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DESCRIPCION
Factor de reprogramacion celular
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un factor de reprogramacién celular que tiene una accién de reprogramacion de
una célula somatica diferenciada para derivar un citoblasto pluripotente inducido.

Técnica anterior

Los citoblastos embrionarios (células ES) son citoblastos establecidos de embriones tempranos de ser humano o
ratén que tienen el rasgo caracteristico de que pueden cultivarse durante un largo periodo de tiempo a la vez que
mantienen la capacidad pluripotente de diferenciarse en todos los tipos de células existentes en los cuerpos vivos.
Se espera que los citoblastos embrionarios humanos se usen como recursos para terapias de trasplante de células
para diversas enfermedades tales como enfermedad de Parkinson, diabetes juvenil y leucemia aprovechandose las
propiedades anteriormente mencionadas. Sin embargo, el trasplante de células ES tiene el problema de causar el
rechazo del mismo modo que el trasplante de 6rganos. Ademas, desde un punto de vista ético, hay muchas
opiniones discrepantes contra el uso de células ES que se establecen destruyendo embriones humanos. Si la
desdiferenciacion de pacientes que poseen células somaticas diferenciadas pudiera inducirse para establecer
células que tienen pluripotencia y capacidad de crecimiento similar a la de las células ES (en esta memoria
descriptiva estas células se denominan en lo sucesivo “citoblastos pluripotentes inducidos (células iPS)”, aunque
algunas veces se llaman “células similares a citoblastos embrionarios” o “células similares a ES”), se tiene previsto
que tales células puedan usarse como células pluripotentes ideales, libres de rechazo o dificultades éticas.

Como procedimiento para la reprogramaciéon de un ndcleo somatico se informo, por ejemplo, de una técnica de
establecimiento de un citoblasto embrionario de un embrién clonado preparado trasplantando un nucleo de una
célula somatica en un 6vulo (W.S. Hwang y col., Science, 303, pag. 1669-74, 2004; W.S. Hwang y col., Science,
308, pag. 1777-83, 2005; sin embargo, se demostrd que estos articulos eran mentira y posteriormente se retiraron).
Sin embargo, esta técnica de preparacion del embrién clonado sélo con el fin de establecer células ES tiene
bastantes mas problemas éticos graves cuando se compara con células ES comunes usando embriones en
excedente producidos en terapia de fecundacion. También se inform6 de una técnica de reprogramacion de un
nucleo de célula somatica fusionando una célula somatica y una célula ES (M. Tada y col., Curr. Biol., 11, pag. 1553-
1558, 2001; C.A. Cowan y col., Science, 309, pag. 1369-73, 2005). Sin embargo, este procedimiento produce el uso
de células ES humanas, que fracasa en proporcionar una solucién a las dificultades éticas. Ademas, se informé de
una técnica de reprogramacion de un nucleo de célula haciendo reaccionar un extracto de una cepa celular derivada
de un tumor de la célula germinal generado en un ser humano con una célula diferenciada (C.K, Taranger y col.,
Mol. Biol. Cell, 16, pag. 5719-35, 2005). Sin embargo, era completamente desconocido que el componente en el
extracto indujera la reprogramacion en este procedimiento, y por tanto, este procedimiento tiene problemas de
fiabilidad y seguridad técnica.

Se propuso un procedimiento para cribar un factor de reprogramacién celular que tiene una accién de
reprogramacion de células somaticas diferenciadas para derivar citoblastos pluripotentes inducidos (publicacion
internacional WO2005/80598). Este procedimiento comprende las etapas de: poner en contacto células somaticas
que contienen un gen, en el que un gen de marcador esta posicionado de manera que reciba el control de la
expresion por una region de control de la expresion de los genes ECAT (transcrito asociado a células ES) (es decir,
una clase de genes especificamente expresados en células ES) con cada sustancia de prueba; examinar la
presencia o ausencia de la aparicion de una célula que expresa el gen de marcador; y elegir una sustancia de
prueba que induzca la aparicion de dicha célula como candidato de un factor de reprogramacién celular para células
somaticas. Un procedimiento para la reprogramacion de una célula somatica se desvela en el Ejemplo 6 y similares
de la publicacién anterior. Sin embargo, esta publicacién fracasa en informar de una identificacion real de un factor
de reprogramacion celular.

Documento de patente 1: publicacién internacional WO2005/8059
Divulgacion de la invencion

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un factor de reprogramacion celular. Mas especificamente, es un
objeto de la presente invencion proporcionar un medio para inducir reprogramacion de una célula diferenciada sin
usar 6vulos, embriones ni células ES para establecer convenientemente y de forma altamente reproducible un
citoblasto pluripotente inducido que tiene pluripotencia y capacidad de crecimiento similar al de las células ES.

Los inventores de la presente invencién realizaron diversas investigaciones para lograr el objeto anteriormente
mencionado e intentaron identificar un factor de reprogramacion celular usando el procedimiento de cribado para un
factor de reprogramacion celular desvelado en la publicacién internacional W02005/80598. Como resultado se
encontraron 24 tipos de genes candidatos como genes relacionados con la reprogramacion nuclear y, entre ellos, se
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encontré que tres tipos de los genes eran genes esenciales para la reprogramacion nuclear. La presente invenciéon
se logré basandose en los hallazgos anteriormente mencionados.

Por tanto, la presente invencion proporciona un factor de reprogramaciéon celular para una célula somatica que
comprende un producto génico de cada uno de los tres siguientes tipos de genes: un gen de la familia Oct, un gen
de la familia KIf y un gen de la familia Myc. Segun una realizacion preferida de la invencién se proporciona el factor
anteriormente mencionado que comprende un producto génico de cada uno de los tres siguientes tipos de genes.
Oct3/4, Kif4 y c-Myc.

Segun otra realizacion preferida se proporciona el factor anteriormente mencionado que comprende ademas un
producto génico del siguiente gen: un gen de la familia Sox y, como realizacion mas preferida, se proporciona el
factor anteriormente mencionado que comprende un producto génico de Sox2.

Segun todavia otra realizacion preferida se proporciona el factor anteriormente mencionado que comprende una
citocina junto con el producto génico del gen de la familia Myc o alternativamente en lugar del producto génico del
gen de la familia Myc. Como una realizacion mas preferida se proporciona el factor anteriormente mencionado en el
que la citocina es factor de crecimiento de fibroblastos basicos (bFGF) y/o factor de citoblastos (SCF).

Segun realizaciones particularmente preferidas se proporciona un factor de reprogramacién celular para una célula
somatica que comprende un producto génico del gen TERT, ademas de un producto génico de cada uno de un gen
de la familia Oct, un gen de la familia KIf, un gen de la familia Myc y un gen de la familia Sox; y el factor
anteriormente mencionado que comprende un producto génico o productos génicos de uno o mas tipos de genes
seleccionados del grupo que consiste en los siguientes genes antigeno T grande del SV40, HPV16 E6, HPV16 E7 y
Bmil, ademas de un producto génico de cada uno de el gen de la familia Oct, el gen de la familia KIf, el gen de la
familia Myc, el gen de la familia Sox y el gen TERT.

Ademas de estos factores se proporciona el factor anteriormente mencionado que comprende ademas un producto
génico o productos génicos de uno o mas tipos de genes seleccionados del grupo que consiste en los siguientes:
Fbx15, Nanog, ERas, ECAT15-2, Tcl1 y B-catenina.

Segun otra realizacion preferida de la invencion anteriormente mencionada también se proporciona el factor
anteriormente mencionado que comprende un producto génico o productos génicos de uno o mas tipos de genes
seleccionados del grupo que consiste en los siguientes: ECAT1, Esg1, Dnmt3L, ECATS8, Gdf3, Sox15, ECAT15-1,
Fthi17, Sal14, Rex1, UTF1, Stella, Stat3 y Grb2.

En otro aspecto, la presente invencidén proporciona un procedimiento para preparar un citoblasto pluripotente
inducido por reprogramacién nuclear de una célula somatica que comprende la etapa de poner en contacto el factor
de reprogramacion celular anteriormente mencionado con la célula somatica.

Segun una realizaciéon preferida de la invenciéon se proporcionan el procedimiento anteriormente mencionado que
comprende la etapa de afadir el factor de reprogramacion celular anteriormente mencionado a un cultivo de la célula
somatica; el procedimiento anteriormente mencionado que comprende la etapa de introducir un gen que codifica el
factor de reprogramacion celular anteriormente mencionado en la célula somatica; el procedimiento anteriormente
mencionado que comprende la etapa de introducir dicho gen en la célula somética usando un vector recombinante
que contiene al menos un tipo de gen que codifica el factor de reprogramacioén celular anteriormente mencionado; y
el procedimiento anteriormente mencionado en el que una célula somatica aislada de un paciente se usa como
célula somatica.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un citoblasto pluripotente inducido obtenido por el procedimiento
anteriormente mencionado. La presente invencion también proporciona una célula somatica derivada induciendo
diferenciacion del citoblasto pluripotente inducido anteriormente mencionado.

