys

Leu

Met

Asp

Gln

Ile

Arg

80

Ser

Asp

Gln

Ile

Val

160

Ser

Tyr

Val

Ala

Ser
240



ES 2751403 T3

Ser Thr Glu Ser Ser Pro Gln Gly Ser Pro Glu Pro Leu Val Leu His
245 250 255

Glu Glu Thr Pro Pro Thr Thr Ser Ser Asp Ser Glu Glu Glu Gln Glu
260 265 270

Asp Glu Glu Glu Ile Asp Val Val Ser Val Glu Lys Arg Gln Ala Pro
275 280 285

Gly Lys Arg Ser Glu Ser Gly Ser Pro Ser Ala Gly Gly His Ser Lys
290 295 300

Pro Pro His Ser Pro Leu Val Leu Lys Arg Cys His Val Ser Thr His
305 310 315 320

Gln His Asn Tyr Ala Ala Pro Pro Ser Thr Arg Lys Asp Tyr Pro Ala
325 330 335

Ala Lys Arg Val Lys Leu Asp Ser Val Arg Val Leu Arg Gln Ile Ser
340 345 350

Asn Asn Arg Lys Cys Thr Ser Pro Arg Ser Ser Asp Thr Glu Glu Asn
355 360 365

Val Lys Arg Arg Thr His Asn Val Leu Glu Arg Gln Arg Arg Asn Glu
370 375 380

Leu Lys Arg Ser Phe Phe Ala Leu Arg Asp Gln Ile Pro Glu Leu Glu
385 390 395 400

Asn Asn Glu Lys Ala Pro Lys Val Val Ile Leu Lys Lys Ala Thr Ala
405 410 415

Tyr Ile Leu Ser Val Gln Ala Glu Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu
420 425 430

Asp Leu Leu Arg Lys Arg Arg Glu Gln Leu Lys His Lys Leu Glu Gln
435 440 445

Leu Arg Asn Ser Cys Ala
450

<210>4

<211> 2379

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

gacccccgag ctgtgetget cgeggecgee accgeecggge cccggecgte cectggetece

18



ctcectgecte
ggatcgeget
cagcgagagyg
agctgcgetg
gcccagcecect
ctttgececat
gcgactcetcece
caggacccgce
gtagtggaaa
aactatgacc
ttctaccagce
aagaaattcg
tcgeectect
gggagcttct
gtgaaccaga
caggactgta
tcctaccagg
tgctccaccet
ccctecggtgg
caagactcca
ccgcagggca
gactctgagg
caggctcctg
cctcacagece
gcgecteccet
agagtcctga
gaggagaatg
aaacggagct
cccaaggtag
caaaagctca

cttgaacagce

gagaagggca
gagtataaaa
cagagggagc
cgggcgtcecet
ccegetgate
agcagcgggc
cgacgcgggg
ttctctgaaa
accagcagcc
tcgactacga
agcagcagca
agctgctgece
acgttgcggt
ccacggccga
gtttcatctg
tgtggagegg
ctgcgcgcecaa
ccagcttgta
tcttcccecta
gcgecttete
gccccgagec
aggaacaaga
gcaaaaggtc
cactggtcct
ccactecggaa
gacagatcag
tcaagaggcg
tttttgecect
ttatccttaa
tttctgaaga

tacggaactc

gggcttctca
gceggtttte
gagcgggcgyg
gggaagggag
ccccagccag
gggcactttg
aggctattct
ggctcteett
tcecegegacg
cteggtgcecag
gagcgagctg
caccccgece
cacaccctte
ccagctggag
cgacccggac
cttcteggee
agacagcggce
cctgcaggat
ccctctcaac
tcegtecteg
cctggtgete
agatgaggaa
agagtctgga
caagaggtgc
ggactatcct
caacaaccga
aacacacaac
gcgtgaccag
aaaagccaca
ggacttgttg

ttgtgcgtaa

ES 2751403 T3

gaggcttgge
ggggctttat
ccggctaggg
atccggageg
cggtcecgecaa
cactggaact
gcccatttgg
gcagctgett
atgcccecctca
ccgtatttcet
cagcccccgg
ctgtccecta
tcecetteggg
atggtgaccg
gacgagacct
gccgccaagce
agcccgaacce
ctgagcgeceg
gacagcagct
gattctectge
catgaggaga
gaaatcgatg
tcaccttctg
cacgtctcca
gctgccaaga
aaatgcacca
gtcttggage
atcccggagt
gcatacatcc
cggaaacgac

ggaaaagtaa

gggaaaaaga
ctaactcgcet
tggaagagcc
aatagggggce
cccttgeege
tacaacaccc
ggacacttcc
agacgctgga
acgttagctt
actgcgacga
cgcccagcga
gcegecgete
gagacaacga
agctgetggg
tcatcaaaaa
tcgtctcaga
ccgeeegegyg
ccgcectcaga
cgcccaagtc
tctecctegac
caccgcccac
ttgtttctgt
ctggaggcca
cacatcagca
gggtcaagtt
gccccaggte
gccagaggag
tggaaaacaa
tgtcegtcca
gagaacagtt

