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DESCRIPCION
Método de especificacion y cultivo de linaje del musculo esquelético escalable
Referencia cruzada a las solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud de patente provisional de EE.UU. N° 61/962,068, presentada el 30
de octubre de 2013, que se incorpora en el presente documento por referencia en su totalidad.

Incorporacion de la lista de secuencias

El contenido de la lista de secuencias presentada electronicamente en el archivo de texto ASCIl (Nombre
52553_136621_ST25.txt; Tamario: 2 962 bytes; y Fecha de creacién: 30 de octubre de 2014) presentada con la
solicitud se incorpora en el presente documento como referencia en su totalidad.

Declaracion sobre la investigacion y el desarrollo con patrocinio federal

Esta invencién se hizo con el apoyo del Gobierno en virtud de la Subvencién No. R01 HD069979/00032722 otorgada
por los Institutos Nacionales de la Salud. El gobierno tiene ciertos derechos en la invencion.

Antecedentes

La presente descripcion se refiere a métodos para mejorar la produccién de carne cultivada, tal como la produccion
de carne independiente del ganado. Las promesas conceptuales de "carne cultivada” (p. €j., produccioén de carne
independiente de animales por métodos de cultivo celular in vitro, ingenieria de tejidos y tecnologia de alimentos)
incluyen una mayor eficiencia de produccion, menos impactos ambientales, mayor utilidad en aplicaciones culinarias,
mayor valor nutricional, produccién exenta de crueldad y mayor seguridad alimentaria en relaciéon con las carnes
producidas de modo convencional. Sin embargo, hasta la fecha, las tecnologias no han avanzado lo suficiente para
soportar una produccion escalable y econémicamente sostenible. El cultivo actual a escala de laboratorio de tejidos
prototipo ha utilizado componentes animales primarios, tales como tejidos animales y suero, negando asi en gran
medida las ventajas de la produccién de carne independiente de animales. Por lo tanto, los métodos actuales no
resuelven la dependencia animal de la produccion de carne cultivada lo suficiente como para cumplir las promesas
conceptuales de "carne cultivada" y proporcionar un producto comercialmente ventajoso. Por lo tanto, existe la
necesidad de proporcionar métodos nuevos y mejorados para el cultivo de carne escalable a partir de una fuente
autorrenovable in vitro para nutricion alimentaria y otras aplicaciones.

Compendio

Las realizaciones de ejemplo proporcionan una plataforma escalable para el cultivo del masculo esquelético que utiliza
lineas celulares con el potencial de diferenciarse como musculo esquelético. En ciertos aspectos, las lineas celulares
provienen de ganado tal como ganado doméstico, cerdos, ovejas, cabras, camellos, blfalos de agua, conejos y
similares. En ciertos aspectos, las lineas celulares provienen de aves de corral tales como pollos domésticos, pavos,
patos, gansos, palomas y similares. En ciertos aspectos, las lineas celulares provienen de especies cinegéticas
comunes tales como ciervos salvajes, aves gallinaceas, aves acuaticas, liebres y similares. En ciertos aspectos, las
lineas celulares son de especies acuaticas o semiacuaticas recogidas comercialmente de operaciones de pesca de
captura o acuicultura o por deporte, que incluyen ciertos peces, crustaceos, moluscos, cefaldpodos, cetaceos,
cocodrilos, tortugas, ranas y similares. En ciertos aspectos, las lineas celulares son de especies animales exoéticas,
conservadas o extintas. En ciertos aspectos, las lineas celulares son de cualquier especie de metazoos demostrando
la capacidad de especificacion del tejido del musculo esquelético. En ciertos aspectos, las lineas celulares son para
investigacion o para fines terapéuticos, tales como humanas, de primates, roedores, incluidas ratas y ratones, y
animales de compania tales como perros, gatos, caballos y similares. En ciertos aspectos especificos, las lineas
celulares de cualquier organismo son lineas de células madre autorrenovables. De acuerdo con la presente invencién,
se proporciona un método in vitro para producir un producto de carne cultivada para consumo alimentario,
comprendiendo el método: modificar una linea celular autorrenovable de ganado, aves de corral, caza o especies de
animales acuaticos, con un factor de transcripcion miogénico inducible para producir una linea celular modificada por
factor de transcripcién miogénico, en donde dicha linea celular autorrenovable es una linea de células madre
embrionarias pluripotentes o una linea de células madre pluripotentes inducidas; mantener dicha linea celular
modificada en un proceso de autorrenovacion seguido de induccion de diferenciacién miogénica de dicha linea celular
modificada, por regulacién exdgena del factor de transcripcién miogénico inducible, en donde la induccién de la
diferenciacion miogénica comprende ademas poner en contacto dicha linea celular modificada con un inhibidor de la
metilacién del ADN, y en donde la linea celular modificada diferenciada forma miocitos y miotubos multinucleados, que
comprenden ambos mionucleos; y el cultivo de los miocitos y miotubos multinucleados para generar fibras musculares
esqueléticas, produciendo asi un producto de carne cultivada para el consumo alimentario.

En ciertos aspectos, la linea celular autorrenovable puede ser una linea de células madre embrionarias pluripotentes.
En ciertos aspectos, la linea celular se obtiene de especies destinadas al consumo alimentario. Ejemplos ilustrativos
y no limitantes de factores de transcripcion miogénicos incluyen, solos o en combinacion Ill, MYODI, MYOG, MYFS5,
MYF6, PAX3, PAX7, paralogos, ortlogos, variantes genéticas de los mismos, o agonistas de activacion transcripcional
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de las respectivas secuencias de ADN de reconocimiento del promotor de los factores de transcripcién miogénicos
como se describe con mas detalle en el presente documento.

En ciertos aspectos especificos, se puede usar la linea celular pluripotente inducida porcina O2K como la linea celular
autorrenovable. En un aspecto especifico, el método puede comprender modificar una linea de células madre O2K
con un factor de transcripcion inducible MyoD para producir una linea celular O2KM modificada por factor de
transcripcion miogénico, e inducir dicha linea celular O2KM mediante regulacion exégena para dirigir procesos de
autorrenovacion o diferenciacion. La etapa de modificacién mencionada anteriormente puede comprender ademas
modificar la linea celular con un vector cromosdémicamente integrado que exprese constitutivamente una fusion
inducible del factor de transcripcion MYOD1 y un dominio de unién al ligando ESRI de una regién promotora
constitutivamente activa. Por ejemplo, la actividad inducible del transcrito de fusién traducido (p. ej., MyoDER), puede
activarse condicionalmente en presencia del agonista de ESRI (p. ej., 17-B Estradiol (E2)).

En ciertos aspectos, la etapa de induccién puede comprender ademas la subetapa de autorrenovacion y la subetapa
de diferenciacién reguladas por un mecanismo de doble interruptor. En la subetapa de autorrenovacién, se conserva
el estado fundamental indiferenciado de la linea celular modificada, tal como en presencia de doxiciclina (DOX), por
lo que la linea celular se mantiene en un estado de autorrenovacion de células madre por la expresién inducida de los
transgenes de pluripotencia POU5F1y KLF4. En la subetapa de diferenciacion, la linea celular modificada se trata, tal
como con E2 en ausencia de DOX, mientras que la linea celular es especificada eficientemente a miocitos
esqueléticos, es decir, el linaje miogénico, por el factor de transcripcion inducible MyoD, lo que da como resultado
células alargadas caracteristicas con morfologia en forma de huso. Cuando se cultivan mas en medio de cultivo bajo
en mitégenos, los miocitos derivados pueden fusionarse en miotubos multinucleados, precursores de las fibras de
musculo esquelético. Después del cultivo extendido en medio bajo en mitégenos, los miotubos multinucleados
maduran en fibras de musculo esquelético capaces de diferenciacion terminal, como lo demuestra el aumento de la
expresion de MYOG, DES, MYHC; fusion; y desarrollo de miofibrillas sarcomeras con potencial contractil. La subetapa
de diferenciaciéon puede comprender ademas afadir ciertos reactivos en el medio de cultivo para activar la ruta de
sefalizacion WNT candnica para prevenir la muerte celular y facilitar la diferenciacién miogénica, y afadir moduladores
epigenéticos al medio de cultivo para alterar la estructura de la cromatina para una expresion de genes miogénicos
mejorada.

Ciertos aspectos de la descripcién emplean células genéticamente mejoradas para una capacidad de renovacion
ilimitada y una conversion eficiente al masculo esquelético, el linaje de tejido predominante que constituye los
productos carnicos que no son despojos, en medio de cultivo sin suero. Cuando se combina con un planteamiento de
ingenieria de tejidos escalable, dichos métodos pueden revolucionar la forma en que la carne se produce y
comercializa para los consumidores al permitir el cultivo de tejido animal en cantidades ilimitadas para la produccién
de carne cultivada independiente de animales. Las aplicaciones adicionales contempladas incluyen uso de xeno-
trasplante in vivo y modelos in vitro para cribado de farmacos, fisiologia del desarrollo y biologia del desarrollo.

Otras caracteristicas y ventajas de la descripcion, asi como la estructura y el funcionamiento de diversas realizaciones
de la descripcion, se describen en detalle a continuacion con referencia a cualquiera de los dibujos que acompanan.

Breve descripcion de los dibujos/figuras
Figura 1. La Figura 1 muestra una secuencia de ADN de MyoDER.

Figura 2. La Figura 2 es una ilustraciéon esquematica de un método que comprende un mecanismo de regulacion de
doble interruptor para la expansion de la linea celular indiferenciada, o la especificacion en el linaje del musculo
esquelético.

Figura 3. La Figura 3 es una ilustracién esquematica que muestra un mecanismo de doble interruptor aplicado a la
linea celular O2KM modificada miogénica regulada por DOX o E2.

Figura 4A. La Figura 4A es una ilustracién esquematica del casete de expresién del transgén MyoDER seleccionable.
Las flechas y los cuadros indican respectivamente las secuencias de promotor y gen.