La presente descripcion desvela adicionalmente un procedimiento para terapia con citoblastos que comprende la
etapa de trasplantar una célula somatica, en el que dicha célula se obtiene induciendo diferenciacion de un
citoblasto pluripotente inducido obtenido por el procedimiento anteriormente mencionado usando una célula
somatica aislada y recogida de un paciente en dicho paciente.

La presente descripcién desvela adicionalmente un procedimiento para evaluar una funcién fisiolégica o toxicidad de
un compuesto, un medicamento, un veneno o similares usando diversas células obtenidas induciendo diferenciacion
de un citoblasto pluripotente inducido obtenido por el procedimiento anteriormente mencionado.

La presente invencion también proporciona un procedimiento para mejorar la capacidad de diferenciacién y/o
crecimiento de una célula que comprende la etapa de poner en contacto el factor de reprogramacion celular
anteriormente mencionado con la célula y proporcionar ademas una célula obtenida por el procedimiento
anteriormente mencionado, y una célula somatica derivada induciendo diferenciacion de una célula obtenida por el
procedimiento anteriormente mencionado.
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Usando el factor de reprogramacion celular proporcionado por la presente invencion, la reprogramacion de un nuicleo
de célula diferenciada puede inducirse convenientemente y de forma altamente reproducible sin usar embriones o
células ES, y puede establecerse un citoblasto pluripotente inducido, como una célula sin diferenciar que tiene
capacidad de diferenciacion, pluripotencia y capacidad de crecimiento similar al de células ES. Por ejemplo, un
citoblasto pluripotente inducido que tiene alta capacidad de crecimiento y pluripotencia de diferenciacion puede
prepararse a partir de una célula somatica del propio paciente usando el factor de reprogramacioén celular de la
presente invencion. Las células que pueden obtenerse diferenciando dicha célula (por ejemplo, células del misculo
cardiaco, células productoras de insulina, células nerviosas y similares) son extremadamente Utiles debido a que
pueden utilizarse para terapias de trasplante de citoblastos para una variedad de enfermedades tales como
insuficiencia cardiaca, diabetes mellitus dependiente de insulina, enfermedad de Parkinson y lesion de la médula
espinal, pudiendo asi evitarse el problema ético referente al uso de embrion humano y rechazo después de
trasplante. Ademas, diversas células obtenibles por diferenciacién del citoblasto pluripotente inducido (por ejemplo,
células del musculo cardiaco, células hepaticas y similares) son altamente Gtiles como sistemas para evaluar la
eficacia o toxicidad de compuestos, medicamentos, venenos y similares.

Breve explicacion de los dibujos

La Fig. 1 muestra un procedimiento de cribado para factores de reprogramacion usando fibroblastos
embrionarios (MEF) de un ratén que tiene el gen Fbx15 activado en geo.

La Fig. 2 representa fotografias que muestran la morfologia de células iPS obtenidas introduciendo los 24
genes mostrados en la Tabla 4. También se muestran las morfologias de las células diferenciadas (MEF) y de
citoblastos embrionarios normales (ES) como referencia.

La Fig. 3 muestra perfiles de expresiéon de genes de marcadores en células iPS. Se muestran los resultados de
RT-PCR usando ARN totales extraidos de células iPS, células ES y células MEF como moldes.

La Fig. 4 muestra el estado de metilacion de ADN en células iPS. Los ADN genémicos extraidos de células
iPS, células ES y células MEF se trataron con bisulfito. Los ADN diana se amplificaron por PCR y luego se
insertaron en plasmido. Se aislaron diez clones de plasmido para cada uno de los genes, y se secuenciaron.
Los CpGs metilados se indican con circulos rellenos y los CpGs sin metilar con circulos blancos.

La Fig. 5 muestra nimeros de colonias de células resistentes a G418 obtenidas por transducciéon de grupos de
24 genes y grupos de 23 genes en los que cada gen individual se sacé del grupo de 24 genes. Las partes
inferiores de la grafica muestran nimeros de colonias obtenidos una semana después de la seleccion con
G418, y las partes superiores de la grafica muestran nimeros de clones obtenidos en tres semanas. Cuando
se sac6 cada gen recuadrado (el nimero de referencia para cada gen es el mismo que se indica en la Tabla 1)
no se obtuvieron colonias en absoluto, o solo se observaron unas pocas colonias después de 3 semanas.

La Fig. 6 muestra nimeros de colonias de células resistentes a G418 obtenidas por transduccién del grupo de
10 genes y grupos de 9 genes en los que cada gen individual se sacé del grupo de 10 genes. Cuando cada uno
de los genes n° 14, n° 15 o n° 20 se saco, no se obtuvo colonia. Cuando el gen n° 22 se sacd se obtuvieron
algunas colonias resistentes a G418. Sin embargo, las células dieron morfologia diferenciada que fue
aparentemente diferente de la de las células iPS.

La Fig. 7 muestra numeros de colonias emergidas resistentes a G418 (colonia reprogramada) con el grupo de
10 genes, el grupo de 4 genes, grupos de 3 genes o grupos de 2 genes. Se muestran la morfologia tipica y los
tamafios de las colonias.

La Fig. 8 representa fotografias que muestran resultados de tincién con hematoxilina-eosina (H & E) de
tumores formados después del trasplante subcutaneo de células iPS derivadas de MEF en ratones sin pelo. Se
observo diferenciacion en una variedad de tejidos en un sistema triploblastico.

La Fig. 9 representa fotografias de embriones preparados trasplantando células iPS derivadas de fibroblastos
dérmicos adultos en blastocistos de ratdn y trasplantando las células en los Uteros de ratones pseudoprefiados.
Puede observarse que, en el embridn izquierdo superior, las células derivadas de las células iPS (que emiten
fluorescencia verde) se distribuyeron sistémicamente. En las fotografias inferiores puede observarse que casi
todas las células del corazén, higado y médula espinal del embrién fueron positivas para GFP y se derivaron de
las células iPS.

La Fig. 10 representa fotografias que muestran resultados de RT-PCR que confirman la expresion de los genes
de marcadores de células ES. En las fotografias, Sox2 menos indica células iPS establecidas por la
transduccion de 3 genes en MEF, 4ECAT indica células iPS establecidas por la transduccion de 4 genes en
MEF, 10ECAT indica células iPS establecidas por la transduccion de 10 genes en MEF, fibroblasto de piel
10ECAT indica células iPS establecidas por la transduccién de 10 genes en fibroblastos dérmicos, ES indica
células ES de raton y MEF indica células MEF sin transduccion de genes. Los valores numéricos bajo los
simbolos indican numeros de clones.

La Fig. 11 muestra un efecto de bFGF sobre el establecimiento de células iPS de MEF. Cuatro factores (fila
superior) o tres factores, excepto c-Myc (fila inferior), se transdujeron retroviricamente en MEF derivados de
ratones Fbx15P%°P%° y se cultivaron en células nodrizas comunes (células STO) (izquierda) y células STO
introducidas en el vector de expresion de bFGF (derecha). La seleccion con G418 se realizé durante 2
semanas y las células se tifieron con Crystal Blue y se fotografiaron. Los valores numéricos indican el nimero
de colonias.

La Fig. 12 representa explicaciones de los experimentos usando ratones Nanog-EGFP-IRES-Puro. A: Se aisl6
cromosoma artificial de E. coli (BAC) que contenia el gen Nanog de raton en el centro, y el casete EGFP-IRES-
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Puro se inserté en la direccion 5' de la regiéon codificante de Nanog por ingenieria genética mediada por
recombinacion. B: Se prepararon ratones transgénicos con el BAC modificado. La expresion de GFP se
observé limitadamente en masas celulares internas de blastocistos y génadas.

La Fig. 13 representa explicaciones de los experimentos usando ratones Nanog-EGFP-IRES-Puro. De los
embriones de ratones Nanog-EGFP-TRES-Puro (13,5 dias después de la fecundacién) se extirparon las
cabezas, las visceras y las gonadas para establecer MEF. Como resultado del analisis con un citémetro de
flujo, casi no existieron células positivas para GFP en MEF derivados de los ratones Nanog-EGFP-IRES-Puro
(Nanog) del mismo modo que los MEF derivados de ratones Fbx15P9°#9%° (Fbx15) o MEF derivados de ratén
de tipo natural (natural).

La Fig. 14 representa fotografias de células iPS establecidas de MEF de ratones Nanog-EGFP-IRES-Puro
(izquierda) y MEF de ratones Fbx15°9°9%° (derecha). Las células se seleccionaron con puromicina y G418,
respectivamente.