ggaaaacgat

19

acggagggag
gtagtaattc
gggcgagcag
ttcgectcetg
atccacgaaa
gagcaaggac
ccgecgetge
tttttttegg
caccaacagg
ggaggagaac
ggatatctgg
cgggctctge
cggcggtgge
aggagacatg
catcatcatc
gaagctggece
ccacagcgtce
gtgcatcgac
ctgcgcctcg
ggagtcctce
caccagcagc
ggaaaagagg
cagcaaacct
caactacgca
ggacagtgtc
ctcggacacc
gaacgagcta
tgaaaaggcc
agcagaggag
gaaacacaaa

tccttectaac

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920



10

agaaatgtcc
acaaccttgg
ggactttggg
ttgtatttaa
ttgccattaa
cctagtatat
cattttgcett

aaatatatca

<210>5
<211> 305
<212> PRT

tgagcaatca
ctgagtcttg
cataaaagaa
gaattgtttt
atgtaaataa
agtacctagt
tttaaagttg

ttgagccaaa

<213> Homo sapiens

<400> 5

Met Ser
1

Ser Asp

Glu Asn

35

Glu Thr

50

Ser Pro

65

Glu Lys

Thr

Lys

Arg Phe

Val

Cys

Tyr

Val

Asp

Ser

Arg

Gln

Asp Pro

Lys Glu

20

Pro Ser

Pro

Ser

Ser Ser

Ala

Ser

Leu

Leu

Thr

cctatgaact
agactgaaag
cttttttatg
taaaaaattt
ctttaataaa
attataggta
atttttttet

tcttaaaaaa

Cys Pro

Ser Pro

Gln Met

40

Pro Ser

55

Ser Pro

70

Val Ala

85

Thr
100

Val

Arg Gln

115

Asn
130

Ser

Asn Gln

145

Ile

Arg

Leu Asn

Met Lys

Lys

Phe

Lys

Leu

Ser

Lys Glu

Ser

Ser

Leu
120

Tyr

Ser
135

Tyr

Lys Arg

150

ES 2751403 T3

tgtttcaaat
atttagccat
cttaccatct
taagatttac
acgtttatag
ctataaaccc
attgttttta

aaaaaaaaa

Gln Ser Leu

10

Met
25

Pro Val

Ser Ser Ala

Ser Met Asp

Lys Gly Lys

75

Asp Lys Val

90

Thr
105

Gln Leu

Ser Leu Gln

Lys Gln Val

Trp Gln Lys

155

gcatgatcaa
aatgtaaact
ttttttttte
acaatgtttc
cagttacaca
taattttttt

gaaaaaataa

Pro Cys

Ile Cys

30

Glu Met

Leu Leu

60

Gln Pro

Val

Pro

Cys Val

Phe

Gly

Pro

Ile

Thr

Lys

Leu

atgcaacctc
gcctcaaatt
tttaacagat
tctgtaaata
gaatttcaat
tatttaagta

aataactggc

Glu
15

Ala
Pro Glu
His Thr
Gln

Asp

Ala
80

Ser

Lys Gln

95

Asn Asp

110

Gln Met

125

Lys Thr

140

Asn Asn

20

Gln

Trp

Trp

Glu Leu

Phe Gln

Pro Lys

160

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2379



10

Asn Ser

Leu Tyr

Leu Pro

Gln Thr

210

Thr
225

Trp

Tyr Asn

Asn Ser

Gly Leu

Thr Met

290

val
305

<210>6
<211> 2098
<212> ADN

Asn

Ser

Met

195

Gln

Cys

Cys

Pro

Asn

275

Asp

Vval
165

Gly

Ser
180

Tyr
Trp Ser
Ile

Asn

Thr Gln

Thr

His

Asn

Gln

Ser

Gln Lys

Gln Gly

Gln Thr

200

Ser
215

Trp

Trp Asn

230

Glu
245

Gly

Ala
260

Ser

val

Ile

Leu Phe

<213> Homo sapiens

<400> 6

attataaatc
gttattatgce
tatttctcta
ctcttaaatt
caaagcttge
tgtgggectg
gagactgtct
tccaccagtce

gacaaggtcc

tagagactcc
aggcaactca
acatcttcca
ttttecctect
cttgctttga
aagaaaacta
ctecctettee
ccaaaggcaa

cggtcaagaa

Glu

Asp

Gln

Leu

Ser Leu

Leu Glu

Gln Thr

280

Asn
295

Tyr

aggattttaa
ctttatccca
gaaaagtctt
cttcectctat
agcatccgac
tccatccettg
ttcctcecatg
acaacccact

acagaagacc

ES 2751403 T3

Ala Ser Ala

170

Cys Leu Val

185

Trp Asn Asn

Ser Asn His

Gln Ala

235

Asn

Gln Ser

250

Cys

Ala
265

Ala Leu

Thr Arg Tyr

Ser Met Asn

cgttetgetg
atttcttgat
aaagctgcct
actaacatga
tgtaaagaat
caaatgtctt
gatctgctta
tctgcagaga

agaactgtgt

Pro Thr

Asn Pro

Tyr

Thr

Pro Ser

175

Gly Asn

190

Thr
205

Ser

Ser
220

Trp
Trp Asn
Met

Gln

Glu Ala

Trp

Asn

Ser

Phe

Ala

Ser Asn

Thr

Gln

Phe
240

Pro

Gln
255

Pro

Gly Glu

270

Phe Ser

285

Met
300

Gln

gactgagctg
acttttcett
taaccttttt
gtgtggatcc
cttcacctat
ctgctgagat
ttcaggacag
agagtgtcge