Figura 4B. La Figura 4B muestra la imagen de la transferencia Western de deteccién de la expresion del transgén
MyoDER en O2K seleccionada con blastidicina mediante un anticuerpo anti-MYOD1. O2K modificada por el casete
de expresién del transgén se designa como O2KM. TUBA (alfa-tubulina) se detecta como un control de carga interno.

Figura 5. La Figura 5 es una imagen que muestra células O2KM que presentan una morfologia de colonias compacta
y estable en condiciones de autorrenovacién como la linea celular O2K parental.

Figura 6. La Figura 6 es un panel de imagenes que muestran O2KM cultivadas en placas recubiertas con Poli-D-Lisina
+ Laminina + MATRIGEL +/- 5-Aza-citidina 0.25 uM (5AC) para el medio de autorrenovacién exento de fenol (SRM)
en 5% de Oz durante tres dias seguido de induccién con o sin 17-8 Estradiol (E2) de la proteina de fusién MyoDER en
20% de O2 durante dos dias en medio de induccién miogénica exento de rojo fenol (MIM) complementado con
CHIR99021 3 uM. C. Imagenes de contraste de fase de O2KM en el dia 2 de induccién con E2.
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Figura 7. La Figura 7 muestra el analisis de transferencia Western de MYOD1 (MyoD), MYF5 (Myf5) y MYOG
(miogenina) en lisados de células O2KM diferenciadas recogidos siguiendo los regimenes de induccion con E2 de 2
dias indicados. Migracién MyoDER: ~75 kD. Migracion endégena esperada de MYOD1: 45-50 kD.

Figura 8. La Figura 8 muestra imagenes de deteccion inmunofluorescente del marcador de superficie celular de
miocitos NCAM (Alexa568) y nicleos (DAPI) en cultivos de O2KM expuestos a 5AC antes y después de un periodo
de tiempo de induccion con E2 10 uM de 2 dias.

Figura 9. La Figura 9 muestra un panel de imagenes de contraste de fase de i. colonias de O2K indiferenciadas en
estado fundamental cultivadas en Poli-D Lisina + Gelatina + Laminina en 5% de O2 en SRM, ii. - vi. colonias adherentes
que se diferencian del estado fundamental, como se muestra en el panel i. durante dos dias en medio de diferenciacion
(DM) en 20% de O2 complementado con CHIR99021 ii. 0 puM, iii. 1 pM, iv. 3 uM, v. 6 uM o vi. 9 uM. Las colonias no
adherentes prevalecieron como cuerpos embrioides en cultivos expuestos a CHIR99021 6 pM (vii.) 0 9 uM (viii.).

Figura 10. La Figura 10 muestra un grafico de barras que ilustra el cambio de poblacion de células O2K adherentes
durante la diferenciacion. Los porcentajes representan la proporciéon de células adherentes contadas en cultivos
después de dos dias en presencia de CHIR99021 en las concentraciones indicadas (mostradas en la figura 9, paneles
ii.-vi.) en relacién con las células adherentes contadas antes de la diferenciacién del estado fundamental (mostrado
en la figura 9, panel i.). n = 3 para cada condicion de cultivo contado.

Figura 11. La figura 11 muestra un gréafico de barras del andlisis de citometria de flujo de las células marcadas con
anexina V. Las colonias de O2K indiferenciadas se cultivaron en 20% de O2 en medio de diferenciacion, con la
presencia de CHIR99021 0, 1, 3 0 6 uM durante un dia antes del analisis.

Figura 12. La Figura 12 muestra el andlisis de transferencia Western de los niveles relativos de CTNNB1 (B-catenina)
y la fosforilaciéon (p-CTNNB1) en los sustratos por GSK3B en la serina 33, 37 y treonina 41 en cultivos diferenciados
del estado fundamental (como se muestra en la Figura 9) en presencia de CHIR99021 en las concentraciones
indicadas. Los cultivos se expusieron a caliculina A 50 nM y MG-132 30 uM durante 3 horas antes de la recoleccion
para estabilizar los niveles detectables de p-CTNNB1 para el andlisis comparativo.

Figura 13A. La Figura 13A muestra un gréafico que ilustra las relaciones densitométricas de las bandas de p-
CTNNB1/CTNNB1 como se muestra en la Figura 12.

Figura 13B. La Figura 13B muestra un grafico que ilustra las relaciones densitométricas de las bandas de
CTNNB1/TUBA como se muestra en la Figura 12.

Figura 14. La figura 14 muestra una imagen que ilustra el analisis de transferencia Western de la evolucién temporal
del marcador de diferenciacién. Los niveles de expresion de los marcadores de pluripotencia, POU5F1 y KLF4, y el
marcador de mesodermo paraxial premiogénico PAX3 en cultivos de O2K se diferenciaron del estado fundamental en
presencia de CHIR99021.

Figura 15. La Figura 15 muestra imagenes de diferenciacién terminal de miocitos O2KM diferenciados en ausencia
(panel izquierdo) o presencia (panel derecho) de 5-aza-citidina (5AC). Obsérvese los derivados de miocitos con
morfologia aplanada en el panel izquierdo (-5AC) en contraste con los miotubos multinucleados alargados en el panel
izquierdo (+ 5AC).

Figura 16. La Figura 16 muestra el marcador de anexina V de las células apoptoticas antes y después de la transicidon
de 24 h de los cultivos, como en la Figura 9, paneles i-ii.

Figura 17A. La Figura 17A muestra la deteccion por transferencia Western de CPP32 de longitud completa (~32 kD
procaspasa 3a) y el fragmento escindido grande (~17kD caspasa 3a escindida) en colonias en estado fundamental
antes (0 h) y después de transicion (12-48 h) en medio de diferenciacién (12-48 h).

Figura 17B. La Figura 17B muestra la deteccion por transferencia Western de CPP32 de longitud completa y el
fragmento escindido en colonias después de 42 h de transicion al medio de diferenciacion en presencia de los niveles
de CHIR99021 indicados.

Figura 18. La Figura 18 muestra la morfologia de excrecencias de cuerpos embrioides formados en un medio de
diferenciacion que contiene CHIR99021 6 uM durante dos dias y después de la transferencia a un sustrato recubierto
con Poli-D Lisina + Laminina + MATRIGEL para uno (d3, panel izquierdo) o tres (d5, panel derecho) dias adicionales.

Figura 19A. La Figura 19A muestra la transferencia Western de lisados de piPSC no modificadas cultivadas en
ausencia de 3i, DOX, hLIF y E2 en un medio de diferenciacién que contiene KOSR.

Figura 19B. La Figura 19B muestra la transferencia Western de lisados de piPSC modificadas con MyoDER cultivadas
en presencia de DOX, LIF y 3i. Las piPSC modificadas con MYODER se cultivaron 3 dias en un medio de
autorrenovacion o expansion.

Figura 20A. La Figura 20A es un esquema de los regimenes de expansion e induccion de O2KM, seguido del régimen
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de diferenciacion terminal.

Figura 20B. La Figura 20B muestra la morfologia y conformacién de miotubos. Después de la induccioén (d2), las piPSC
se desarrollaron como miotubos alargados, anisotrépicos y refractivos cuando se expusieron a 5AC durante los
regimenes de expansién e induccion.

Figura 20C. La Figura 20C muestra la expresién uniforme de la cadena pesada de miosina por d6.

Figura 20D. La figura 20D muestra la multinucleaciéon de miotubos. Panel izquierdo: Imagen ampliada de cultivos de
diferenciacion terminal d4. Las flechas entre corchetes indican multiples ndcleos dentro de un solo miotubo. Panel
derecho: distribucion de mionucleos por ploidia de miotubos mediante marcado con yoduro de propidio y analisis de
citometria de flujo. n = 3 con desviacion estandar mostrada.

Figura 20E. Las transferencias Western de la Figura 20E muestran una expresion creciente de desmina (DES) y
miogenina (MYOG) durante el transcurso de 8d.

Figura 20F. La Figura 20F muestra la retirada del ciclo celular concomitante con diferenciacion terminal.

Figura 20G. La figura 20G muestra la microscopia electronica de transmisién de miotubos el d6. Las unidades
estructurales sarcémeras se alinearon en una sola (paneles izquierdos) y filas paralelas escalonadas (panel derecho).

Figura 21A. La Figura 21A muestra ciclos transitorios asincronicos de una sola célula (paneles de izquierda, medio y
derecha) que se observaron en la contratacion espontanea de subpoblaciones de miotubos el d6.

Figura 21B. La Figura 21B muestra la activacion y sincronizacién del FOV de los ciclos transitorios de calcio mediante
estimulacion de campo de 1,0 Hz en miotubos el d6.

Figura 21C. La Figura 21C muestra la activacion transitoria por calcio del FOV de los miotubos el d6 por cafeina 10 mM.

Figura 21D. Figuras 21D: andlisis de célula individual de activacién transitoria por calcio en un miotubo el d7 por
acetilcolina 100 nM.

Descripcion detallada

En la medida necesaria para proporcionar apoyo descriptivo, la materia objeto y/o el texto de las reivindicaciones
adjuntas se incorporan en el presente documento por referencia en su totalidad. Todos los lectores de esta descripcion
escrita entenderan que las realizaciones ilustrativas descritas y reivindicadas en el presente documento se pueden
poner en practica adecuadamente en ausencia de cualquier caracteristica, elemento o paso citado que se describa o
no especificamente en el presente documento.

A lo largo de esta descripcion, el término "un" o "una" entidad se refiere a una o mas de esa entidad; por ejemplo, se
entiende que "un polinucleétido" representa uno o mas polinucleétidos. Como tal, los términos "un" (o "una"), "uno o
mas" y "al menos uno" pueden usarse indistintamente en el presente documento.

Ademas, "y/0" donde se usa en el presente documento se debe considerar como descripcion especifica de cada una
de las dos caracteristicas o componentes especificados con o sin el otro. Por lo tanto, el término "y/0" como se usa en
una frase tal como "A y/o B" en el presente documento pretende incluir "A 'y B", "A o B", "A" (solo) y "B "(solo). Del
mismo modo, el término "y/0" como se usa en una frase tal como "A, B y/o C" pretende abarcar cada uno de los
siguientes aspectos: A,ByC;A,BoC;A0C;A0B;BoC;AyC; AyB;ByC; A (solo); B (solo); y C (solo).