La Fig. 15 muestra resultados del crecimiento de células iPS. 100.000 células de cada una de las células ES,
células iPS derivadas de los MEF de ratones Nanog-EGFP-IRES-Puro (Nanog iPS, izquierda) y células iPS
derivadas de los MEF de ratones Fbx15°9°°#%° (Fbx iPS) se sembraron en placas de 24 pocillos y se
efectuaron pases cada 3 dias. Se muestran los resultados de la cifra de células. Los valores numéricos
representan tiempos de duplicacién promedio.

La Fig. 16 muestra perfiles de expresion génica de células iPS. La expresion de genes de marcadores en MEF,
células ES, células iPS derivadas de MEF de ratones Nanog-EGFP-IRES-Puro (Nanog iPS, izquierda) y células
iPS derivadas de MEF de ratones Fbx15°9°#9° (Fpx iPS) se analizaron por RT-PCR. Los valores numéricos al
final indican los nUmeros de pases.

La Fig. 17 muestra la formacién de teratoma de las células iPS de Nanog. 1.000.000 de células de cada una de
las células ES o células iPS de Nanog se inyectaron subcutaneamente en los lomos de ratones sin pelo, y se
muestran la aparicion de tumores formados después de 3 semanas (izquierda) e imagenes de tejido (derecha,
tefiidos con H & E).

La Fig. 18 muestra la preparacion de ratones quiméricos con las células iPS de Nanog. Los ratones quiméricos
que nacieron después del trasplante de las células iPS de Nanog (clon NPMF4EK-24, se efectuaron pases 6
veces) en los blastocistos. Nacieron cuatro ratones quiméricos de los 90 embriones trasplantados.

La Fig. 19 muestra la transmisién de la linea germinal de las células iPS de Nanog. El analisis de PCR de ADN
gendémico de ratones, nacidos apareando los ratones quiméricos mostrados en la Fig. 18 y ratones C57BL/6,
revelaron la existencia de transgenes de Oct3/4 y Kif4 en todos los ratones, confirmandose asi la transmision
de la linea germinal.

La Fig. 20 muestra la induccién de diferenciacion en células nerviosas de células iPS. Se muestran células
nerviosas (parte superior, positivas para Blll-tubulina), oligodendrocitos (izquierda, positivas para O4) y
astrocitos (derecha, positivas para GFAP) diferenciados in vitro de células iPS derivadas de fibroblastos
dérmicos.

La Fig. 21 representa explicaciones del establecimiento de células iPS sin usar seleccion de farmaco. Se
sembraron MEF a 10.000 a 100.000 células por placa de 10 cm, y los 4 factores se transdujeron
retroviricamente. No aparecieron colonias en el control (vacias, izquierda), mientras en la placa con la
transduccion por los 4 factores se obtuvieron colonias de hinchazén similares a las de las células iPS (centro),
ademas de colonias transformantes planas. Cuando se efectuaron pases de las células se obtuvieron células
similares a las células iPS (derecha).

La Fig. 22 muestra perfiles de expresion génica de células establecidas sin usar seleccion de farmaco. El ARN
se extrajo de las células establecidas como se muestra en la Fig. 21, y la expresiéon de los genes de
marcadores de las células ES se analizd por RT-PCR.

La Fig. 23 muestra células similares a células iPS derivadas de fibroblastos humanos. Se muestran las colonias
obtenidas por transduccion retrovirica con genes homoélogos humanos de los 4 factores en fibroblastos
derivados de embriones humanos (izquierda), y las células después de dos pases (derecha).

La Fig. 24 muestra el establecimiento de las células iPS de fibroblastos dérmicos adultos humanos. Los
factores mencionados en la columna izquierda se transdujeron retroviricamente en fibroblastos dérmicos
adultos humanos infectados con el receptor retrovirico de raton con lentivirus. Las fotografias muestran
imagenes de contraste de fases (objeto x 10) en el dia 8 después de la infeccion virica.

Mejor modo para llevar a cabo la invencién

El factor de reprogramacion celular de la presente invencién se caracteriza porque comprende un producto génico
de cada uno de los tres siguientes tipos de genes un gen de la familia Oct, un gen de la familia KIf y un gen de la
familia Myc; y segun una realizacion preferida se caracteriza porque comprende un producto génico de un gen de la
familia Sox, ademas de los tres tipos de genes anteriormente mencionados.

Como medio de confirmacién del factor de reprogramacion celular de la presente invencién puede usarse, por
ejemplo, el procedimiento de cribado para factores de reprogramacion celular desvelados en la publicacién
internacional documento WO 2005/80598. Toda la divulgacion de la publicacién anteriormente mencionada se
incorpora en la divulgacion de la memoria descriptiva por referencia. Con referencia a la publicacién anteriormente
mencionada, los expertos en la materia pueden realizar el cribado de factores de reprogramacién celular para
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confirmar la existencia y la accion del factor de reprogramacién de la presente invencién.

Por ejemplo, como sistema experimental que permite la observacién del fendbmeno de reprogramaciéon puede usarse
un ratén en el que Bgeo (un gen de fusiéon del gen B-galactosidasa y el gen de resistencia a neomicina) esta activado
en el sitio Fbx15. Los detalles se describen en los ejemplos de la memoria descriptiva. El gen Fbx15 de ratén es un
gen especificamente expresado en células pluripotentes de diferenciacion tales como células ES y embriones
tempranos. En un raton homomutante en el que Bgeo esta activado en el gen Fbx15 de raton de manera que sea
deficiente en la funcion de Fbx15, generalmente no se observan fenotipos anormales que incluyan aquellos que se
relacionan con la diferenciacion de pluripotencia o generacion. En este ratén, la expresion de geo esta controlada
por el potenciador y promotor del gen Fbx15, y las células somaticas diferenciadas en las que fgeo no se expresa
tienen sensibilidad a G418. A diferencia, las células ES homomutantes activadas en pgeo tienen resistencia contra
G418 a una concentracion extremadamente alta (igual a o superior a 12 mg/ml). Utilizando este fendmeno puede
construirse un sistema experimental para visualizar la reprogramacién de células somaticas.

Aplicando el sistema experimental anteriormente mencionado, los fibroblastos (MEF de Fbx15/%°#%°) pueden
aislarse primero de un embrion del ratbn homomutante activado en pgeo (13,5 dias después de la fecundacion). Los
MEF no expresan el gen Fbx15 y, por consiguiente, tampoco expresan pgeo para dar sensibilidad a G418. Sin
embargo, cuando los MEF se fusionan con células ES libres de manipulacion genética (también tienen sensibilidad
para G418), Bgeo se expresa y las células se vuelven resistentes a G418 como resultado de la reprogramacion de
nucleos de MEF. Por tanto, utilizando este sistema experimental, el fendmeno de reprogramacién puede visualizarse
como resistencia a G418.

Los factores de reprogramaciéon celular pueden seleccionarse usando el sistema experimental anteriormente
mencionado. Como candidatos a genes relevantes para factores de reprogramacion celular pueden seleccionarse
una pluralidad de genes que muestra expresion especifica en células ES o de los cuales se sugieren funciones
importantes en el mantenimiento de la pluripotencia de diferenciacion de células ES, y puede confirmarse si cada
gen candidato puede inducir 0 no reprogramacion nuclear sola o en una combinacién apropiada de los mismos. Por
ejemplo, se confirma que una combinacién de todos los genes candidatos primarios seleccionados puede inducir la
reprogramacion de células diferenciadas en un estado proximo al de las células ES. Entonces, las combinaciones se
preparan sacando cada gen individual de la combinacion anteriormente mencionada, y las mismas acciones de las
combinaciones se confirman con el fin de seleccionar cada gen candidato secundario cuya ausencia produce una
reduccion de la capacidad de induccién de reprogramacion o pérdida de la capacidad de induccion de
reprogramacion. Repitiendo etapas similares para los genes candidatos secundarios seleccionados como se ha
descrito anteriormente puede seleccionarse una combinacion esencial de genes de reprogramacion nuclear, y puede
confirmarse que una combinacién de productos génicos de cada uno de los tres tipos de genes, un gen de la familia
Oct, un gen de la familia KIf, y un gen de la familia Myc, actida de factor de reprogramacion celular. Puede
confirmarse adicionalmente que una combinacién de un producto génico de un gen de la familia Sox adicionalmente
con los productos génicos de los tres tipos de genes anteriormente mencionados tiene caracteristicas
extremadamente superiores como factor de reprogramacion celular. Ejemplos especificos del procedimiento de
seleccion para los factores de reprogramacion celular se demuestran en los ejemplos de la memoria descriptiva. Por
tanto, con referencia a las explicaciones generales anteriores y la explicacion especifica de los ejemplos, los
expertos en la materia pueden confirmar facilmente que la combinacién de estos tres tipos de genes induce la
reprogramacion de células somaticas, y que la combinacion de estos tres tipos de productos génicos es esencial
para la reprogramacién nuclear.