tctettecac

21

Thr

Pro

Pro Gln

Glu Asp

gttgcctecat
ctggaggtcce
tccagtccac
agcttgtccce
gcctgtgatt
gcctcacacg
ccctgattcet
aaaaaaggaa

ccagctgtgt

60

120

180

240

300

360

420

480

540



10

gtactcaatg
tccaacatcce
aaatctaaga
gcctcagecac
ccgactggga
cagacccaga
caatcctgga
cagtcctgca
gctgetgggg
accatggatt
gtgaaactga
tcccatcect
catccagtca
tttttttttt
aacggagtct
agctccgtcet
caggcgccecg
tgtgttagcecce
aacagctggg
ccttggetge
ggtttagaat
tcegtattgtt
taagctgtaa
taatttgttg
acatgagtac

gttgatttta

<210>7
<211> 209
<212> PRT

atagatttca
tgaacctcag
ggtggcagaa
ctacctaccc
accttccaat
acatccagtce
acaatcaggce
tgcagttcca
aaggccttaa
tattcctaaa
tattactcaa
cataggattt
atctcatgga
ttcctattgg
tgctctgteg
ccecgggtteca
ccacctcgee
aggatggtct
atttacaggce
cgtctctgge
ctaacctcaa
tgggattggg
catacttaat
gttgtgctaa
tgctttagtt

ccctgattte

<213> Homo sapiens

<400> 7

gagacagaaa
ctacaaacag
aaacaactgg
cagcctttac
gtggagcaac
ctggagcaac
ctggaacagt
gccaaattct
tgtaatacag
ctactccatg
tttcagtctg
ttcttgtttg
gggtggagta
atcttcctgg
cccaggcetgg
cgccattcte
cggctaatat
cgatectectg
gtgagccacc
tatagataag
gaataagaaa
aggctttgcet
tgatttctta
tctttgtaga
ggtttaagtt

accgagtgtt

ES 2751403 T3

tacctcagcece
gtgaagacct
ccgaagaata
tcttectacce
cagacctgga
cactcctgga
cccttctata
cctgccagtg
cagaccacta
aacatgcaac
gacactggct
gaaaccacgt
tggttggage
agaaaatact
agtgcagtgg
ctgcectcage
tttgtatttt
accttgtgat
gcgecctgece
tagatctaat
tacaagtaca
tattttttaa
ccgtttttgg
aagaggtctc
caaatgaatg

tcaatgagta

tccagcagat
ggttccagaa
gcaatggtgt
accagggatg
acaattcaac
acactcagac
actgtggaga
acttggaggce
ggtattttag
ctgaagacgt
gaatccttcce
gttctggttt
ctaatcagcg
tttttttttt
cgcggtettg
ctccecgagea
tagtagagac
ccacccgcecet
tagaaaagac
actagtttgg
aattggtgat
aaactattga
ctctgttttg
gtatttgctg
aaacaactat

aatatacagc

gcaagaactc
ccagagaatg
gacgcagaag
cctggtgaac
ctggagcaac
ctggtgcacce
ggaatctctg
tgccttggaa
tactccacaa
gtgaagatga
tctececectee
ccatgatgcce
aggtttcttt
ttttttttga
gctcactgceca
gctgggacta
ggggtttcac
cggectceect
attttaataa
atatctttag
gaagatgtat
ggtaaagggt
ctatatccce
catcgtaatg
ttttcecttta