Se entiende que siempre que se describan aspectos en la presente memoria con el lenguaje "que comprende", también
se proporcionan aspectos analogos descritos en términos de "que consiste en" y/o "que consiste esencialmente en".

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen
el mismo significado que el entendido cominmente por un experto en la técnica a quien se dirige esta descripcion. Por
ejemplo, el Concise Dictionary of Biomedicine and Molecular Biology, Juo, Pei-Show, 22 ed., 2002, CRC Press; The
Dictionary of Cell and Molecular Biology, 32 ed., 1999, Academic Press; y el Oxford Dictionary Of Biochemistry And
Molecular Biology, revisado, 2000, Oxford University Press, proporcionan a un experto un diccionario general de
muchos de los términos utilizados en esta descripcion.

Las unidades, prefijos y simbolos se indican en su forma aceptada por el Sistema Internacional de Unidades (Sl). Los
intervalos numéricos incluyen los nimeros que definen el intervalo. A menos que se indique lo contrario, las secuencias
de acido nucleico se escriben de 5' a 3' y las secuencias de aminoacidos se escriben de izquierda a derecha en la
orientacion de amino a carboxi. Los titulos proporcionados en el presente documento no son limitaciones de los
diversos aspectos de la descripcidn, que se pueden tener por referencia a la memoria descriptiva en su conjunto.

Todos los métodos descritos en el presente documento se pueden llevar a cabo en cualquier orden adecuado a menos
que se indique lo contrario en el presente documento.
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Ningun lenguaje o terminologia en esta memoria descriptiva debe interpretarse como que indica que cualquier
elemento no reivindicado es esencial o critico.

La mencién de intervalos de valores en el presente documento tiene el Unico propésito de servir como un método
abreviado para referirse individualmente a cada valor separado que cae dentro del intervalo, a menos que se indique
lo contrario en el presente documento, y cada valor por separado se incorpora a la memoria descriptiva como si se
mencionara individualmente en el presente documento. Cuando se proporciona un intervalo especifico de valores, se
entiende que cada valor intermedio pretende ser incluido en el mismo, y también se incluyen todos los subintervalos
mas pequenos.

Se proporcionan en el presente documento métodos nuevos y mejorados para generar musculo esquelético funcional,
para cultivar carne tal como tejido modificado genéticamente u otro producto comestible, a partir de una fuente de
células in vitro. Dichos métodos estan contemplados, por ejemplo, para la produccion de carne independiente del
ganado, en donde la carne es cualquier tejido de metazoo o producto comestible derivado de células destinado para
usar como alimento comestible o componente nutricional por seres humanos, animales de compafia, animales
domésticos o cautivos cuyos cuerpos estan destinadas al uso como comestibles, animales de servicio, especies
animales conservadas, animales utilizados con fines experimentales o cultivos celulares.

También se proporcionan tejidos animales producidos in vitro, tales como tejido muscular, hechos por cualquiera de
los diversos aspectos descritos en el presente documento. En ciertos aspectos, la fuente de células es una fuente de
células madre, por ejemplo, una linea de células madre autorrenovables. Ciertos aspectos de los métodos emplean
una linea celular autorrenovable, modificada por transgén inducible, miogénica, derivada de una especie prevista. En
ciertos aspectos, las especies previstas pueden ser cualquier especie comestible, incluidas las especies de ganado y
aves de corral. En ciertos aspectos, las especies previstas son especies de ganado tales como ganado doméstico,
cerdos, ovejas, cabras, camellos, bufalos de agua, conejos y similares. En ciertos aspectos, las especies previstas
son especies de aves de corral tales como pollos domésticos, pavos, patos, gansos, palomas y similares. En ciertos
aspectos, las especies previstas son especies cinegéticas comunes tales como ciervos salvajes, aves gallinaceas,
aves acuaticas, liebres y similares. En ciertos aspectos, las especies previstas son especies acuaticas o especies
semiacuaticas recogidas comercialmente de operaciones de pesca de captura o acuicultura o de deporte, que incluyen
ciertos peces, crustaceos, moluscos, cefalépodos, cetaceos, cocodrilos, tortugas, ranas y similares. En ciertos
aspectos, las especies previstas son especies animales exoticas, conservadas o extintas. En ciertos aspectos, las
especies previstas son cualquier especie de metazoo que demuestre la capacidad de especificacién de tejido del
musculo esquelético. En ciertos aspectos, las especies previstas son para investigacion o para fines terapéuticos,
tales como seres humanos, primates, roedores, incluidas ratas y ratones, y animales de compafiia tales como perros,
gatos, caballos y similares.

En ciertos aspectos, la linea celular esta regulada por un mecanismo de doble interruptor para mantener la linea celular
en proceso de autorrenovacion o de diferenciacién miogénica directa.

Una linea de células parentales/hospedantes de los aspectos descritos en el presente documento tiene las
propiedades de ser inmortal (autorrenovable) y tener el potencial de diferenciarse, reprogramarse, especificarse o
convertirse de otro modo en linaje del musculo esquelético, tal como siguiendo regimenes que comprenden uno 0 mas
componentes que dirigen la conversion miogénica Se pueden emplear tres clases de células madre como fuentes
celulares para el cultivo escalable: (1) aislados de células madre progenitoras primarias de linaje restringido, (2) lineas
celulares inmortalizadas de linaje restringido y (3) lineas de células madre pluripotentes. Se ha determinado que cada
uno de estos planteamientos tiene ventajas y desventajas al servir como fuente celular para la produccion de carne
cultivada.

Aislados de células madre progenitoras adultas primarias de linaje restringido. Estos incluyen células progenitoras
adultas comprometidas con linajes que constituyen los productos de carne tales como el masculo esquelético. Las
células progenitoras del misculo esquelético incluyen, pero no se limitan a células satélite, mioblastos y miocitos. Sus
ventajas incluyen: i) las células progenitoras adultas primarias estan restringidas a linajes especificos y requieren poco
o nada de especificacion in vitro a los linajes deseados; vy ii) las células progenitoras adultas primarias no requieren
modificacién genética para la especificacion del linaje. Sus desventajas incluyen: i) se deben recoger de un cuerpo de
animal recién sacrificado u obtener de una biopsia invasiva. Cualquiera de los métodos conduce a dependencia del
ganado y compromete el beneficio de la produccion independiente del ganado en la medida en que se usa ganado en
el procedimiento; ii) el aislamiento de células primarias es un proceso altamente ineficiente. Las células deseadas
comprenden una fracciéon del tejido fuente. Una subfraccion de las células deseadas sobrevive al proceso de
aislamiento. Los linajes celulares deseados deben aislarse de poblaciones mixtas de células supervivientes, lo que
requiere etapas adicionales de purificacion y expansion; iii) las células progenitoras adultas primarias estan sujetas al
"limite de Hayflick", en donde las células pueden dividirse solo un nimero limitado de veces antes de perder su
capacidad de proliferar. Ademas, las células progenitoras adultas primarias pierden su capacidad de diferenciarse
terminalmente de manera concordante con pases extendidos. Por lo tanto, se deben obtener células adicionales a
partir de aislados de células primarias, lo que limita la escalabilidad del cultivo a partir de un solo aislado; y iv) el cultivo
de células primarias de linajes de tejidos aplicables a la produccion de carne cultivada, tales como el musculo
esquelético, son métodos limitantes dependientes del anclaje para la escalabilidad volumétrica de los cultivos. En
cultivo en suspensidn, estas células pueden ser susceptibles a la muerte celular por anoikis.
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Lineas celulares inmortalizadas de linaje restringido. Estas son células primarias comprometidas con el linaje que
estan genéticamente alteradas para autorrenovarse indefinidamente a la vez que conservan su capacidad de
diferenciarse terminalmente o restringidas por el linaje. Sus ventajas incluyen: i) "se autorrenuevan perpetuamente”
(es decir, no estan sujetas al "limite de Hayflick") y puede expandirse indefinidamente para un cultivo escalable e
independiente del ganado; ii) restringidas a linajes especificos y requieren poca o no requieren mas especificacion in
vitro. Sus desventajas incluyen: i) las lineas celulares inmortalizadas, de linaje restringido, de ciertas especies con la
capacidad de diferenciarse a lo largo de los linajes aplicables a la produccién de carne cultivada (p. ej., musculo
esquelético) pueden requerir desarrollo; ii) los cultivos de lineas celulares comprometidas con el linaje dependen del
anclaje, lo que limita la escalabilidad. En el cultivo en suspension, las lineas celulares comprometidas con el linaje
pueden ser susceptibles a la muerte celular por anoikis; y iii) la o las transformaciones celulares que permiten la
"inmortalizacion" requieren modificacion genética. Las modificaciones genéticas necesarias que inmortalizan las
poblaciones de células primarias aplicables sin interferir con su capacidad de diferenciacién terminal no estan bien
caracterizadas.