El factor de reprogramacion celular proporcionado por la presente invencion comprende al menos una combinacién
de productos génicos de un gen de la familia Oct, un gen de la familia KIf y un gen de la familia Myc, por ejemplo,
una combinacién de productos génicos de los tres tipos de genes Oct3/4, Kif4 y c-Myc. Ejemplos del gen de la
familia Oct incluyen, por ejemplo, Oct3/4, Oct1A, Oct6 y similares. Oct3/4 es un factor de transcripcién que
pertenece a la familia POU y se informa como un marcador de células sin diferenciar (K. Okamoto y col., Cell, 60,
pag. 461-72, 1990). También se informa que Oct3/4 participa en el mantenimiento de la pluripotencia (J. Nichols y
col., Cell, 95, pp379-91, 1998). Ejemplos del gen de la familia KIf incluyen Kif1, Kif2, Kif4, KIf5 y similares. Klif4 (factor
4 similar a Kruppel) se informa como un factor represor de tumores (A.M. Ghaleb y col., Cell Res., 15, pag. 92-6,
2005). Ejemplos del gen de la familia Myc incluyen c-Myc, N-Myc, L-Myc y similares. c-Myc es un factor de control de
la transcripcion que participa en la diferenciacion y la proliferacion de células (S. Adhikary, M. Eilers, Nat. Rev. Mol.
Cell Biol., 6, pag. 635-45, 2005), y también se informa que participa en el mantenimiento de la pluripotencia (P.
Cartwright y col., Development, 132, pag. 885-96, 2005). Los numeros de acceso de NCBI de los genes de las
familias distintas de Oct3/4, Kif4 y c-Myc son los siguientes:
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Tabla 1
Ratén Ser humano
Kif1 Factor 1 similar a Kruppel (eritroide) NM_010635 [ NM_006563
Kif2 Factor 2 similar a Kruppel (pulmén) NM_008452 | NM_016270
KIf5 Factor 5 similar a Kruppel NM_009769 [ NM_001730
c-Myc oncogeén de la mielocitomatosis NM_010849 [ NM_002467
N-Myc oncogén relacionado virico con la mielocitomatosis v-Myc, derivado de | NM_008709 | NM_005378
neuroblastoma (aviar)
L-Myc homologo 1 del oncogén virico de la mielocitomatosis v-Myc, derivado de | NM_008506 | NM_005376
carcinoma de pulmoén (aviar)
Oct1A dominio POU, clase 2, factor de transcripcion 1 NM_198934 | NM_002697
Oct6 dominio POU, clase 3, factor de transcripcion 1 NM 011141 [ NM_002699

Todos estos genes son aquellos cominmente existentes en mamiferos que incluyen seres humanos, y para el uso
de los productos génicos anteriormente mencionados en la presente invencion pueden usarse genes derivados de
mamiferos arbitrarios (aquellos derivados de mamiferos tales como raton, rata, bovino, ovino, caballo y mono y
similares). Ademas de los productos génicos naturales también pueden usarse productos génicos mutantes que
incluyen sustitucion, insercion y/o delecion de varios aminoacidos (por ejemplo, 1 a 10, preferentemente 1 a 6, mas
preferentemente 1 a 4, todavia mas preferentemente 1 a 3, y lo mas preferentemente 1 6 2) y que tienen funcién
similar a los productos génicos naturales. Por ejemplo, como producto génico de c-Myc puede usarse un producto
de tipo estable (T58A), ademas del producto natural. La explicacién anterior puede aplicarse similarmente a los otros
productos génicos.

El factor de reprogramacioén celular de la presente invencion puede comprender un producto génico distinto de los
tres tipos de productos génicos anteriormente mencionados. Un ejemplo de tal producto génico incluye un producto
génico de un gen de la familia Sox. Ejemplos del gen de la familia Sox incluyen, por ejemplo, Sox1, Sox3, Sox7,
Sox15, Sox17 y Sox18, y un ejemplo preferido incluye Sox2. Un factor de reprogramacion celular que comprende al
menos una combinacion de los productos génicos de los cuatro tipos de genes, un gen de la familia Oct (por
ejemplo, Owt3/4), un gen de la familia KIf (por ejemplo, Kif4), un gen de la familia Myc (por ejemplo, c-Myc) y un gen
de la familia Sox (por ejemplo, Sox2) es una realizacion preferida de la presente invencion desde un punto de vista
de eficiencia de reprogramacion y, en particular, algunas veces se prefiere una combinacion de un producto génico
de un gen de la familia Sox para obtener pluripotencia. Sox2, expresado en un proceso de desarrollo temprano, es
un gen que codifica un factor de transcripcion (A.A. Avilion y col., Genes Dev., 17, pp. 126-40, 2003). Los numeros
de acceso de NCBI de los genes de la familia Sox distintos de Sox2 son los siguientes.

Tabla 2

Ratén Ser humano
Sox1 Gen 1 que contiene la caja SRY NM_009233 | NM_005986
Sox3 | Gen 3 que contiene la caja SRY NM 009237 [ NM_ 005634
Sox7 | Gen 7 que contiene la caja SRY NM_011446 | NM_031439
Sox15 | Gen 15 que contiene la caja SRY NM 009235 [ NM_ 006942
Sox17 | Gen 17 que contiene la caja SRY NM_011441 | NM_022454
Sox18 | Gen 18 que contiene la caja SRY NM_ 009236 | NM_ 018419

Ademas, un producto génico de un gen de la familia Myc puede sustituirse por una citocina. Como citocina se
prefiere, por ejemplo, SCF, bFGF o similares. Sin embargo, las citocinas no se limitan a estos ejemplos.

Como realizacion mas preferida, un ejemplo incluye un factor que induce inmortalizacién de células, ademas de los
tres tipos de productos génicos anteriormente mencionados, preferentemente los cuatro tipos de productos génicos.
Por ejemplo, un ejemplo incluye una combinacién de un factor que comprende un producto génico del gen TERT con
un factor que comprende un producto génico o productos génicos de uno o mas tipos de genes seleccionados del
grupo que consiste en los siguientes genes: antigeno T grande del SV40, HPV16 E6, HPV16 E7 y Bmil. TERT es
esencial para el mantenimiento de la estructura telomérica en el extremo del cromosoma en el momento de la
replicacién de ADN, y el gen se expresa en citoblastos o células tumorales en seres humanos, mientras que no se
expresa en muchas células somaticas (I. Horikawa, y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 102, pag. 18437-442, 2005).
Se informaron antigeno T grande del SV40, HPV16 E6, HPV16 E7 o Bmil para inducir inmortalizacion de células
somaticas humanas en combinacién con antigeno T grande (S. Akimov y col., Stem Cells, 23, pag. 1423-1433, 2005;
P. Salmon y col., Mol. Ther., 2, pag. 404-414, 2000). Estos factores son particularmente extremadamente utiles
cuando las células iPS se inducen de células humanas. Los numeros de acceso de NCBI de genes TERT y Bmil son
los siguientes.
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Tabla 3
Raton Ser humano
TERT transcriptasa inversa de la telomerasa NM_ 009354 | NM_198253
Bmil region 1 de insercion de Mo-MLV del linfoma B | NM_007552 | NM_005180

Ademas, puede combinarse un producto génico o productos génicos de uno o mas tipos de genes seleccionados del
grupo que consiste en los siguientes Fbx15, Nanog, ERas, ECAT15-2, Tcl1 y B-catenina. Como realizacién
particularmente preferida desde un punto de vista de eficiencia de reprogramacioén, un ejemplo incluye un factor de
reprogramacion celular que comprende un total de diez tipos de productos génicos, en el que los productos génicos
de Fbx15, Nanog, ERas, ECAT15-2, Tcl1 y B-catenina se combinan con los cuatro tipos de productos génicos
anteriormente mencionados. Fbx15 (Y Tokuzawa y col., Mol. Cell Biol., 23, pag. 2699-708, 2003), Nanog (K. Mitsui y
col., Cell, 113, pag. 631-42, 2003), ERas (K. Takahashi, K. Mitsui, S. Yamanaka, Nature, 423, pag. 541-5, 2003) y
ECAT15-2 (A. Bortvin y col., Development, 130, pag. 1673-80, 2003) son genes especificamente expresados en
células ES. Tcl1 participa en la activacion de Akt (A. Bortvin y col., Development, 130, pag. 1673-80, 2003) y B-
catenina es un factor importante que constituye la ruta de transmision de sefiales de Wnt y también se informa que
participa en el mantenimiento de la pluripotencia (N. Sato y col., Nat. Med., 10, pag. 55-63, 2004).