ttaaacat

Met Gly Ser Val Ser Asn Gln Gln Phe Ala Gly Gly Cys Ala Lys Ala

1

5

10

22

15

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2098



10

Ala

Asp

val

Ala

65

Met

Phe

Gly

Met

Leu

145

Cys

Lys

Glu

Asn

Glu

Glu

Arg

Leu

Glu

Lys

Gly

Gln

130

Asp

His

Ala

Glu

<210>8
<211> 4014
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 8

gtgcggggga agatgtagca gecttettctc cgaaccaacce ctttgecttce ggacttetcece

ggggccagca gccgcccgac caggggcccg gggccacggg ctcagccgac gaccatggge

Glu

Pro

35

Met

Asp

Gly

Lys

Val

115

Lys

His

Phe

Gln

Glu
195

Ala

20

Gln

Gly

Pro

Phe

Ser

100

Phe

Arg

His

Cys

Gln

180

Glu

Pro

Leu

Phe

Pro

Arg

85

Ala

Cys

Arg

Ala

Gln

165

Gly

Glu

Glu

Leu

Gly

Val

70

Ser

Lys

Ile

Ser

Lys

150

Ser

Pro

Ile

Glu

His

Phe

55

Asp

Leu

Gly

Gly

Lys

135

Glu

Ile

Ser

His

Ala

Gly

40

Leu

val

Lys

Leu

Ser

120

Gly

Cys

Ser

Ala

Ser
200

ES 2751403 T3

Pro

25

Ala

Ser

Phe

Glu

Glu

105

Glu

Asp

Lys

His

Gln

185

Pro

Glu

Gly

Met

Val

Gly

90

Ser

Arg

Arg

Leu

Met

170

Gly

Thr

Asp

Ile

Thr

His

75

Glu

Ile

Arg

Cys

Pro

155

Vval

Lys

Leu

Ala

Cys

Ala

Gln

Ala

Arg

Pro

Tyr

140

Pro

Ala

Pro

Leu

23

Ala

Lys

45

Arg

Ser

Vval

Val

Lys

125

Asn

Gln

Ser

Thr

Pro
205

Arg

Trp

Ala

Lys

Glu

Thr

110

Gly

Cys

Pro

Cys

Tyr

130

Glu

Ala

Phe

Gly

Leu

Phe

95

Gly

Lys

Gly

Lys

Pro

175

Phe

Ala

Ala

Asn

Val

His

80

Thr

Pro

Ser

Gly

Lys

160

Leu

Arg

Gln

60

120



tcegtgteca
gaggcgcecgg
atctgtaagt
ggggtcegege
gggttccgga
ggtctggaat
cggccaaaag
ggaggtctag
ttctgcecaga
agtgcacagg
ctgetcecgg
aagttttgag
cactgccatg
ggaaagggtg
ggggcaacca
aatttccage
tataataatt
gccactacat
tgtatcctca
gatgatggca
ccgeccccecatt
gtcccacttt
ttttaacttt
aaggccctca
agcagctcca
aactatttgg
tctgccatag
ttttaactgg
aacaggaaat
gcaagccaag
cagatctgtt

ttgtaaaact

accagcagtt
aggacgcggce
ggttcaacgt
tegaccecece
gcttgaagga
ccatccgtgt
gaaagagcat
atcatcatgce
gcatcagcca
gaaagccaac
aggcacagaa
gagcaggcag
tatctcaggce
agtcaaagga
ggagggggga
ttttgaaagt
cccatgccag
tctgtggaag
tacccacttt
aaaagggtgt
ctgggccaat
ctccaggatg
tttteccttaa
tttectgeac
ggtctgegea
agtgcacagc
tgtcctettg
gtggccccat
ggtggtacac
attaggtgag
cttcaccaga

agagttgcta

tgcaggtgge
ccgggcggeg
gcgeatgggg
agtggatgtc
gggtgaggca
caccggacct
gcagaagcgc
caaggaatgc
tatggtagcc
ctactttcga
ttgagccaca
agtggagaaa
ttgggttcac
actccaacca
atcaccctac
ggcctggata
agtgaaatga
gagatctctc
tgggataggg
ttgggggaac
gtgattttat
ccaactgcac
tataaatatt
tgtgttctca
gcaggaatta
ctattgaact
aaacccccte
gacttgattg
agaggctagg
ggttgtctaa

ttaggttagg

aggataagtt

ES 2751403 T3

tgcgccaagg
gacgagcctc
tteggettece
tttgtgcacce
gtggagttca
ggtggagtat
agatcaaaag
aagctgccac
tcatgtcege
gaggaagaag
atgggtgggg

gtgggaatag

accatcaccc
tgctectgtec
aacctgcata
gggaagttgt
ttaagtataa
aggagtaagc
tgctggcage
agctgcagac
ttatttgcectce
tagctgtgtg
ctggttttgt
ggtacatgag
ctttttgttg
acctcatttt
tgccttgaaa
ccttctactg
agaggctggg
tcctatggea
cctaccatgt

taaagaccaa

cggcagaaga
agctgctgca
tgtccatgac
agagtaagct
cctttaagaa
tctgtattgg
gagacaggtg
cccagcccaa
tgaaggccca
aagaaatcca
gctattettt
ggtgcattgg
tttctteecct
aaatgcaagt
ctttgagtct
tttcctttta
gaccagattc
attgtttttt
tgtcccaage
ctgectgetcet
ccttggatac
cgaatgacgt
atttttgtat
caatctcagg
tttttgeccac
tgccaataag
atgttttatg
gaagattggg
cccggtgaaa
caggacgtgce
gccacagggt

tacccctgta

24

ggcgeccgag
cggtgcggge
cgececgegee
gcacatggaa
gtcagccaag
gagtgagagg
ctacaactgt
gaagtgccac
gcagggccct
cagccctacc
tgctatcagg
ggctagttgg
ctaggtgggyg
gagggttctg
ccatccccag
aagaaggata
atggagccaa
tttcacatct
aatgggtaat
atgctcacce
tgcaccttgg
atcttgtgca
attttaatct
gatagccage
cgtggagagce
agectggettt
ggagactagg
aattagtcta
aggccagaga
tttacatctc
gtgtgtgtgt

cttaatcctg

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040
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tgctgtcgag
gttccaggga
tacagtagtg
gctgtgagat
cattgggtgg
tactgtattt
gtgtaaatat
tttttgtatt
aaagatctga
tttcttttgt
tgtcttctac
catacacatt
gaagctagga
tctttettte
tgcagtggca
ctcagectee
tttagtagag
tgatctgecee
gccaaccatt
ggtggctcac
acgagttcaa
aattagccgg
ggaatcgett
cagcctggtt
actgtatttt
tgcaattggg
tgtatatcca
ccacaagatt
aagctttgtg
gtttttttece
tttggtgacc
ttcctttece