Lineas de células madre pluripotentes: Las lineas de células madre pluripotentes incluyen células madre embrionarias
o células madre pluripotentes inducidas (iPSC) que mantienen la capacidad de autorrenovarse en el estado
indiferenciado, o alternativamente de diferenciarse a cualquier linaje de tejido. Sus ventajas incluyen: i) en general, las
lineas de células madre pluripotentes proliferan a una velocidad mayor que las lineas celulares primarias o
inmortalizadas de linaje restringido, reduciendo el tiempo requerido para la expansion de la biomasa en los
procedimientos de produccién; ii) las células madre pluripotentes pueden cultivarse como cuerpos embrioides en
cultivo en suspension, mejorando asi la escalabilidad del cultivo por unidad de volumen de cultivo. Ademas, los cuerpos
embrioides pueden cultivarse como "bio-tinta" compatible con métodos de ensamblaje de micromoldes y tejidos de
bioimpresion ; y iii) al igual que las lineas celulares inmortalizadas de linaje restringido, las células madre pluripotentes
no estan sujetas al "limite de Hayflick" y pueden expandirse indefinidamente para el cultivo escalable independiente
del ganado. Sus desventajas incluyen: i) las lineas de células madre embrionarias auténticas derivadas de ciertas
especies pueden requerir desarrollo; ii) los métodos para la reprogramacion y la autorrenovacion de iPSC pueden
depender de transgenes. Por lo tanto, la pluripotencia de las iPSC puede requerir modificacion genética para la
induccion y la autorrenovacién del estado indiferenciado. La diferenciacion eficiente de iPSC requiere mecanismos
para silenciar los transgenes utilizados para la reprogramacién y el mantenimiento del estado indiferenciado
mutuamente exclusivo con el estado diferenciado para evitar la activacién conflictiva de la red de transcripcion
desventajosa para la especificacion del linaje deseado; y iii) en relacién con las células madre progenitoras adultas
primarias de linaje restringido y las lineas celulares inmortalizadas, las células madre pluripotentes, en general,
requieren etapas de especificacion de linaje adicionales para desarrollar y enriquecer la especificacién de linaje
deseada.

Otras lineas de células parentales/hospedantes ademas de las tres clasificaciones de células madre proporcionadas
anteriormente también estan contempladas en el presente documento. Por ejemplo, las lineas celulares de trofoblastos
inducidos (que representan células inmortalizadas no somaticas y no pluripotentes de tipo extraembrionario), cuyo
potencial miogénico se establecié previamente mediante el ensayo de teratoma, también pueden ser adecuadas para
la conversion miogénica. Por ejemplo, las lineas celulares somaticas reprogramadas parcialmente para la pluripotencia
pueden poseer potencial miogénico pero no pueden formar teratomas que representan tres capas germinales
embrionarias. Por ejemplo, aunque su existencia es controvertida, las lineas celulares STAP (adquisicion de
pluripotencia desencadenada por estimulo) pueden ser mio-potentes y autorrenovables.

Linea celular O2K. La linea celular O2K es una linea de células madre pluripotentes inducidas establecida a partir de
la masa celular interna de un embridn porcino preimplantacion. La linea celular O2K se ha estudiado y se descubrid
que el estado de autorrenovacion de O2K se puede mantener mediante la activacion transcripcional de los transgenes
POUS5F1y KLF4 por doxiciclina (es decir, DOX) utilizando un sistema de induccion "Tet-On".

Factor de transcripcion MYOD1. MYOD1 (es decir, MyoD) es un regulador dominante del compromiso con el linaje del
musculo esquelético. La construccién MyoDER se ha descrito previamente, consistiendo en una fusién del gen MYOD1
murino y la secuencia que codifica el dominio de unién a ligando del receptor de estrégenos a humano, mostrado en
la Figura 1 (SEQ ID NO: 1). En la Figura 1, el MyoDER consiste en una fusién genética entre el gen MYODI murino
en el sitio de digestién de endonucleasa de restriccion Nar | con la secuencia que codifica el dominio de unién al
ligando del ESR1 (es decir, receptor de estrogenos humano a) nucledtidos 844-1781. También estan presentes
secuencias conectoras Cla 1 y no especificadas. La actividad de especificacion miogénica de la construccion de fusion
MyoDER se induce postraduccionalmente mediante la adicion del ligando del receptor de estrégenos a, el 17p3-
estradiol (es decir, E2). En ausencia de 173-estradiol, MyoDER permanece en un estado inactivo. La construccién
MyoDER se denomina en el presente documento "MyoD inducible".

Con referencia ahora a la Figura 2, un aspecto es la expansién de la cepa de células, es decir, la expansion de la linea
celular en condiciones de autorrenovacion necesarias para el mantenimiento de la cepa de células para un cultivo
continuo y escalable. Otro aspecto es la especificacion/diferenciacion de linaje, es decir, inducir la diferenciacion de
linaje miogénico para un proceso de cultivo de tejido posterior. Por lo tanto, ciertos aspectos pueden resumirse como
que comprenden dos etapas principales: i) modificar una linea celular autorrenovable seleccionada, con un factor de
transcripcion miogénico para producir una linea celular modificada por el factor de transcripcién miogénico, y ii) inducir
dicha linea celular modificada mediante regulacién exégena para mantenerla en el proceso de autorrenovacion o

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2782380 T3

avanzar al proceso de diferenciacion. Como se usa en el presente documento, "modificar" una linea celular con un
factor de transcripcién miogénico se refiere a insertar un vector o construccion de acido nucleico que codifica de
manera operativa un factor de transcripcién miogénico (tal como por transfeccion, transduccion, transformacion y
similares) en la linea celular, en donde la linea celular modificada expresa el factor de transcripcion miogénico. En
ciertos aspectos, el factor de transcripcién miogénico insertado se expresa de forma inducible para producir una linea
celular modificada con células con factor de transcripcién miogénico inducible. Como se usa en el presente documento,
"de forma inducible", "inducible" y similares se refiere a cualquier planteamiento de modificacién genética que se puede
usar para regular de manera exogena las actividades de un producto génico tal como un factor de transcripcion
miogénico. Los planteamientos inducibles incluyen, pero no se limitan a la regulacion de la actividad del factor de
transcripcion miogénico mediante tecnologia de factor de transcripciéon inducible por ligando (p. ej., Tet-on, tet-off,
RheoSwitch), tecnologia de recombinacion dirigida al sitio (p. ej., Cre-LoxP, flp-FRT), tecnologia de transposones (p.
ej., Sleeping Beauty, PiggyBac), tecnologia de fusién de receptor de unién a ligando (p. €j., agonistas de ligandos
estrogenos, progesterona, andrdégenos, hormona tiroidea, hormona glucocorticoide, tamoxifeno) y transfeccion
transitoria de vectores de expresion extracromosomicos que llevan un gen del factor de transcripcion miogénico. En
ciertos aspectos, la construcciéon o vector de &cido nucleico esta cromosémicamente integrado en la linea celular
modificada. Ejemplos representativos de lineas celulares autorrenovables incluyen las seleccionadas de un grupo que
consiste en células madre embrionarias, células madre pluripotentes inducidas y lineas celulares inmortales de linaje
restringido. En ciertos aspectos, dichas lineas celulares de autorrenovacion derivan de especies destinadas al
consumo alimentario o para investigacion o para fines terapéuticos. Los ejemplos representativos de factores de
transcripcion miogénicos incluyen, usados solos o en combinacién, MYOD1, MYOG, MYF5, MYF6, PAX3, PAX7,
paralogos, ortélogos, variantes genéticas de los mismos, o agonistas de activacion transcripcional de las respectivas
secuencias de ADN de reconocimiento del promotor de los factores de transcripcidon miogénicos descritos en el
presente documento.

Ahora se hace referencia a la Figura 3, que incluye ilustraciones esquematicas de ejemplo del mecanismo de doble
interruptor de la linea celular O2KM modificada miogénica regulada por DOX o E2. Como se muestra en la Figura 3,
durante el proceso de autorrenovacion de células madre O2KM, se induce la expresion de los transgenes de
pluripotencia POU5F1 y KLF4 en presencia de DOX en el medio de autorrenovacion (SRM), mientras que dicha
expresion se reprime cuando DOX esta ausente. De manera similar, durante el proceso de diferenciacion miogénica
de O2KM, la diferenciacion miogénica es activada por el transgén inducible MyoD en presencia de E2 en el medio de
induccion miogénica (MIM), mientras que dicha diferenciacion dirigida esta inactiva cuando E2 esta ausente.

Ciertos aspectos proporcionan métodos de diferenciacion/especificacion que comprenden reactivos adicionales
distintos de E2 en el MIM para prevenir la muerte celular y modular el estado epigenético de la cromatina. Por ejemplo,
se puede afadir un inhibidor de glucdégeno sintasa quinasa-3f (GSK3B) al SRM y MIM para activar la ruta de
sefalizacion WNT canénica, a su vez, mejorar la diferenciacion miogénica y reducir la muerte celular en el momento
de la retirada de la DOX. Sin estar limitados por la teoria, en ciertos aspectos, la modulaciéon epigenética altera la
activacion de la cromatina por factores de transcripcién miogénicos y/o mejora la expresién de factores de transcripcion
miogénicos, tales como MYF5.

Se entiende que la inhibicion de la GSK3 incluye el direccionamiento con moléculas pequenas. La edicién de genes
también es un planteamiento prometedor para mejorar la especificacion del masculo esquelético por activacion de la
sefalizacion WNT. Por ejemplo, la GSK3p puede ser inhibida en la linea celular del hospedante/parental mediante la
mutacion de los alelos de GSK3B mediante tecnologia de insercion o eliminacién de secuencia especifica (es decir,
nucleasa con dedos de zinc, TALEN, CRISPR). La mutaciéon de la regién promotora endégena puede usarse para
reprimir la expresion de GSK3. Alternativamente, el marco de lectura abierto de GSK3p se puede eliminar o mutar
usando los mismos métodos para abolir la actividad de GSK3{. Del mismo modo, el objetivo de fosforilacién corriente
abajo de la GSK3p, la beta-catenina (CTNNB1), puede mutar en los codones que codifican restos fosforilados por
GSKB3p, evitando asi la fosforilacion de la CTNNB1 por GSK3, dando como resultado una CTNNB1 estable, activa
de forma constitutiva. Dichos métodos de "edicion de genes" reducirian el coste de la inhibicion de GSK3B mediante
el direccionamiento de moléculas pequefias y potencialmente mejorarian el perfil de seguridad del producto de carne,
ya que no se requeririan productos quimicos adicionales para inhibir la GSK3p durante el proceso. Esta contemplado
que un tercer planteamiento para la inhibicién de la sefalizacién de Wnt incluye el uso de inhibidores de acido nucleico
antiparalelo para GSK3B u otros factores antagonistas para la ruta de WNT. Estos pueden incluir métodos de
interferencia de ARN que usan shARN o miARN dirigidos a la secuencia.