Ademas, el factor de reprogramacion celular de la presente invencién puede comprender, por ejemplo, un producto
génico o productos génicos de uno o mas tipos de genes seleccionados del grupo que consiste en los siguientes:
ECAT1, Esg1, Dnmt3L, ECATS8, Gdf3, Sox15, ECAT15-1, Fthi17, Sal14, Rex1, UTF1, Stella, Stat3 y Grb2. ECAT1,
Esg1, ECATS, Gdf3 y CAT15-1 son genes especificamente expresados en células ES (K. Mitsui y col., Cell, 113,
pag. 631-42, 2003). Dnmt3L es un factor relacionado con enzimas metilantes de ADN y Sox15 es una clase de
genes expresados en un proceso de desarrollo temprano y que codifica factores de transcripcién (M. Maruyama y
col., J. Biol. Chem., 280, pip,24371-9, 2005). Fthl17 codifica proteina 17 similar a polipéptido pesado de ferritina (A.
colLoriot, T. Boon, C. De Smet, Int. J. Cancer, 105, pag. 371-6, 2003), Sal14 codifica una proteina de dedos de Zn
abundantemente expresada en citoblastos embrionarios (J. Kohlhase y col., Cytogenet. Genome Res., 98, pag. 274-
7, 2002) y Rex1 codifica un factor de transcripcién que se localiza en la direcciéon 3' de Oct3/4 (E. Ben-Shushan, J.R.
Thompson, L.J. Gudas, Y. Bergman, Mol. Cell Biol., 18, pag. 1866-78, 1998). UTF1 es un cofactor de la transcripcién
que se localiza en la direccion 3' de Oct3/4, y se informa que la supresion de la proliferacion de células ES se induce
cuando este factor se suprime (A. Okuda y col.,, EMBO J., 17, pag. 2019-32, 1998). Stat3 es un factor de
sefalizacion para la proliferacion y diferenciacién de células. La activaciéon de Stat3 desencadena la operacion de
LIF, y asi el factor desempefia una funcién importante para el mantenimiento de la pluripotencia (H. Niwa, T. Burdon,
I. Chambers, A. Smith, Genes Dev., 12, pag. 2048-60, 1998). Grb2 codifica una proteina que media entre diversos
receptores de factores de crecimiento que existen en membranas celulares y la cascada de Ras/MAPK (A.M. Cheng
y col., Cell, 95, pag. 793-803, 1998).

Sin embargo, los productos génicos que pueden incluirse en el factor de reprogramacion celular de la presente
invencion no se limitan a los productos génicos de los genes especificamente explicados anteriormente. El factor de
reprogramacion celular de la presente invencion puede contener uno o mas factores que se relacionan con la
diferenciacion, desarrollo, proliferacion o similares y factores que tienen otras actividades fisiolégicas, ademas de
otros productos génicos que pueden servir de factor de reprogramacion celular. Se entiende que tales realizaciones
se encuentran dentro del alcance de la presente invencidon. Usando células somaticas en las que solo se expresan
uno o dos genes entre los tres tipos del gen Oct3/4, Kif4 y c-Myc, los otros productos génicos que pueden servir de
factor de reprogramacion celular pueden identificarse por, por ejemplo, realizando el cribado de un producto génico
que puede inducir reprogramacion nuclear de dichas células. Segun la presente invencion, el procedimiento de
cribado anteriormente mencionado también se proporciona como un procedimiento novedoso para cribar un factor
de reprogramacion celular.

Los productos génicos contenidos en el factor de reprogramacion celular de la presente invencion pueden ser, por
ejemplo, una proteina producida por si misma a partir del gen anteriormente mencionado o, alternativamente, en una
forma de un producto génico de fusién de dicha proteina con otra proteina, péptido o similares. Por ejemplo, también
puede usarse una proteina de fusién con proteina de fluorescencia verde (GFP) o un producto génico de fusién con
un péptido tal como una marca de histidina. Ademas, preparando y usando una proteina de fusién con el péptido
TAT derivado del virus VIH puede promoverse la captacion intracelular del factor de reprogramaciéon celular
mediante membranas celulares, permitiendo asi la induccién de reprogramacién sélo afiadiendo la proteina de
fusiébn a un medio, evitando asi operaciones complicadas tales como la transduccién de genes. Como los
procedimientos de preparaciéon de tales productos génicos de fusion son muy conocidos para los expertos en la
materia, los expertos pueden disefiar y preparar faciimente un producto génico de fusién apropiado dependiendo del
fin.

Usando el factor de reprogramacion celular de la presente invencion, el nicleo de una célula somatica puede
reprogramarse para obtener un citoblasto pluripotente inducido. En la memoria descriptiva, el término “citoblastos
pluripotentes inducidos” significa células que tienen propiedades similares a las de células ES, y mas
especificamente, el término engloba células sin diferenciar que tienen pluripotencia y capacidad de crecimiento. Sin
embargo, el término no debe interpretarse restringidamente en cualquier sentido, y debe interpretarse en el sentido
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mas amplio. El procedimiento para preparar citoblastos pluripotentes inducidos usando un factor de reprogramacion
celular se explica en la publicacion internacional WO2005/80598 (el término “células similares a ES” se usa en la
publicacion), y un medio para aislar citoblastos pluripotentes inducidos también se explica especificamente. Por
tanto, con referencia a la publicacién anteriormente mencionada, los expertos en la materia pueden preparar
facilmente citoblastos pluripotentes inducidos usando el factor de reprogramacion celular de la presente invencion.

El procedimiento para preparar citoblastos pluripotentes inducidos de células somaticas usando el factor de
reprogramacion celular de la presente invencion no esta particularmente limitado. Cualquier procedimiento puede
emplearse mientras que el factor de reprogramacion celular pueda ponerse en contacto con células somaticas bajo
un entorno en el que pueden proliferar las células somaticas y los citoblastos pluripotentes inducidos. Por ejemplo,
un producto génico contenido en el factor de reprogramacion celular de la presente invenciéon puede afadirse a un
medio. Alternativamente, usando un vector que contiene un gen que puede expresar el factor de reprogramacion
celular de la presente invencién puede emplearse un medio de transduccion de dicho gen en una célula somatica. Si
se usa tal vector, dos o0 mas tipos de genes pueden incorporarse en el vector, y cada uno de los productos génicos
puede expresarse simultdneamente en una célula somatica. Si uno o mas de los productos génicos contenidos en el
factor de reprogramacion celular de la presente invencion ya estan expresados en una célula somatica que va a
reprogramarse, dichos productos génicos pueden excluirse del factor de reprogramacion celular de la presente
invencion. Se entiende que tal realizaciéon se encuentra dentro del alcance de la presente invencién.

En la preparacién de citoblastos pluripotentes inducidos usando el factor de reprogramacion celular de la presente
invencion, los tipos de células somaticas que van a reprogramarse no estan particularmente limitados, y puede
usarse cualquier tipo de células somaticas. Por ejemplo, pueden usarse células somaticas maduradas, ademas de
células somaticas de un periodo embrionario. Si los citoblastos pluripotentes inducidos se usan para el tratamiento
terapéutico de enfermedades, se desea usar células somaticas aisladas de pacientes. Por ejemplo, pueden usarse
células somaticas implicadas en enfermedades, células somaticas que participan en el tratamiento terapéutico de
enfermedades y similares. Un procedimiento para seleccionar citoblastos pluripotentes inducidos que aparecen en
un medio segun el procedimiento de la presente invencién no esta particularmente limitado, y un medio muy
conocido puede emplearse adecuadamente, por ejemplo, puede usarse un gen de resistencia a farmaco o similares
como gen de marcador para aislar citoblastos pluripotentes inducidos usando resistencia a farmacos como indice.
En este campo se conocen diversos medios que pueden mantener el estado sin diferenciar y la pluripotencia de
células ES y diversos medios que no pueden mantener tales propiedades, y los citoblastos pluripotentes inducidos
pueden aislarse eficientemente usando una combinacion de medios apropiados. Las capacidades de diferenciacion
y de proliferacion de citoblastos pluripotentes inducidos aislados pueden confirmarse facilmente por los expertos en
la materia usando medios de confirmacion ampliamente aplicados a células ES.

Los usos de los citoblastos pluripotentes inducidos preparados mediante el procedimiento de la presente invencion
no estan particularmente limitados. Las células pueden usarse para cualquier experimento e investigacion realizada
con células ES, tratamientos terapéuticos que utilizan células ES y similares. Por ejemplo, células diferenciadas
deseadas (por ejemplo, células nerviosas, células del musculo cardiaco, células de hemocito y similares) pueden
derivarse tratando citoblastos pluripotentes inducidos obtenidos mediante el procedimiento de la presente invencion
con acido retinoico, factores de crecimiento tales como EGF, glucocorticoide o similares, y puede lograrse terapia
con citoblastos basada en autotrasplante celular devolviendo las células diferenciadas obtenidas como se ha
descrito anteriormente al paciente. Sin embargo, los usos de los citoblastos pluripotentes inducidos de la presente
invencion no se limitan a las realizaciones especificas anteriormente mencionadas.