ttcecetggga

<210>9
<211> 360
<212> PRT

ggatggatat
gacacacaag
attaatagtg
caccgcaaac
tgtgtgtctg
gtctgggett
aatgtattgg
gagagaaaaa
aacattagtt
attcccette
cctgcecectcet
tcatgcttgg
aaaccctcca
tttttttttt
tgatcggetce
tgagtagctg
acggggtttc
accttggett
tcttggtgta
acctgtaatc
aactatcctg
gtgtggtggt
gaacccgaga
acagagcaag
ggatggatca
ggccttcececat
agtcactcag
gtttaatagg
taaaatcttg
tgatcctttt
ccatcactgg
attttctaat

aaatacaatg

<213> Homo sapiens

<400> 9

atgaagtaag
cgagggtttt
tcatggtagce
ctaccttact
atcectgggtt
tgtaggactt
tctttecteeg
tagccaaage
tggggggccee
ccctattace
tttctgttca
agtgtctcca
tcecettgtte
ttttttaaaa
actgcagcect
ggatttcagg
accatgttgt
cccaaagtge
ttcatgccaa
ccagcacttt
gccaacacag
gcatgccttt
ggcagaggtt
actctgtcte
aacctcctta
gtagaaagtg
gaacttttat
agacgaacga
aatttatggg
ccctecattee

ggtgtgttta

cattttttaa cacaagctga ctcttccctt cccttcectect

ES 2751403 T3

gtgagatcct
gtggtgectg
taaaggagaa
gtgttgaaac
cttgtctece
cactacgttg
tgttctttgg
atctttgaca
tcttcttaaa
tattagacca
cccccaaaag
caactcttaa
ccaacctcct
tggagtctca
ctgectcettg
cacccgccac
ccaggcetggt
tgggattaca
acacttaaga
ggaaggctga
tgaaaccceg
agtcctaget
gcagtgagct
aaacaaaaca
attttaattt
gggtcaggag
gcaggtgcta
atgtaactcc
gcgggagggt
tgaactgcag

tttgatggtt

taacctttca
gagcctgtgt
aaagggggtt
gggacaaatg
ctaaatgctg
attgctaggt
gggttttgtt
gaaggttctg
gtggggatct
gatcttetgt
aaaacttaca
atgatgtatg
aagtcaagac
ctgtgtcacc
ggttcaagtg
actcagctaa
ctggaactcc
ggcatgagcc
cactgctgta
ggcgggcegga
tctctactaa
attcaggagg
gagatcgcac
aaacaaaaca
ctaatcctaa
gccaagaaag
gaaactttat
atgtttactg
aggaaagcct
gagactgagc

gattttgctg

aaattttecgg
cctgeectge
tcgtttacac
caatagaacg
cccceccaagt
ggcctagttt
tacaaacttc
caccaggcaa
tgaaccatcc
cctaaaaact
cacccacaca
caaaaatact
cattaccatt
caggctggag
attctcctge
tttttgtatt
tgacctcagg
accatgctgg
gcccaggcge
tcacaaggtc
aatacaaaaa
ctgaggcagg
cactgcactc
aaaacacact
agtaaagaga
ggaatatgaa
gtcaaagtgg
ctaaaaacca
gtacctgtet
ccctttggge