Ciertos aspectos especificos permiten el uso de un inhibidor de GSK3[ para promover la supervivencia celular, por
ejemplo, en el momento de la retirada de DOX. Un ejemplo ilustrativo de un inhibidor de GSK3f es CHIR99021. Los
inhibidores representativos adicionales de GSK3 pueden incluir, sin limitacién: cloruro de litio, BIO, SB216763, CHIR-
98014, TWS119, Tideglusib, IM-12, 1-Azakenpulona, AR-A014418 y SB415286. Sin estar limitados por la teoria, se
cree que concomitante con DOX, la autorrenovaciéon de las células indiferenciadas se mantiene por una ruta de
sefalizacion WNT que implica la inhibicion de GSK3.

Sin estar limitados por la teoria o limitados por ningin ejemplo representativo especifico, se observé que la retirada
simultanea tanto de DOX como del inhibidor de GSK33 CHIR99021 del medio de cultivo complementado con sustitutos
de suero N-2 y B-27, precipita la muerte celular masiva de la linea parental O2K en diferenciacién en el plazo de 48 h
horas. La retirada de DOX en presencia de CHIR99021 permitié la supervivencia de las O2K en diferenciacion. La
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muerte por células O2K en diferenciacion en ausencia de un inhibidor de GSK3pB y la supervivencia reciproca en
presencia del mismo se confirmaron por morfologia, ensayo de adhesion celular, acumulacion de caspasa-3 escindida
y marcaje con anexina V. En la linea celular O2K parental, la inhibicién de GSK3p daba como resultado de forma
concordante la estabilizacién y activacion de su sustrato de fosforilacion, CTNNB1, el efector positivo corriente abajo
de la ruta de sefalizacion WNT canoénica. La sefalizacion de WNT tiene funciones cruciales tanto en la especificacion
de mesodermo a partir de la pluripotencia del estado fundamental indiferenciado, el enriquecimiento pre-miogénico del
mesodermo sin patrén y la diferenciacién terminal de miocitos comprometidos tanto in vivo como in vitro. De acuerdo
con esto, el cultivo extendido de la linea O2K en ausencia de DOX, y en presencia de un inhibidor de GSK3[3, apoyaba
la diferenciacion hacia el mesodermo paraxial premiogénico, como lo demuestra la expresion de PAX3 y la pérdida
concomitante de la expresion de POU5SF1 y KLF4. Ademas, en combinacion con 5AC, el inhibidor de GSK3B mejord
la expresion del factor de transcripcion miogénico MYF5 en O2K en diferenciacion. Ademas, un inhibidor de GSK3,
tal como CHIR99021, mejoraba la diferenciacién terminal de la linea celular miogénica C2C12 murina en miotubos
multinucleados, como se muestra en la Tabla 1.

La Tabla 1 da las influencias de los efectores de la matriz extracelular (es decir, Gelatina, Poli-D-Lisina, Laminina,
MATRIGEL) y factores solubles (E2, CHIR99021) en la diferenciacion terminal del mioblasto C2C12 murino mediante
la evaluacion del tamano y la extension de la formacion de miotubos que prosiguen a un periodo de tiempo de
diferenciacion de 5 dias. (Los cultivos se puntuaron desde [*****], o que indica la formacion de miotubos consistente
a [-] lo que indica la formacion de miotubos no detectable)

Tabla 1. Influencia de los efectores de la matriz extracelular y los factores solubles en la diferenciacién terminal.

Medio basal | +E25puM | +CHIR3 pM | +E25uM, +CHIR 3 pM
Gelatina woxx o o =
Gelatina + Poli-D Lisina ek * * N
Laminina + MATRIGEL + Poli-D Lisina Hxx * P =
Laminina + MATRIGEL woxx * e =
Laminina o * e "
MATRIGEL woxw e " e

En ciertos aspectos debido a su multifuncién: (1) supresion de la muerte celular después de la retirada de DOX, (2)
mantenimiento de la diferenciacion hacia el estado premiogénico, (3) mejora de la especificacion miogénica y (4)
mejora de la diferenciaciéon terminal, un inhibidor de GSK3B cuando se retiene en el medio de cultivo durante la
diferenciacion (en ausencia de DOX), se considera compatible con la especificaciéon de linaje dirigida por factor de
transcripcion miogénico inducible y las condiciones de diferenciacion terminal subsiguientes por miocitos derivados.
Por ejemplo, CHIR99021 era retenido en los cultivos de O2KM después de la retirada de DOX durante los posteriores
procesos de especificacion de linaje inducida por E2 y diferenciacion terminal.

Sin embargo, aunque el régimen de cultivo complementado con el inhibidor de GSK3B mencionado anteriormente
mantenia la supervivencia celular y la especificacion de linaje miogénico por O2KM a células diferenciadas con una
morfologia distintiva de huso similar a los miocitos, las células derivadas no lograron diferenciarse terminalmente en
miotubos alargados refractivos. Por lo tanto, se usdé un modulador epigenético para mejorar la expresién de genes
miogénicos en células que de otro modo no serian permisivas para la miogénesis y mejorar la diferenciacion terminal
de miocitos comprometidos con el linaje a miofibras maduras. Para permitir la diferenciacién terminal de O2KM, las
células se cultivaron en presencia de 5-aza-citidina (5AC) durante 72 horas previamente a la retirada de DOX, durante
48 horas durante la induccién por E2, seguido de un periodo de diferenciacion terminal de hasta 6 dias adicionales.
En los miocitos derivados de O2KM cultivados en presencia de 5AC, se mejoré la expresion de MYF5 y las células
presentaron una morfologia refractiva de miofibrillas, mientras que los miocitos derivados en ausencia de 5AC
expresaron MYF5 reducido y presentaron una morfologia aplanada atipica para miofibrillas maduras. Esta distincion
puede explicarse por la expresién mejorada del factor de transcripcion miogénico MYF5 observado solo en las O2KM
expuestas a 5AC antes y después de 48 horas de la retirada de DOX

Junto con el enriquecimiento de la isoforma de miogenina no fosforilada de menor peso molecular, que se sabe que
es el transactivador activo, la distincion morfoldgica entre estos cultivos puede explicarse por la expresion de MYF5
potenciada por la exposicion a 5AC. Se entiende que la modulacion epigenética implica la alteracién de la estructura
de la cromatina que influye en la unién del factor de transcripcion y la activacion transcripcional dirigida al alterar los
patrones de metilacion del ADN y la modificacion postraduccional de las histonas asociadas a nucleosomas. Se
entiende que la modulacién epigenética puede implicar moléculas pequefias agonistas o antagonistas dirigidas a rutas
epigenéticas o proteinas expresadas que comprenden maquinaria epigenética. Un ejemplo ilustrativo de una molécula
pequeria modulador epigenético es la 5-aza-citidina (5AC). Ejemplos representativos adicionales de moléculas
pequerias moduladores epigenéticos incluyen 5-Aza-2'-desoxicitidina, RG108, Scriptaid, butirato de sodio, tricostatina
A, &cido hidroxamico suberoilanilida, MS-275, Cl-994, BML-210, M344, MGCD0103, PXD101, LBH-589, Tubastatina
A, NSC3825, NCH-51, NSC-3852, HNHA, BML-281, CBHA, Salermida, difenilamida pimelica, ITF-2357, PCI-24781,
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APHA Compuesto 8, Droxinostat y SB-939. Los ejemplos representativos de proteinas implicadas en la modulacion
epigenética incluyen paralogos de histona desacetilasa, paralogos de histona acetiliransferasa, paralogos de tet-
metilcitosina dioxigenasa, paralogos de histona desmetilasa, paralogos de histona metiltransferasa y paralogos de
ADN metiltransferasa, histonas y subunidades de complejos de remodelacion de cromatina que incluyen Mi-2/NuRD
(y sus componentes tales como la proteina 3 con dominio de uniéon a metil-CpG (MBD2)) y SWI/SNF (y sus
componentes tales como BAF60 y BAF60C). Se entiende ademas que pueden influir en las respectivas actividades
de los moduladores epigenéticos de proteinas modalidades representativas tales como el direccionamiento por
factores moléculas pequenas, la sobreexpresion de un transcrito exégeno respectivo, degradacion del respectivo
transcrito dirigido por ARN antiparalelo, ARNi y mutacién dirigida en el locus genético.

Las siguientes realizaciones descritas son meramente representativas. Por lo tanto, los detalles estructurales,
funcionales y de procedimiento especificos descritos en los siguientes ejemplos no deben interpretarse como
limitantes.