Ejemplos

La presente invencidn se explicara mas especificamente con referencia a los ejemplos. Sin embargo, el alcance de
la presente invencion no se limita a los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1: Seleccion del factor de reprogramacion

Con el fin de identificar factores de reprogramacién se requiere un sistema experimental para la facil observacién del
fenémeno de reprogramacion. Como sistema experimental se usé un raton en el que fgeo (un gen de fusion del gen
B-galactosidasa y el gen de resistencia a neomicina) se activé en el sitio Fbx15. El gen Fbx15 de ratén es un gen
especificamente expresado en células pluripotentes de diferenciacion tales como células ES y embriones
tempranos. Sin embargo, en un ratén homomutante en el que fgeo se activo en el gen Fbx15 de ratén de manera
que se eliminara la funcién de Fbx15 no se observaron fenotipos anormales que incluyeran aquellos que se
relacionan con la pluripotencia de diferenciacién o desarrollo. En este ratén, el control de expresién de pgeo se
consigue por el potenciador y promotor del gen Fbx15. Especificamente, Bgeo no se expresa en células somaticas
diferenciadas, y tienen sensibilidad a G418. A diferencia, las células ES homomutantes de activacion de pgeo tienen
resistencia contra G418 a una concentracién extremadamente alta (igual a o superior a 12 mg/ml). Utilizando el
fendmeno anterior se construyd un sistema experimental para visualizar la reprogramacion de células somaticas.

En el sistema experimental anteriormente mencionado, los fibroblastos (MEF de Fbx15/%*F%°) se aislaron primero
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de un embrién del ratén homomutante que activa fgeo (13,5 dias después de la fecundacién). Como los MEF no
expresan el gen Fbx15, las células tampoco expresan fgeo y por tanto tienen sensibilidad a G418. Mientras que,
cuando los MEF estan fusionados con células ES que no han sido genomanipuladas (es decir, que tienen
sensibilidad a G418), los nucleos de MEF se reprograman y, como resultado, fgeo se expresa para dar resistencia a
G418. Por tanto, la reprogramacién del fenomeno puede visualizarse como resistencia a G418 usando este sistema
experimental (publicacion internacional WO02005/80598). Las busquedas de factores de reprogramaciéon se
realizaron usando el sistema experimental anteriormente mencionado (Fig. 1), y se seleccionaron 24 tipos de genes
totales como factores de reprogramacion candidatos que incluian genes que mostraban expresion especifica en
células ES y se sugiri6 que los genes tenian funciones importantes en el mantenimiento de la pluripotencia de
diferenciacion de células ES. Estos genes se muestran en la Tablas 4 y 5 a continuacion. Para -catenina (n° 21) y
c-Myc (n° 22) se usaron mutantes de tipo activo (catenina: S33Y, c-Myc: T58A).

Tabla 4
Numero | Nombre del gen Explicacion del gen
1 ECAT1 transcrito 1 asociado a células ES (ECAT1)
2 ECAT2 proteina 5 asociada a pluripotencia del desarrollo (DPPA5), gen 1 especifico de células
ES (ESG1)
3 ECAT3 proteina 15 de la caja F (Fbx15),
4 ECAT4 factor de transcripcion de homeocaja Nanog
5 ECAT5 Ras expresada en células ES (ERas),
6 ECAT7 proteina similar a ADN (citosina-5-)-metiltransferasa (Dnmt31), variante 1
7 ECATS8 transcrito 8 asociado a células ES (ECATS)
8 ECAT9 factor 3 de diferenciacion del crecimiento (Gdf3)
9 ECAT10 gen 15 que contiene la caja SRY (Sox15)
10 ECAT15-1 proteina 4 asociada a pluripotencia del desarrollo (Dppa4), variante 1
11 ECAT15-2 proteina 2 asociada a pluripotencia del desarrollo (DppaZ2)
12 Fthi17 proteina 17 similar al polipéptido pesado de ferritina (Fth117)
13 Sal14 proteina 4 similar a Sal (Drosophila) (Sal14), variante a del trascrito
14 Oct3/4 dominio POU, clase 5, factor 1 de transcripcion (Pou5f1)
15 Sox2 gen 2 que contiene la caja SRY (Sox2)
16 Rex1 proteina 42 de dedos de cinc (Zfp42)
17 Utf1 factor 1 de transcripcion de células embrionarias sin diferenciar (Utf1)
18 Tell punto 1 de ruptura de linfoma de linfocitos T (Tell)
19 Stella proteina 3 asociada a pluripotencia del desarrollo (Dppa3)
20 Kif4 factor 4 similar a Kruppel (intestino) (KIf4)
21 B-catenina catenina (proteina asociada a cadherina), beta 1, 88 kDa (Ctnnb1)
22 c-Myc oncogén de la mielocitomatosis (Myc)
23 Stat3 transductor de sefales y activador de la transcripcion 3 (Stat3), variante 1 del transcrito
24 Grb2 proteina 2 unida al receptor del factor de crecimiento (Grb2)
Tabla 5
Numero de acceso de NCBI
Numero | Nombre del | Rasgo caracteristico Ratén Ser humano
gen
1 ECAT1 Gen especificamente expresado en célula ES AB211060 AB211062
2 ECAT2 Gen especificamente expresado en célula ES NM_025274 | NM_001025290
3 ECAT3 Gen especificamente expresado en célula ES NM_015798 | NM_152676
Factor de transcripcion que tiene homeodominio, factor
4 ECAT4 esencial para el mantenimiento de la pluripotencia de AB093574 NM_024865
diferenciacion
5 ECATS Protgipa de la familia Ras, factor promotor del NM 181548 | NM 1,81532
crecimiento de células ES - -
6 ECAT7 Factor relacionado con _Ig enzima de metilacién de ADN, NM 019448 | NM 013369
esencial para la expresion — —
Gen especificamente expresado en célula ES, que tiene
7 ECATS dominio Tudor AB211061 AB211063
8 ECAT9 Gen especificamer.\t'e expresado en célula ES, que NM_008108 | NM_020634
pertenece a la familia TGFp
9 ECAT10 Gen egpegificamente e_>§presado en célula ES, factor de NM_009235 | NM_006942
transcripcion de la familia SPRY
10 ECAT15-1 Gen especificamente expresado en célula ES NM_028610 | NM_018189
11 ECAT15-2 Gen especificamente expresado en célula ES NM_028615 | NM_138815
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Numero de acceso de NCBI

Numero | Nombre del | Rasgo caracteristico Ratén Ser humano
gen
Gen especificamente expresado en célula ES, similar a
12 Fthi17 la cadena pesada de ferritina NM_031261 | NM_031894
13 Sal14 Gen especificamente expresado en célula ES, proteina NM_175303 | NM_020436
de dedos de Zn
14 Oct3/4 Factor de_tra!nscrlpmon de I_a famlllg POU, esencial para NM_013633 | NM_002701
el mantenimiento de la pluripotencia
Factor de transcripcion de la familia SRY, esencial para
15 Sox2 el mantenimiento de la pluripotencia NM_011443 | NM_003106
16 RexA Gen especificamente expresado en célula ES, proteina NM_009556 | NM_174900
de dedos de Zn
17 UtH1 Factor de regula]mon de la transcripcion altgmente NM_009482 | NM_003577
expresado en célula ES, promotor del crecimiento de ES
AKT activador de oncogenes, expresado
18 Gen Tel1 abundantemente en célula ES NN-009337 | NM_021966
19 gteelllljlaa Gen especificamente expresado en célula ES NM_139218 | NM_199286
20 Tanto Kif4 Expresados abund_antqmente en célula ES, se informan NM 010637 | NM 004235
como Wnt acciones tanto antioncogenas como oncoégenas — —
. Factor de transcripcion activado por la sefial de Wnt, se
21 p-catenina informa mejora del mantenimiento de la pluripotencia NM_007614 | NM_001904
Factor de control de la transcripcién que participa en la
29 c-Myc y Sjlferenmacnqn. de !g proliferacion ce.,'lu'lar y oncogén, se NM_010849 | NM_002467
informa participacion en el mantenimiento de la
pluripotencia
Factor de transcripcion activado por la sefial LS,
23 Stat3 LSI ES | considerado esencial para mantenimiento de la NM-213659 | NM_139276
pluripotencia de células ES de raton
Receptores del factor de crecimiento que median en las
24 Grb2 proteinas adaptadoras y cascada de Ras/MAPK NM_008163 | NM_002086

Los ADNCc de estos genes se insertaron en el vector retrovirico pMX-gw por tecnologia de Gateway. Primero, cada
uno de los 24 genes se infectd en MEF de Fbx15P¢°°P%%° y juego se realizo la seleccion por G418 bajo condiciones
de cultivo de células ES. Sin embargo, no se obtuvieron colonias resistentes a G418. A continuacion, los vectores
retroviricos de los 24 genes se infectaron simultaneamente en MEF de Fbx15°%°%*° Cuando la seleccion de G418
se realizd bajo condiciones de cultivo de células ES se obtuvo una pluralidad de colonias resistentes a farmacos.
Estas colonias se aislaron, y el cultivo continué. Se encontré que podria realizarse el cultivo de estas células durante
un largo periodo de tiempo, y que estas células tenian morfologia similar a la de las células ES (Fig. 2). En la figura,
células iPS representan citoblastos pluripotentes inducidos (también llamadas “células similares a ES” o “células
ESL”), ES representa citoblastos embrionarios y MEF representa células diferenciadas (fibroblastos embrionarios).