tactgggtac

aataaataaa gacttattgg tacgcaaact gtca

25

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4014



Met

Gly

Arg

Pro

Pro

65

Gly

Gly

Glu

Leu

Glu

145

Gly

Lys

Ser

Ala

Gly

Thr

Gly

50

Pro

Val

Glu

Pro

Glu

130

Leu

Tyr

Val

Phe

Gly

Gly

Trp

35

Val

Tyr

Gly

Ala

Cys

115

Gln

Glu

Thr

Phe

Lys
195

His

Asp

20

Leu

Gly

Glu

Leu

Gly

100

Thr

Asn

Gln

Gln

Ser

180

Asn

Leu

Gly

Ser

Pro

Phe

val

85

Val

Val

Pro

Phe

Ala

165

Gln

Met

Ala

Pro

Phe

Gly

Cys

70

Pro

Gly

Thr

Glu

Ala

150

Asp

Thr

Cys

Ser

Gly

Gln

Ser

55

Gly

Gln

vVal

Pro

Glu

135

Lys

Val

Thr

Lys

Asp

Gly

Gly

40

Glu

Gly

Gly

Glu

Gly

120

Ser

Leu

Gly

Ile

Leu
200
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Phe

Pro

25

Pro

Val

Met

Gly

Ser

105

Ala

Gln

Leu

Leu

Cys

185

Arg

Ala

10

Glu

Pro

Trp

Ala

Leu

90

Asn

Vval

Asp

Lys

Thr

170

Arg

Pro

Phe

Pro

Gly

Gly

Tyr

75

Glu

Ser

Lys

Ile

Gln

155

Leu

Phe

Leu

Ser

Gly

Gly

Ile

60

Cys

Thr

Asp

Leu

Lys

140

Lys

Gly

Glu

Leu

26

Pro

Trp

Pro

45

Pro

Gly

Ser

Gly

Glu

125

Ala

Arg

Val

Ala

Gln
205

Pro

Val

30

Gly

Pro

Pro

Gln

Ala

110

Lys

Leu

Ile

Leu

Leu

190

Lys

Pro

15

Asp

Ile

Cys

Gln

Pro

95

Ser

Glu

Gln

Thr

Phe

175

Gln

Trp

Gly

Pro

Gly

Pro

Val

Glu

Pro

Lys

Lys

Leu

160

Gly

Leu

Val



10

Glu Glu

210

Thr
225

Leu
Val Arg
Leu Gln
val

val

Ser
290

Ser

Phe
305

Ser

Gly Thr

Val Pro

Leu Gly

<210> 10
<211> 1411
<212> ADN

Ala

Vval

Gly

Gln

Arg

275

Asp

Gly

Pro

Phe

Ser
355

Asp Asn

Gln Ala

Asn

Arg

Glu
215

Asn

Lys Arg

230

Leu
245

Asn

Ile
260

Ser
Val Trp
Ala

Tyr

Gly Pro

Glu

His

Phe

Gln

Val

Asn Leu

Ile

Ala

Asn
280

Cys

Arg Glu

295

Ser Phe

310

Gly Tyr

325

Pro Glu

340

Pro Met

<213> Homo sapiens

<400> 10

ccttcgecaag
ggacacctgg
ggggggccgg
ggagggccag
tgceceecege
gggctagtge
gtggagagca
aagctggaga

cagaaagaac

ccctecattte
cttcggattt
agccgggcetg
gaatcgggcecce
cgtatgagtt
cccaaggcgg
actccgatgg
aggagaagct

tcgagcaatt

Gly

Gly

His

Ser Pro

Glu

Ala

Asn
360

Ser

accaggcccce
cgcctteteg
ggttgatcct
gggggttggg
ctgtgggggg
cttggagacc
ggcctceceeg
ggagcaaaac

tgccaagcetce

Arg

Asp

ES 2751403 T3

Leu Gln Glu

Thr
235

Lys Arg

Phe Leu Gln

250

Gln
265

Gln Leu

Arg Gln
Phe

Glu

Ala
315

Pro Leu

Phe
330

His Thr

Phe
345

Pro Pro

cggcttgggg
cccectecag
cggacctgge
ccaggctctg
atggcgtact
tctcagectg
gagccctgceca
ccggaggagt

ctgaagcaga

Ile
220

Cys Lys

Ser Ile Glu

Cys Pro Lys

Glu
270

Gly Leu

Lys Gly

285

Lys

Ala
300

Ala Gly

Pro Gly Pro

Ala Leu Tyr

vVal val

350

Ser

cgeccttecett
gtggtggagg
taagcttcca
aggtgtgggg
gtgggcccca
agggcgaagce
ccgtcaccece
cccaggacat

agaggatcac

27

Ala Glu

Asn Arg

240

Pro Thr

255

Lys Asp

Arg Ser
Pro

Ser

Phe
320

His

Ser Ser

335

Thr Thr

cccecatggeg
tgatgggcca
aggccctcect
gattccccca
ggttggagtg
aggagtcggg
tggtgcegtg
caaagctctg

cctgggatat

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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acacaggccg
accatctgcecce
ttgctgcaga
gcagaaaccc
ggcaacctgg
atcgcccage
cagaagggca
tcteetttet
ccaggctatg
gaagccttte
gcectgecectt
agtttgtgece
caaagggtgg
tgctcttgat

cacagtagat

<210> 11
<211> 317
<212> PRT

atgtggggct
gctttgagge
agtgggtgga
tcgtgcagge
agaatttgtt
agcttggget
agcgatcaag
cagggggacc
ggagccctca
ccectgtete
ctaggaatgg
agggtttttg
gggcagggga
tttaatccca

agacacactt

<213> Homo sapiens

<400> 11

Met Tyr
1

Thr Ser

Asn Gln

35

Met Vval

50

Lys Met

65

Leu Leu

Leu Arg

Asn

Gly

Lys

Trp

His

Ser

Ala

Met Met Gl

Gly Gl

20

Gly

Asn Ser

Ser Arg Gl

Gl
70

Asn Ser

Glu Thr

85

Gl

Leu His

Pro

Met

caccectgggg
tctgcagcett
ggaagctgac
ccgaaagaga
cctgecagtge
cgagaaggat
cagcgactat
agtgtccttt
cttcactgca
cgtcaccact
gggacagggg
ggattaagtt
gtttggggca
catcatgtat

aaaaaaaaaa

u Thr Glu

y Gly Asn

Asp Arg

40

y Gln
55

Arg

u Ile Ser

u Lys

Arg

Lys Glu

vVal

Arg

ES 2751403 T3

gttctatttg
agcttcaaga
aacaatgaaa
aagcgaacca
ccgaaaccca
gtggtccgag
gcacaacgag
cctectggeee
ctgtactcct
ctgggctctce
gaggggagga
cttcattcac
actggttgga
cactttttte

a

Leu Lys Pro

10

Ser Thr Ala

25

Lys Arg

Met

Lys

Leu
75

Lys Arg

Phe
90

Pro Ile

His Pro Asp

ggaaggtatt
acatgtgtaa
atcttcagga
gtatcgagaa
cactgcagca
tgtggttctg
aggattttga
cagggcccca
cggtcecttt
ccatgcattc
gctagggaaa
taaggaagga
gggaaggtga