Ejemplos
Métodos

Linea celular O2KM. La linea celular O2KM se derivé de la linea celular O2K parental mediante la insercién lentiviral
de un casete transgénico seleccionable por blastidicina que contiene la secuencia del marco de lectura abierto (ORF)
de MyoDER. Como se menciona en esta seccion de ejemplos, células/linea celular O2K y células piPSC se usan
indistintamente. El vector lentiviral, ilustrado en la Figura 4A, se prepar6 clonando el ORF de MyoDER (Addgene n®
13494) en la direccion 5' del promotor de CMV del vector de destino pLentiCMVBlast (Addgene n® 17451) entre los
sitios de recombinacién attR1 y attR2 de un clon del vector de entrada pENTR/D-TOPO (Life Technologies n® K2435-
20) que contiene el ORF de MyoDER amplificado por PCR. Para preparar el liquido sobrenadante lentiviral, se
cotransfectaron células 293FT con el plasmido pLentiCMVBIlast [MyoDER] preparado, el plasmido de envoltura
pMD2.G (Addgene n? 12259) y el plasmido de empaquetamiento psPAX2 (Addgene n? 12260) usando el reactivo de
transfeccion PolyJet (Signagen n® SL100688). Las O2K se transdujeron con pseudovirus concentrado del liquido
sobrenadante de 293FT. Las O2K transducidas se cultivaron en medio de cultivo exento de rojo fenol y se
seleccionaron cuatro dias con 10 pg/ml de blasticidina seguido de dos dias adicionales con 15 pg/ml de blasticidina.
Las células seleccionadas se designaron como O2KM. La expresion de MyoDER en la cepa de O2KM se verific por
transferencia Western, Figura 4B

Expansion de la cepa de células madre O2KM en presencia de DOX. El medio de renovacion de células madre O2KM
se llevé a cabo como para la linea O2K parental, con la siguiente excepcion: las formulaciones exentas de rojo fenol
de DMEM/F-12 y el medio neurobasal se sustituyeron por las formulaciones que contienen rojo fenol para evitar los
efectos agonistas pleotropicos en MyoDER (es decir, activacién). El medio de autorrenovacion de la cepa de células
0O2KM (SRM) consistia en los siguientes componentes: medio neurobasal exento de rojo fenol (Life Technologies n®
12348-017), DMEM-F12 exento de rojo fenol (Life Technologies n? 11039-021), 1X aminoéacidos no esenciales (Sigma-
Aldrich n® M7145), 0.5X Glutamax (Life Technologies n® 35050061), B-mercaptoetanol al 0.000007%, 0.5X
complemento de N2 (Life Technologies n? 17502048), 0.5X complemento B27 menos Vitamina A (Life Technologies
n? 12587010), albumina de suero bovino 0.1 mg/ml, hiclato de doxaciclina 2 pug/ml (es decir, DOX), factor inhibidor de
la leucemia humana 10 ng/ml (hLIF, Millipore n® LIF1050), CHIR99021 3 uM, PD032591 0.8 uM y PD173074 0.1 uM.
En lo sucesivo, los tres inhibidores CHIR99021, PD032591 y PD173074 se consideran colectivamente como "3i".
Alternativamente, los sustitutos de suero N-2 y B-27 se sustituyeron usando sustituto de suero KnockOut al 15%
(KOSR; Life Technologies n® A15870). Las O2KM se mantuvieron por disociacién enzimatica de colonias y pases de
células sobre placas de cultivo recubiertas con poli-D lisina y laminina murina en SRM exento de fenol en 5% de Oz
cada 3d. En estas condiciones de autorrenovacion, O2KM mantuvo una morfologia compacta, similar a las células
madre, como la linea O2K parental, como se muestra en la Figura 5.

Inhibicién por CHIR99021 de la muerte celular. La diferenciacion de la linea O2K parental en ausencia de componentes
del medio de cultivo SRM que mantienen la autorrenovacién hLIF, DOX, CHIR99021, PD032591 y PD173074, y KOSR
dio como resultado la muerte celular masiva segun lo determinado por (1) microscopia de contraste de fase como se
muestra en la Figura 9, paneles i. - ii., (2) escisién de CPP32, como se muestra en la Figura 17A, y (3) marcaje con
anexina V que se muestra en la Figura 16. Sin embargo, una formulacién de medio de cultivo que incluye CHIR99021,
cuando se retiene en el medio basal SRM en ausencia de hLIF, DOX, PD032591 y PD173074, mantuvo la
supervivencia celular durante la diferenciacién segun lo determinado por (1) microscopia de contraste de fase, como
se muestra en la Figura 9, paneles iii. - viii., (2) ensayo de adhesién celular, como se muestra en la Figura 10, (3)
inhibicion de la escisién de CPP32 como se muestra en la Figura 17B, y (4) marcaje con Anexina V, como se muestra
en la Figura 11. Ademas, la exposicion a CHIR99021 durante la diferenciacién primordial estabiliza y modula el estado
de fosforilacién del sustrato de la GSK33, CTNNB1, como se muestra en la Figura 12, 13A y 13B, el efector corriente
abajo fosforegulado de la ruta de sefalizacion WNT canénica se sabe que dirige la diferenciacion mesodérmica
durante la especificacion del linaje embrionario, el enriqguecimiento miogénico de los progenitores mesodérmicos y la
diferenciacion terminal de miocitos esqueléticos. Congruente con estos hallazgos, el medio basal complementado con
CHIR99021 mantenia la especificacion del linaje del mesodermo paraxial premiogénico de O2K en diferenciacién,
como se muestra en la Figura 14 y cuando se incluye en cultivos de baja diferenciacién de mitégenos (suero de caballo
al 2%/DMEM) de la linea celular miogénica murina C2C12, mejoraba la diferenciacion terminal en miotubos
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esqueléticos, dados en la Tabla. 1. Puesto que CHIR99021 reprimia la muerte celular, mantenia la diferenciacién hacia
el mesodermo paraxial por la linea celular O2K en diferenciacién y mejoraba la diferenciacion terminal por la linea
celular C2C12, se establecié un precedente para retener el compuesto en todas las etapas de cultivo. Por lo tanto, el
CHIR99021 3 uM se retuvo en el medio de cultivo durante las etapas de expansion, induccién y diferenciacién terminal
(Figura 20A) a menos que se indique lo contrario.

Induccion miogénica de O2KM. Se sembraron células O2KM en placas de cultivo recubiertas con poli-D lisina, laminina
murina y MATRIGEL a una densidad de 4,1 x 103 células/cm? y se cultivaron en 5% de Oz en medio de autorrenovacion
durante 3d. Para facilitar la diferenciacién, los cultivos se transfirieron a un medio de diferenciacion basal con 20% de
Oz, designado por retirada de PD032591, PD173074, DOX, hLIF y B-mercaptoetanol. Para inducir condicionalmente
la proteina MyoDER expresada, se afadié E2 10 pM al medio. La especificacion del linaje miogénico dirigida por E2
después del cultivo de induccién de 2d se confirm6é mediante (1) la adopcion de la morfologia similar al huso
caracteristica de los miocitos esqueléticos en cultivos tratados, como se muestra en la Figura 6, (2) expresién del
factor de transcripcion del misculo esquelético MYOG endégeno, como se muestra en la Figura 7, y (3) expresion
uniforme del marcador de la superficie celular de miocitos esqueléticos, NCAM, como se muestra en la Figura 8.

Efectos de 5AC. Se introdujo la exposicion a 5CA antes, durante y después de la induccién mediada por E2 de
"MyoDER?" para permitir la diferenciacion terminal de O2KM de miocitos en miotubos filamentosos refractivos. La linea
celular murina C2C12 se us6 como control positivo para seleccionar condiciones 6ptimas para la diferenciacién
terminal por O2KM. Estas condiciones incluian: una matriz extracelular de MATRIGEL y la complementacion de
CHIR99021 en ausencia de E2, como se da en la Tabla 1. Sin embargo, los miocitos derivados de O2KM pasados
sobre placas de cultivo recubiertas con MATRIGEL en medio de diferenciacién sin E2 (las condiciones determinadas
optimas para la diferenciacién terminal de C2C12) no pudieron establecer miotubos refractivos, como se muestra en
la Figura 15y la Figura 20B. Por lo tanto, el programa de expresién génica en los miocitos derivados de O2KM no era
suficiente para permitir la diferenciacion terminal segun las condiciones establecidas. Se determiné previamente que
5AC, una molécula pequena modulador epigenético, permitia la transcripcién del musculo esquelético en lineas
celulares no permisivas para la miogénesis. Ademas, se determin6 adicionalmente que la exposicion a 5AC mejoraba
la diferenciacion terminal por la linea celular C2C12. Por lo tanto, se incluyé 5AC 250 nM, la dosis mas alta tolerada
por O2KM indiferenciadas, durante los regimenes de expansién e induccién de O2KM en proliferacion, como se
muestra en la Figura 20A.

Diferenciacion terminal. Después de la induccion por E2 durante 2d, los cultivos se diferenciaron terminalmente en el
sitio, 0 se pasaron a cultivo en placa recubierta con MATRIGEL en medio de diferenciacion terminal (TDM) con 1,56 x
10% células/cm? para la diferenciacién terminal. El TDM se formulé a partir de los mismos componentes que el MIM,
excepto por las siguientes modificaciones: retirada de E2, adicion de A 83-01 4 uM, y IGF-1 100 nM. Los suplementos
N-2 y B-27 se usaron exclusivamente como sustitutos de suero. Los cultivos se diferenciaron durante hasta 6d después
en 20% de Oz siguiendo los regimenes de induccion (Figura 20A). Los cultivos expuestos a 5AC durante los regimenes
de expansion e induccién formaron miotubos anisotrdpicos refractivos durante el régimen de diferenciacion terminal,
que se muestra en la Figura 20B. La Figura 20C muestra la expresion uniforme de la cadena pesada de la miosina el
d6, y la Figura 20E muestra la expresion creciente de desmina (DES) y miogenina (MYOG) durante el transcurso de
8d. Se observo poliploidia de miotubos durante la diferenciacion terminal, como se muestra en la Figura 20D, panel
izquierdo. La distribucién relativa de mionucleos en los miotubos del d8 segun la ploidia se muestra en la Figura 20D,
panel derecho. La prevalencia relativa de nucleos de la fase S en el medio de renovacion (colonias de d3), medio de
expansion (cultivos de dO, Figura 20A) y medio de diferenciaciéon terminal (cultivos de d8, Figura 20A), como se
muestra en la Figura 20F, indicaba la retirada del ciclo celular después de la diferenciacién terminal. El potencial
contractil de los miotubos del musculo esquelético en diferenciacion terminal fue validado por (1) desarrollo estructural
de sarcomeros bien organizados, como se muestra en la Figura 20G; (2) contraccion espontanea asincrona, como se
muestra en la Figura 21A; (3) estimulacion contractil y sincronizacion por estimulacion de campo, como se muestra en
la Figura 21B; (4) contraccién estimulada por cafeina, como se muestra en la Figura 21C; y (5) contraccion estimulada
por acetilcolina, como se muestra en la Figura 21D.