Cuando se examinaron los perfiles de expresiébn de genes de marcadores por RT-PCR se encontré que se
expresaban marcadores sin diferenciacion tales como Nanog y Oct3/4 (Fig. 3). Se encontré que la expresion de
Nanog era proxima a la de las células ES, mientras que la expresion de Oct3/4 era inferior a la de las células ES.
Cuando el estado de metilacion de ADN se examind por el procedimiento de secuenciaciéon con bisulfito se encontrod
que el gen Nanog y el gen Fbx15 estaban altamente metilados en MEF, mientras que estaban desmetilados en las
células iPS (Fig. 4). Aproximadamente el 50% del gen IGF2, un gen de expresion, se metilé tanto en células MEF
como iPS. Como se sabia que la memoria de expresion estaba borrada y el gen IGF2 se habia desmetilado casi
completamente en las células germinales primordiales 13,5 dias después de la fecundacion de las que se aislaron
los MEF de Fbx15f%9° se concluyo que las células iPS no se derivaban de células germinales primordiales
contaminadas en MEF de Fbx15°9%°#9%° | os resultados anteriores demostraron que la reprogramacion de las células
diferenciadas (MEF) en un estado proximo al de células ES podia inducirse con la combinacién de los 24 tipos de
factores.

Entonces se hicieron estudios en cuanto a si los 24 tipos de genes se requerian para la reprogramacion o no. Al
sacar cada gen individual, 23 genes se transfectaron en los MEF de Fbx15"9°%%*° Como resultado, para 10 genes
se encontré que la formacion de colonias era inhibida al sacar cada uno de los mismos (Fig. 5, los numeros de
genes se corresponden con los nimeros de genes mostrados en la Tabla 4, y los genes son los siguientes 10 tipos
de genes: n°3,n%°4.n°5,n° 11, n° 14, n° 15, n® 18, n° 20, n° 21 y n° 22). Cuando estos diez genes se transfectaron
simultaneamente en los MEF de Fbx15P%°#9%° |as colonias resistentes a G418 se obtuvieron significativamente mas
eficientemente con respecto a la transfeccion simultanea con los 24 genes.
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Ademas, 9 genes, al sacar cada gen individual de los 10 genes, se transfectaron en MEF de Fbx15°9*°#%° Como
resultado se encontré que las colonias de células iPS resistentes a G418 no se formaron cuando cada uno de los 4
tipos de genes (n° 14, n° 15, n° 20, o n° 22) se sacd (Fig. 6). Por tanto, se sugiri6 que estos cuatro tipos de genes,
entre los diez genes, tenian funciones particularmente importantes en la induccién de reprogramacion.

Ejemplo 2: Induccion de reprogramacion con combinacién de 4 tipos de genes

Se examiné si podia conseguirse o no la induccion de la reprogramacion de células somaticas con los cuatro tipos
de genes de los que se sugirié importancia particular entre los 10 genes. Usando la combinacién de los 10 tipos de
genes anteriormente mencionados, la combinacién de los 4 tipos de genes anteriormente mencionados,
combinaciones de sélo 3 tipos de genes de entre los 4 tipos de genes y combinaciones de solo 2 tipos de genes de
entre los 4 tipos de genes, estos conjuntos de genes se transdujeron retroviricamente en las células MEF como
células somaticas en las que Bgeo se activo en el gen Fbx15.

Como resultado, cuando los 4 tipos de genes se transdujeron se obtuvieron 160 colonias resistentes a G418.
Aunque este resultado fue casi el mismo que se obtuvo por la transduccion con los 10 tipos de genes (179 colonias),
las colonias obtenidas por la transduccién de 4 genes fueron mas pequefias que las obtenidas por la transduccion
de 10 genes. Cuando estas colonias se sometieron a pases, el nimero de colonias que tenia morfologia de células
iPS fue 9 clones de entre los 12 clones en el caso de la transducciéon de 10 genes, mientras que hubo una tendencia
algo mas baja de 7 clones de entre los 12 clones en el caso de la transduccién de 4 genes. Al igual que para los 4
genes, casi los mismos nameros de células iPS se obtuvieron con tanto aquellas derivadas de ratébn como aquellas
derivadas de ser humano.

Cuando los 3 genes seleccionados de los 4 genes anteriormente mencionados se transdujeron se obtuvieron 36
colonias planas con una combinacién (n° 14, n° 15 y n® 20). Sin embargo, no se observaron células iPS cuando se
sometieron a pases. Con otra combinacion (n° 14, n°® 20 y n° 22) se obtuvieron 54 colonias pequefias. Cuando 6 de
la colonias relativamente grandes de entre aquellas colonias se sometieron a pases se obtuvieron células similares a
las células ES para estos 6 clones. Sin embargo, parecioé que la adhesion de las células entre si y la placa de cultivo
fue mas débil que la de las células ES. La tasa de proliferacién de las células también fue mas lenta que la
observada en el caso de la transduccién con los 4 genes. Ademas, cada colonia se formé con cada uno de los otros
dos tipos de combinaciones de 3 genes de entre los 4 genes. Sin embargo, no se observé proliferacion de las
células cuando las células se sometieron a pases. Con ninguna de las combinaciones de 2 genes seleccionados de
los 4 genes (6 combinaciones) se formaron colonias no resistentes a G418. Los resultados anteriores se muestran
en la Fig. 7.

Ademas, los resultados de observacion de perfiles de expresion de los genes de marcadores de células ES por RT-
PCR se muestran en la Fig. 10. Los detalles del procedimiento son los siguientes. A partir de células iPS
establecidas transduciendo 3 genes (Oct3/4, KIf4 y c-Myc: representados como “Sox2 menos”), 4 genes (Sox2 se
afadi6 a los tres genes: representado como “4ECAT”) y 10 genes (n° 3, n°4, n° 5, n° 11, n°® 18 y n° 21 en la Tabla 4
se afiadieron a los cuatro genes: representados como “10ECAT”) en MEF de Fbx15P%°%° |as células iPS
establecidas transduciendo 10 genes en fibroblastos se establecieron desde la punta de la cola de un raton adulto
en el que Bgeo se activo en el gen Fbx15 (representado como “fibroblasto de piel 10EAT”), células ES de ratén y
células MEF sin transduccion de genes, los ARN totales se purificaron y se trataron con ADNsal para eliminar la
contaminaciéon de ADN gendmico. Los ADNc de la primera cadena se prepararon por una reaccion de transcripcion
inversa, y los perfiles de expresion de los genes de marcadores de células ES se examinaron por PCR. Para Oct3/4,
Nanog y ERas, la PCR se realiz6 usando cebadores que s6lo amplificaron un producto de transcrito de un gen
enddgeno, no del retrovirus transducido. Las secuencias de cebadores se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6
ECAT1 ECAT1-RT-S TGT GGG GCC CTG AAAGGC GAG CTGAGAT
ECAT1-RT-AS | ATG GGC CGC CAT ACGACGACGCTCMACT
Esg1 pH34-U38 GAA GTC TGG TTC CTT GGC AGG ATG
pH34-L394 ACT CGA TAC ACT GGC CTA GC
Nanog 6047-S1 CAG GTGTTT GAG GGT AGC TC
6047-AS1 CGG TTC ATC ATG GTACAG TC
ERas 45328-S118 ACT GCC CCT CAT CAG ACT GCT ACT

ERas-AS304 CAC TGC CTT GTA CTC GGG TAG CTG

Gdf3 Gdf3-U253 GTT CCA ACC TGT GCC TCG CGT CTT
GDF3 L16914 AGC GAG GCA TGG AGA GAG CGG AGC AG

Fgf4 Fgf4-RT-S CGT GGT GAG CAT CTT CGG AGT GG
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Fgf4-RT-AS CCT TCT TGG TCC GCC CGT TCT TA.