ttaaataaag

Pro Gly

Ala

Ala

Met
45

Pro

Ala
60

Gln
Gly Ala
Glu

Asp

Tyr Lys

28

Pro

Ala

Asn

Glu

Glu

Ala

Tyr

cagccaaacg
gctgecggece
gatatgcaaa
ccgagtgaga
gatcagccac
taaccggcge
ggctgetggg
ttttggtacc
ccctgagggg
aaactgaggt
gaaaacctgg
attgggaaca
agttcaatga

aagcctggga

Gln
15

Gln

Gly Gly

Ala Phe

Asn Pro

Trp Lys

80

Lys
95

Arg

Arg Pro

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1411



10

Arg

Gly

val

145

Ala

Gln

Gln

Ser

Met

225

Gly

Ser

Met

Pro

Gly
305

Arg

Gly

130

Gly

His

Leu

Met

Met

210

Ser

Ser

Ser

Ile

Ser

290

Thr

<210> 12
<211> 2520
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 12

ggatggttgt ctattaactt gttcaaaaaa gtatcaggag ttgtcaaggc agagaagaga

Lys

115

Leu

Ala

Met

Gly

Gln

195

Thr

Tyr

val

Ser

Ser

275

Arg

Ala

100

Thr

Leu

Gly

Asn

Tyr

180

Pro

Ser

Ser

Vval

His

260

Met

Leu

Ile

Lys

Ala

Leu

Gly

165

Pro

Met

Ser

Gln

Lys

245

Ser

Tyr

His

Asn

Thr

Pro

Gly

150

Trp

Gln

His

Gln

Gln

230

Ser

Arg

Leu

Met

Gly
310

Leu

Gly

135

Ala

Ser

His

Arg

Thr

215

Gly

Glu

Ala

Pro

Ser

295

Thr

Met

120

Gly

Gly

Asn

Pro

Tyr

200

Tyr

Thr

Ala

Pro

Gly

280

Gln

Leu
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105

Lys

Asn

Val

Gly

Gly

185

Asp

Met

Pro

Ser

Cys

265

Ala

His

Pro

Lys

Ser

Asn

Ser

170

Leu

Val

Asn

Gly

Ser

250

Gln

Glu

Tyr

Leu

Asp

Met

Gln

155

Tyr

Asn

Ser

Gly

Met

235

Ser

Ala

Val

Gln

Ser
315

Lys

Ala

140

Arg

Ser

Ala

Ala

Ser

220

Ala

Pro

Gly

Pro

Ser

300

His

29

Tyr

125

Ser

Met

Met

His

Leu

205

Pro

Leu

Pro

Asp

Glu

285

Gly

Met

110

Thr

Gly

Asp

Met

Gly

190

Gln

Thr

Gly

Vval

Leu

270

Pro

Pro

Leu

Vval

Ser

Gln

175

Ala

Tyr

Tyr

Ser

Val

255

Arg

Ala

Vval

Pro

Gly

Tyr

160

Asp

Ala

Asn

Ser

Met

240

Thr

Asp

Ala

Pro

60



gtgtttgcaa
agaggagaga
taataataac
tgatcctgat
tcctegegga
ccecgegggece
ccgegcacag
agcaaacttc
aaaacagccc
agcggcgcaa
tgggcgecga
agcggctgeg
aaaccaagac
gcggcaatag
agcgcatgga
aggaccagct
agcccatgca
cctacatgaa
tggctcttgg
ttacctcectte
gcatgtatct
cccagcacta
cacacatgtg
ggaaatggga
tcaaaaagaa
agaacaccaa
gagagagatc
gtggggaggyg
tttttaaaag
aataatattt
ttttgtacag

agaatttgce

aagggggaaa
gaaagaaagqg
aatcatcggce
teccagtttge
gccctgeget
ccccaaagtce
cgccegeatg
gg9ggggcgge
ggaccgegtce
gatggcccag
gtggaaactt
agcgctgcac
gctcatgaag
catggcgagc
cagttacgcg
gggctaccceg
ccgctacgac
cggctcgecc
ctccatgggt
ctcececactee
cceceggcegece
ccagagcggc
agggccggac

ggggtgcaaa

aaaggaaaaa
tcccatccac
ctggacttct
cgggggaatg
ttctagtggt
agagctagtc
tatttatcga

aatatttttc

gtagtttget
gagagaagtt
ggcggcagga
ctectetettt
cccgacaccce
ccggecgggce
tacaacatga
ggcggcaact
aagcggccca
gagaacccca
ttgtcggaga
atgaaggagc
aaggataagt
ggggtcgggg
cacatgaacg
cagcacccgyg
gtgagcgecce
acctacagca
tcggtggtca
agggcgcecct
gaggtgccgg
ccggtgececcg
agcgaactgg
agaggagagt
aaaaaatccc
actcacgcaa
ttttggggga
gaccttgtat
acggtaggag
tccaagecgac