Resultados

CHIR99021 modula un eje de apoptosis y diferenciacion. La Figura 9 muestra imagenes de contraste de fase de
colonias de piPSC en estado fundamental cultivadas en 5% de Oz en el medio de autorrenovacion (i.) y después de
48 h en 20% de Oz en ausencia de DOX, LIF y 3i, (ii.). La Figura 16 muestra el marcaje con anexina V de células
apoptoéticas antes y después de 24 h de transicion de cultivos. La Figura 17A muestra la deteccion por transferencia
Western de CPP32 de longitud completa (~32 kD procaspasa 3a) y el fragmento escindido grande (~17kD caspasa
3a escindida) en colonias en estado fundamental antes (0 h) y después (12-48 h) de transicion del medio de
diferenciacion (12-48 h). La Figura 9 muestra imagenes de contraste de fase de cultivos adherentes (iii, iv, vi y vi) y
cultivos de cuerpos embrioides no adherentes (vii y viii) después de cultivo de 48 h en medio de diferenciacién
complementado con CHIR99021 como se indica. La Figura 10 muestra el porcentaje de células adherentes de los
cultivos en medio de diferenciacion complementados con el CHIR99021 como se indica, durante 48 h en relacion con
los cultivos en estado fundamental (es decir, 0 h), normalizados al 100%. *Células no adherentes viables como cuerpos
embrioides. n = 3 para cada condicidn de cultivo. La Figura 11 muestra el marcaje con anexina V de células apoptoticas
después de 24 h de transicién de cultivos a medio de diferenciacion complementado con CHIR99021 como se indica.
La Figura 17B muestra la deteccion por transferencia Western de CPP32 de longitud completa y el fragmento escindido
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en colonias después de 42 h de transicién al medio de diferenciacion en presencia de los niveles de CHIR99021
indicados. TUBA se detecta como un control interno de carga de proteinas.

CHIR99021 estabiliza CTNNB1 y mantiene la diferenciacion desde el estado fundamental. La Figura 12 muestra la
deteccion por transferencia Western de CTNNB1 y p-CTNNB1 (total y B-catenina fosfo-S33,37,T41, respectivamente)
después de transicion del medio de diferenciacion de 24 h en presencia de CHIR99021, como se indica. TUBA se
detectaba como un control interno de carga de proteinas. La Figura 13A indica las relaciones de las bandas de p-
CTNNB1/CTNNBH1. La Figura 13B indica las relaciones de las bandas de CTNNB1/TUBA. Las Figuras 13A y 13B
representan la cuantificacion densitométrica de las transferencias Western como se muestra en la Figura 12; n=3. La
Figura 18 muestra la morfologia de excrecencias de cuerpos embrioides formados en un medio de diferenciacion que
contiene CHIR99021 6 uM durante dos dias y después de transferencia a un sustrato recubierto con Poli-D Lisina +
Laminina + MATRIGEL durante uno (d3, panel izquierdo) o tres (d5, panel derecho) dias adicionales. La Figura 14
muestra el analisis de transferencia Western de la expresion de PAX3, POU5SF1 y KLF4 en cultivos en medio de estado
fundamental (d0) y medio de diferenciacion (d1 - d5) de acuerdo con un aspecto del régimen descrito en otra parte del
presente documento. La deteccién de TUBA se muestra como un control interno de carga de proteinas.

Activacion por 5-aza-citidina y MyoDER de MRF endégenos. Modificacion de piPSC con un casete de expresion de
MyoDER integrado. La Figura 4A muestra un casete de expresion de MyoDER seleccionable por blasticidina (BLAST).
Las flechas y los cuadros indican secuencias de promotor y gen, respectivamente. La Figura 4B muestra la deteccion
por transferencia Western de MyoDER en la linea piPSC no modificada (O2K) y modificada con casete de expresion
de MyoDER (O2KM) . MyoDER se detect6 con un anticuerpo generado contra un péptido MyoD. La Figura 7 muestra
la deteccion por transferencia Western de MyoDER (~75 kD), MYF5 y MYOG después de induccion de 2d de piPSC.
No se detecté MYOD1 end6geno (~45 kD, esperado). Se sembraron O2KM en placas de cultivo recubiertas con poli-
D lisina + Martigel + laminina murina y se cultivaron con hLIF, 3i y DOX durante tres dias en presencia (es decir,
expansion, Figura 20A) o ausencia de 5AC, seguido de la transicion respectiva a un medio de diferenciacion -/+5AC
complementado con E2 (es decir, 178 estradiol) y CHIR99021 3 uM durante dos dias. Doble flecha: Isoformas de
MYOG parcialmente resueltas. Figura 19A y 19B. Determinantes de la activacién de MYF5: andlisis de transferencia
Western. Figura 19A, después de tres dias de cultivo en poli-d-lisina + laminina + MATRIGEL, se cultivaron piPSC sin
modificar 2d en ausencia de 3i, DOX, hLIF y E2 en un medio de diferenciacién complementado con 5AC (como en la
Figura 7) y CHIR99021 como se indica. En ausencia de CHIR99021, no se observd la isoforma de caspasa escindida
de 17 kD en el medio de diferenciacion complementado con KOSR, en contraste con las observaciones en el medio
de diferenciacion complementado con N-2 y B-27 (Figura 17A, Figura 19A). La activacion mejorada con 5AC de la
expresion de MYF5 enddgeno dependia de la exposicién simultdnea a CHIR99021, como se muestra en la FIG. 19A.
La Figura 19B muestra la activacion de MYF5 en presencia de DOX, LIF y 3i. Las piPSC modificadas con MYODER
se cultivaron 3 dias en un medio de autorrenovacion o expansion. En presencia de DOX y CHIR99021, la exposicién
a 5AC mantenia niveles de expresion de MYF5 detectables, como se muestra en la Figura 19B, después de 3 dias de
cultivo de expansion. En contraste, MYF5 no se detecté después de 3 dias de cultivo de renovacion (-5AC), como se
muestra en la Figura 19B. TUBA se detecta como un control interno de carga de proteinas. La Figura 6 muestra la
morfologia de cultivos de piPSC seleccionados siguiendo los regimenes de cultivo de induccion de especificacion de
linaje (Figura 20A) descritos en otra parte del presente documento. La Figura 8 muestra la deteccion
inmunocitofluorescente de nucleos (DAPI) y NCAM en cultivos de piPSC-MyoDER antes de (d0, panel izquierdo) y
después (d2, panel derecho) de exposicién a E2 10 uM, en presencia de 5AC.

Miogénesis terminal de piPSC especificada por linaje. Antes de la diferenciacion terminal, los cultivos se expandieron
durante 3 dias en presencia de 5AC, se indujeron durante 2 dias en presencia de E2 y 5AC, y se diferenciaron
terminalmente en ausencia de 5AC y E2 como se muestra en la Figura 20A. La Figura 20B muestra la morfologia y
conformacion de miotubos. Después de la induccion (d2), las piPSC se desarrollaron como miotubos alargados,
anisotropicos y refractivos. Cuando no se incluia 5AC en las etapas de expansién e induccion, las células presentaban
una morfologia aplanada, no refractiva. La Figura 20C y la Figura 20E muestran la expresién de proteinas de la
miogénesis terminal. En los cultivos de DO y D6 se tifieron las isoformas de la cadena pesada de miosina (MyHC) con
un anticuerpo monoclonal pan-MyHC, clon MF20. La figura 20D muestra la multinucleacién de miotubos. Panel
izquierdo: Imagen aumentada de cultivos de diferenciacién terminal de d4. Las flechas entre corchetes indican
multiples nucleos dentro de un solo miotubo. Panel derecho: distribucion de mionucleos por ploidia de miotubos
mediante marcado con yoduro de propidio y andlisis de citometria de flujo. n = 3 con desviacion estandar mostrada.
La Figura 20E muestra analisis de transferencia Western. Expresién de MyoD (MYOD1), miogenina (MYOG) y
desmina (DES), d0 -d8. TUBA se detecta como un control interno de carga de proteinas. La Figura 20F muestra la
retirada del ciclo celular que coincide con la diferenciacion terminal. Los cultivos de expansién, renovacién de piPSC
modificadas en d3 y los cultivos de diferenciacion terminal en d8 se marcaron con EdU, y se determiné la fraccion de
fase S por citometria de flujo. n = 3 con desviacion estdndar mostrada. Figura 20G: Microscopia electrénica de
transmisién, miotubos en d6. Las unidades estructurales sarcémeras se alinearon en una sola (paneles izquierdos) y
en filas paralelas, escalonadas (panel derecho). Actividad transitoria de calcio espontanea e inducida por estimulos
en miotubos derivados de piPSC. Para cuantificar los ciclos de contraccion, los cultivos de miotubos se tifieron con el
colorante para el calcio Fluo-4 AM, se lavaron y las secuencias de imagenes se capturaron por microscopia confocal.
Se buscaron los sucesos de sefializacion dindmica de un campo de visién completo (FOV) o células individuales y se
representaron graficamente frente al tiempo de generacion de laimagen. [s] = segundos. La Figura 21A muestra ciclos
transitorios asincronicos representativos de una sola célula (paneles izquierda, medio y derecha) que se observaron
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en la contratacion espontanea de subpoblaciones de miotubos en d6. La Figura 21B muestra la activacion y
sincronizacion del FOV de los ciclos transitorios de calcio por estimulacion de campo de 1.0 Hz en miotubos en d6. La
Figura 21C muestra la activacion transitoria por calcio del FOV de los miotubos en d6 por cafeina 10 mM. Figuras 21D:
andlisis de células individuales de la activacion transitoria por calcio representativa en miotubos en d7 por acetilcolina
100 nM.