gataaacatg

aaggagaggc
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gcctetttaa
tgagccccag
teggccagag
tttteecccea
ccgecegect
cgagggtcgg
tggagacgga
ccaccgegge
tgaatgcctt
agatgcacaa
cggagaagceg
acccggatta
acacgctgec
tgggcgecgg
gctggagcaa
gcctcaatge
tgcagtacaa
tgtcctactc
agtccgaggce
gccaggcecgg
aacccgccgce
gcacggccat
aggggggaga
aagaaacagc
atcacccaca
aaaccgcgat
ctatttttgt
agatctggag
ctttgcagga
gaaaaaaatg
gcaatcaaaa

ttettgetga

gactaggact
gcttaagcct
gaggagggaa
aattattctt
ccectectee
cggccgeegyg
gctgaagceg
ggcggcecgge
catggtgtgg
ctcggagatc
gccgttecate
taaataccgg
cggcgggctg
cctgggegeg
cggcagctac
gcacggcgcea
ctccatgacc
gcagcagggc
cagctccage
ggaccteecgg
ccccagcaga
taacggcaca
aattttcaaa
atggagaaaa
gcaaatgaca
gccgacaaga
acagagaaaa
gaaagaaagc
agtttgcaaa
ttttaatatt
tgtccattgt

attttgattc
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gagagaaaga
ttccaaaaaa
gcgetttttt
cgectgattt
tctecececeg
cgggccggge
ccgggeccge
ggcaaccaga
tccegeggge
agcaagcgcce
gacgaggcta
cccecggegga
ctggcceccg
ggcgtgaacc
agcatgatgce
gcgcagatge
agctcgcaga
acccctggca
cccectgtgg
gacatgatca
cttcacatgt
ctgcccctct
gaaaaacgag
ccecggtacge
gctgcaaaag
aaacttttat
cctggggagy
tacgaaaaac
agtctttacc
tgcaagcaac
ttataagctg

tgcagctgaa
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atttaggaca
tttaaaaatt
ttgtttaaaa
aaaaatggcc
ctttccattt
tggtttgtaa
ccgtagttgt
atgtatatat

ctccattatg

<210> 13
<211> 16
<212> PRT

gttgcaaacg
gtacaaaagg
agggcaaaag
atgcaggttg
tgttcagata
tatttctgta
attttaaaag
ttgaactaat

cacagtttga

tgaaaagaag
aaaaaattag
ttttagactg
acaccgttgg
aaaaaaacca
aatttattgt
attcggctct
atcatcctta

gataaataaa

<213> Drosophila melanogaster

<400> 13
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aaaattattc
aataagtact
tactaaattt
taatttataa
tgaaattact
gatattttaa
gtattatttg
taacaggtac

tttttgaaat

aaatttggac
ggcgaaccat
tataacttac
tagcttttgt
gtgtttgaaa
ggttttececce
aatcagtctg
attttcaact

atggacactg

attttaattg
ctctgtggte
tgttaaaagc
tcgatcccaa
tattttctta
cctttatttt
ccgagaatcc
taagttttta

daaaaaaaaa

Arg Gln Ile Lys Ile Trp Phe Gln Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys

1

<210> 14
<211>9
<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

<220>

10

<223> Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 14

Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg

1
<210>15
<211>8
<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 15

Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para potenciar la reprogramacion nuclear de una célula somatica de mamifero,
comprendiendo el método: poner en contacto una poblacién de células somaticas de mamifero con

(a) una dosis eficaz de una composicion de aluminio, en donde la composiciéon de aluminio se selecciona del
grupo que consiste en hidroxido de aluminio, fosfato de aluminio y sulfato de aluminio, y

(b) un coctel de factores de reprogramacion, durante un periodo de tiempo suficiente para reprogramar las
células somaticas de mamifero en un tipo celular de interés deseado, en donde el tipo celular de interés
deseado es una célula madre pluripotente inducida (CMPi).

2. El método segun la reivindicacion 1, en donde la composicion de aluminio y los factores de reprogramacion
se proporcionan secuencial o simultaneamente.

3. El método segun la reivindicacion 1, en donde la composicion de aluminio es hidroxido de aluminio.

4. El método segun la reivindicacion 3, en donde la dosis eficaz de hidréxido de aluminio es aproximadamente
o por lo menos 40-80 microgramos/ml.

5. El método segun la reivindicacion 1, en donde la composicion de aluminio es fosfato de aluminio.
6. El método segun la reivindicacion 1, en donde las células somaticas de mamifero son células humanas.
7. El método segun la reivindicacion 1, en donde el coctel de factores de reprogramacion comprende la

utilizacion de acidos nucleicos codificantes de (i) Oct4, Sox2, Lin28 y Nanog, o sus péptidos correspondientes que
penetran en las células, y las células se reprograman a pluripotencialidad, o (ii) Oct4, Sox2, c-Myc y KLF4, o sus
péptidos correspondientes que penetran en las células, y las células se reprograman a pluripotencialidad.

8. El método segun la reivindicacion 1, en donde la célula somatica de mamifero es una célula mononuclear de
sangre periférica (PBMC), una célula mononuclear de sangre de cordén umbilical, o un fibroblasto.

9. El método segun la reivindicacion 1, en donde los factores de reprogramacion se proporcionan como (i)
proteinas que penetran en las células, o (ii) acidos nucleicos codificantes de las proteinas.
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