Discusion

En resumen, se ha descubierto que ciertos aspectos de las realizaciones de ejemplo descritas en esta descripcion
demuestran una o mas de las siguientes ventajas inesperadas para aplicaciones de carne cultivada:

(i) Tasa de proliferacion celular rapida;

(ii) Diferenciacién rapida: con tan solo 48 horas de activacion de MyoDER inducida por 173-estradiol y retirada de
doxiciclina, la linea celular O2KM se diferencia en linaje miogénico, in vitro. No se requieren largos procedimientos
de diferenciacion;

(iii) Diferenciacién eficiente: la especificacién de linaje dirigida por CHIR99021/5AC/MyoDER asegura una extensa
conversién de alta fidelidad a miocitos esqueléticos funcionales. No se requiere clasificacién celular;

(iv) Autorrenovacion infinita: la autorrenovacion de las O2KM indiferenciadas se mantiene muy reforzada en el
medio de autorrenovacion;

(v) Autorrenovacién y diferenciacion terminal en medio exento de suero: tanto la autorrenovacién como la
diferenciacion miogénica terminal de la linea O2KM fueron validadas en medio exento de suero;

(vi) Compatible con los sistemas de cultivo en suspensién como cuerpos embrioides: en estado pluripotente, la
02K parental y O2KM modificada son resistentes a la anoikis y pueden cultivarse en cuerpos embrioides a partir
de células individuales en cultivo en suspension. Los cuerpos embrioides derivados de O2KM pueden ser
compatibles con tecnologias de ensamblaje de esferoides multicelulares tales como la bioimpresion y los
micromoldes para la produccién de carne cultivada; y

(vii) Contraccion aut6loga: O2KM diferenciada terminalmente como musculo esquelético presenta maduracion
sarcémera y contraccion autéloga. Por lo tanto, la estimulacion externa (p. €j., tensién mecanica, activacion del
receptor de acetilcolina, estimulacién eléctrica) puede no ser necesaria para promover la maduracién de miofibras.

Si bien la invencion se ha descrito en relacién con realizaciones de ejemplo de la misma, se entendera que el método
de la invencion puede tener modificaciones adicionales. Esta solicitud de patente esta destinada a cubrir cualquier
variacion, uso o adaptacion de la invencion siguiendo, en general, los principios de la invencion e incluyendo dichas
desviaciones de la presente descripcion que se encuentran dentro de la practica conocida o habitual dentro de la
técnica a la que pertenece la invencion y como se puede aplicar a las caracteristicas esenciales expuestas en lo que
antecede y como sigue en el alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para producir un producto de carne cultivada para el consumo alimentario, comprendiendo el
método:

modificar una linea celular de autorrenovacion de ganado, aves de corral, caza o especies de animales acuaticos
con un factor de transcripcion miogénico inducible para producir una linea celular modificada por un factor de
transcripcion miogénico, en donde dicha linea celular de autorrenovacién es una linea de células madre
embrionarias pluripotentes o una linea de células madre pluripotentes inducidas;

mantener dicha linea celular modificada en un proceso de autorrenovacion seguido de induccion de diferenciacion
miogénica de dicha linea celular modificada, por regulacién exdégena del factor de transcripcion miogénico
inducible, en donde la induccién de la diferenciacién miogénica comprende ademas poner en contacto dicha linea
celular modificada con un inhibidor de la metilacion del ADN, y en donde la linea celular modificada diferenciada
forma miocitos y miotubos multinucleados, que comprenden ambos mionucleos; y

cultivar los miocitos y los miotubos multinucleados para generar fibras musculares esqueléticas, produciendo asi
un producto de carne cultivada para el consumo alimentario.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde la especie de ganado es porcina o bovina.

3. El método de la reivindicaciéon 1, en donde dicha linea celular autorrenovable es una linea de células madre
embrionarias pluripotentes.

4. El método de la reivindicacion 1, en donde dicho factor de transcripcion miogénico se selecciona del grupo que
consiste en MYOD1, MYOG, MYF5, MYF6, PAX3 y PAX7.

5. El método de la reivindicacion 1, que comprende mantener dicha linea celular en dicho proceso de autorrenovacion
manteniendo dicha linea celular modificada en un primer medio de cultivo para la expansion de la cepa de células
indiferenciadas, comprendiendo dicho primer medio de cultivo doxiciclina para la expansion de la cepa de células.

6. El método de la reivindicacion 5 que ademas comprende: transferir la linea celular modificada a un segundo medio
de cultivo para diferenciacién miogénica, comprendiendo dicho segundo medio de cultivo E2.

7. El método de la reivindicacién 6, en donde dicho segundo medio de cultivo comprende ademas un reactivo para
activar la ruta de senalizacién WNT canénica, un reactivo para modulacién epigenética, o una combinacién de los
mismos.

8. El método de la reivindicacion 7, en donde dicho reactivo para activar la ruta de sefalizacion WNT canénica
comprende un inhibidor de GSK3p seleccionado del grupo que consiste en CHIR99021, cloruro de litio, BIO,
SB216763, CHIR-98014, TWS119, Tideglusib, IM-12, 1-Azakenpulona, AR-A014418 y SB415286.

9. El método de la reivindicacion 8, en donde dicho segundo medio de cultivo comprende ademas un reactivo para la
modulacion epigenética seleccionado de uno o mas miembros del grupo que consiste en RG108, Scriptaid, butirato
de sodio, tricostatina A, acido hidroxamico suberoilanilida, MS-275, CI-994 , BML-210, M344, MGCDO0103, PXD101,
LBH-589, Tubastatina A, NSC3825, NCH-51, NSC-3852, HNHA, BML-281, CBHA, Salermida, Difenilamida pimélica,
ITF-2357, PCI-24781, APHA Compuesto 8, Droxinostat y SB-939, histona desacetilasa, histona acetiltransferasa, tet-
metilcitosina dioxigenasa, histona desmetilasa, histona metiltransferasa y ADN metiliransferasa, histonas y
subunidades de complejos de remodelacion de cromatina, que incluyen Mi-2/NuRD y SWI/SNF.

10. El método de la reivindicacion 7, en donde la ruta de sefializacién WNT canoénica se activa mediante la inhibicion
de edicion de genes de GSK3p o su sustrato CTNNB1.

11. El método de la reivindicacion 1, en donde dicha linea celular de autorrenovacién es una linea de células madre
pluripotentes inducidas.

12. El método de la reivindicacion 1, en donde dicho inhibidor de la metilacion del ADN es 5-aza-citidina.

15



ES 2782380 T3

% % A
T R e i % 5
4 5 s \.\\

T e ) L 0 o A % 575 R e i R o A ?

E

R 2575 % A Sy % e i = ST P % A e 5 %

BAG i e s e s N\N\\ ,

7 7 5 7 % £ 7% \\\\\\

A s A i e 22 G s e s S T s B A ; % \V\\\\N
G AR A i s s i % G 2 , % % e 7 2 \\\\\.\
%5 e A8 L % % Bk B L R AR, 5557 A R e A S AL Z 2%

5 7 i 7 Z Z @
7

-

.
S5
.
A%

i

16



ES 2782380 T3

o

¢ OId

\N\\\N@\“N\\\\\\ il 3]qBAOUALIOINE

Je[n[a9 eaur

UQI2BAIBSUOIOL)

17



ES 2782380 T3

¢ DId

QOAW e uoIUN 8P OIS = SEIA  ‘BUIDIORIIS) O JOPBAIJOBSUBL) = ¥/ 1.}
BUIIOB.8} € BIGISUSS OjuBWe|T = FYL IOIPBAISI-GLT =73 'Bulonxoq = X0

UQIOBAIIOB ::

 [xoa+l

18



ES 2782380 T3

FIG. 4B

19



ES 2782380 T3




ES 2782380 T3

SAC +5A0

21



ES 2782380 T3

vdani

SOAN

SAANW

LAOAW

[z3 wil

L DId

<4 (3 06

* (s E-7)

00C 00k 0%

Vo 00 002 001

0's

ovG +

V6 -

22



ES 2782380 T3

Dia 2

Dia O

23

FIG. 8



ES 2 782 380 T3

oh 48h

38
SN

ntes

.
.
\\ 0

§.
B3

.

5

24



ES 2782380 T3

R

e

Y

4
LY

“

A

lulas adherentes

Cé

25



ES 2782380 T3

onnebeN A eurxeuy g

OAISOd /\ BUIXBUY gy

sepeAljae $auo12e|qod

26




ES 2782380 T3

vdnt

FENN.LO

LANNLO-d

¢l DId

LI 14428885555 O LS4 448888550000 A A48 0000 000 OO 44488855550 E OO AL 4448899855500 0 000 PO L4488 000000000 O LLL 444888055550 00 0444410899855 5 005,

27



ES 2782380 T3

w
5

e
Iy

p-CTHNMBL/CTNNEL
G o
?‘«J Ao

fuM CHIR099021]

FIG. 13A

4080 01 2 34 5 & 7 8 8 10
{uh CHIR099021]

FIG. 13B

28



ES 2782380 T3

P44

146N0d
EXVd

1 "DIA

GPb vP €P 2P LP 0P

29



ES 2782380 T3

¢1 DId

30



ES 2782380 T3

AnexinaV

(=]
g £
= [ ]
w oN
o D
a =
% %

E % * ¥

wth P 5
e [ A
%% g W

BPEAIJIE UQIJE|qOd

FIG. 16

31



ES 2782380 T3

0 12 24 36 42 48 (h)

FIG. 17A

N X

17 kDM

FIG. 17B

32



ES 2782380 T3

33

FIG. 18



ES 2782380 T3

5AC
CHIRG9021

32kD P

FIG. 19B

34



&3

¥

expansion

ES 2782380 T3

40 i
¥ induccién ‘iﬁ

35



ES 2782380 T3

FI1G. 20C

36



ES 2782380 T3

L3 3 * *

k3
e AN bl
R = &
& - £ £
i w H Joue

S0ajoNuoIN

37

e
)

4 ;?‘*2

M

Ploidia d8

FIG. 20D



ES 2782380 T3

40T D14

-3
&
3

FERRRTRRRRRERERRRTRERRREIRREIRFRRLRERERTRUFRRET RERRRIRRRRT RPN sl “W\NVMWMW

saplojdos| § asey ua SodINN

H0¢C D14

vani

g40

DOAN

VAOAW

&1 Gy

I fea

@ op wp 2P 0P

38



ES 2782380 T3

39

FIG. 20G



ES 2782380 T3

Actividad espontanea de células individuales
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Respuesta a la acetilcolina de células individuales
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