Cripto Cripto-S ATG GAC GCA ACT GTG AAC ATG ATG TTC GCA
Cripto-AS CTT TGA GGT CCT GGT CCA TCA CGT GAC CAT

Zfp296 Zfp296-S67 CCATTA GGG GCC ATC ATC GCT TTC
Zfp296-AS350 | CAC TGC TCA CTG GAG GGG GCT TGC

Dax1 Dax1-S1096 TGC TGC GGT CCA GGC CAT CAA GAG
Dax1-AS1305 GGG CAC TGT TCA GTT CAG CGG ATC

Owt3/4 Oct3/4-S9 TCT TTC CAC CAG GCC CCC GGC TC
Oct3/4-AS210 TGC GGG CGG ACATGG GGAGATCC'

NAT1 NAT1 U283 ATT CTT CGT TGT CAA GCC GCC AAA GTG GAG
NAT1 L476 AGT TGT TTG CTG CGG AGT TGT CAT CTC GTC

Los resultados mostrados en esta figura revelaron que, por transduccion de los 3 genes, la expresion de cada uno
de ERas y Fgf4 se indujo eficientemente, pero la expresién de cada uno de Oct3/4 y Nanog, factores esenciales
para el mantenimiento de la pluripotencia, no se indujo, o fue muy débil incluso cuando se indujeron. Sin embargo,
cuando los 4 genes se transdujeron, hubo un clon (n° 7) en el que Oct3/4 y Nanog se indujeron relativamente
fuertemente entre los 4 clones examinados. Ademas, cuando los 10 genes se transdujeron se observé una fuerte
induccién de cada uno de Oct3/4 y Nanog en los 3 clones de entre los 5 clones examinados.

Estos resultados revelaron que una combinacién de al menos 3 genes (n° 14, n° 20 y n° 22) fue esencial para la
reprogramacion y que en los casos del grupo de 4 genes y el grupo de 10 genes que incluia los 3 tipos de genes, la
eficiencia de reprogramacién aumenté en proporcién al aumento del nimero de genes.

Ejemplo 3: Anélisis de pluripotencia de células reprogramadas

Con el fin de evaluar la pluripotencia de diferenciacion de las células iPS establecidas, las células iPS establecidas
con 24 factores, 10 factores y 4 factores se trasplantaron subcutdneamente en ratones sin pelo. Como resultado, en
todos los animales se formaron tumores que tenian un tamafio similar al observado con células ES.
Histologicamente, los tumores consistieron en una pluralidad de tipos de células, y se observaron tejidos
cartilaginosos, tejidos nerviosos, tejidos musculares, tejidos adiposos y tejidos similares al tracto intestinal (Fig. 8),
que verificaron la pluripotencia de las células iPS. A diferencia, aunque se formaron tumores cuando las células
establecidas con los 3 factores se trasplantaron en ratones sin pelo, s6lo se formaron histolégicamente a partir de
células sin diferenciar. Por tanto, se encontrdé que un gen de la familia Sox era esencial para la induccion de
pluripotencia de diferenciacion.

Ejemplo 4: Reprogramacién de fibroblastos derivados de colas de ratones adultos

Los 4 factores identificados en los fibroblastos embrionarios de ratén (MEF) se transdujeron en fibroblastos
derivados de colas de ratones adultos Fbx15 activados en Bgeo que expresan sistémicamente la proteina verde
fluorescente (GFP). Entonces, las células se cultivaron en células nodrizas bajo las mismas condiciones que las
condiciones de cultivo de células ES, y se realizd la seleccion con G418. En aproximadamente dos semanas
después del inicio de la seleccion con farmaco se obtuvo una pluralidad de colonias de células iPS. Cuando estas
células se trasplantaron subcutaneamente a ratones sin pelo se formaron teratomas consistentes en una variedad
de tres tejidos de la capa germinal. Ademas, cuando las células iPS derivadas de fibroblastos dérmicos adultos se
trasplantaron a los blastocistos, y luego se trasplantaron en los uteros de ratones pseudoprefados, se observaron
embriones en los que las células positivas para GFP se distribuyeron sistémicamente entre aquellos 13,5 dias
después de la fecundacién (Fig. 9), demostrando que las células iPS tenian pluripotencia y podian contribuir a la
embriogénesis de raton. Estos resultados indican que la clase identificada de factores tenia una capacidad para
inducir reprogramacion de no sélo células sométicas en un periodo embrionario, sino también células somaticas de
ratones maduros. Practicamente es extremadamente importante que la reprogramacion pueda inducirse en células
derivadas de piel adulta.

Ejemplo 5

Se investigd un efecto de la citocina sobre el establecimiento de células iPS. El vector de expresiéon (vector
retrovirico) para el factor de crecimiento de fibroblastos basicos (bFGF) o el factor de citoblastos (SCF) se transdujo
en células nodrizas pMX (células STO) para establecer células que expresaban permanentemente las citocinas. Los
MEF derivados del raton Fbx15p°%°°P%¢° (500.000 células/placa de 100 mm) se cultivaron en estas células STO y se
transdujeron con los 4 factores, y luego se sometieron a selecciéon con G418. Como resultado, el nimero de colonias
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formadas aumenté 20 veces o mas en las células STO que producen bFGF (Fig. 11) o SCF (datos no mostrados) en
comparacion con el cultivo en células STO normales. Ademas, aunque no se formaron colonias de células iPS en las
células STO normales cuando se transdujeron los 3 factores distintos de c-Myc, la formacién de colonias se observé
en las células STO que producen bFGF (Fig. 11) o SCF (datos no mostrados). Estos resultados revelaron que la
estimulacion con la citocina aumentoé la eficiencia del establecimiento de células iPS de MEF, y la reprogramacién
nuclear pudo conseguirse usando una citocina en lugar de c-Myc.

Ejemplo 6

Los genes de familias existen para todos los genes Oct3/4, Klf4, c-Myc y Sox2 (Tablas 1 y 2). Por consiguiente, se
hicieron estudios en cuanto a si las células iPS podrian establecerse o no con los genes de familias en lugar de con
los 4 genes. En la Tabla 7 se muestran resultados experimentales combinados por triplicado. Con respecto a la
familia Sox, Sox1 dio casi el mismo numero de colonias resistentes a G418 formadas y la eficiencia de
establecimiento de células iPS que aquellas con Sox2. Al igual que para Sox3, el nimero de colonias resistentes a
G418 formadas fue aproximadamente 1/10 de las formadas con Sox2; sin embargo, la eficiencia de establecimiento
de células iPS de las colonias recogidas fue de hecho superior a la de con Sox2. Al igual que para Sox15, tanto el
nimero de colonias resistentes a G418 formadas como la eficiencia de establecimiento de células iPS fueron
inferiores a aquellos con Sox2. Al igual que para Sox7, el numero de colonias resistentes a G418 formadas fue casi
el mismo que con Sox2; sin embargo, la eficiencia de establecimiento de células iPS fue baja. Con respecto a la
familia KIf, KIf2 dio un menor nimero de colonias resistentes a G418 que KIf4; sin embargo, dieron casi la misma
eficiencia de establecimiento de células iPS. Con respecto a la familia Myc se encontrdé que c-Myc natural era casi el
mismo que un mutante T58A tanto en el nimero de colonias resistentes a G4318 formadas como en la eficiencia de
establecimiento de células iPS. Ademas, cada uno de N-Myc y L-Myc (cada uno natural) fue casi el mismo que c-
Myc en tanto el nimero de colonias resistentes a G418 formadas como en la eficiencia de establecimiento de células
iPS.

Tabla 7
Gen transducido Numero de Numero de Numero de cepa de Eficiencia de
colonias colonias células iPS establecimiento de
formadas recogidas establecidas células iPS (%)
4 Factores 85 12 5 42
(cMycT58A)
Sox1 84 12 7 58
Sox3 8 8 7 92
Sox15 11 11 1 8
Sox17 78 12 2 17
Kif2 11 10 5 50
c-MycWT 53 11 8 72
N-MycWT 40 12 7 58
L-MycWT 50 12 11 92
3 Factores (-Sox2) 6 6 2 17
Ejemplo 7

Se hicieron estudios en cuanto a si las células iPS podrian establecerse o no con un gen indicador distinto de Fbx15-
Bgeo. Se aisl6 cromosoma artificial de Escherichia coli (BAC) que contenia el gen Nanog en el centro, y luego el gen
GFP y el gen de resistencia a puromicina se activaron por recombinacion en E. coli (Fig. 12A). Posteriormente, el
BAC anteriormente modificado se introdujo en células ES para confirmar que las células fueran positivas para GFP
en un modo especifico del estado sin diferenciar (datos no mostrados). Entonces, estas células ES se trasplantaron
en blastocistos de ratdn para crear ratones transgénicos mediante ratones quiméricos. En estos ratones, las células
positivas para GFP se observaron especificamente en masas de células internas de los blastocistos o génadas de
embriones 13,5 dias después de fecundacion (Fig. 12B). Las génadas se extirparon de los embriones 13,5 dias
después de la fecundacion (hibrido de ratones DBA, 129 y C57BL/6), y los MEF se aislaron. Se confirmé que los
MEF aislados eran negativos para GFP (Fig. 13) por citometria de flujo. Estos MEF se transdujeron retroviricamente
con los 4 factores y se sometieron a seleccion con puromicina y como resultado se obtuvo una pluralidad de colonias
resistentes. Sélo aproximadamente el 10 al 20% de las colonias fueron positivas para GFP. Cuando las colonias
positivas para GFP se sometieron a pases, dieron morfologia (Fig. 14) y proliferaciéon (Fig. 15) similar a la de las
células ES. El examen del patron de expresion génica reveld que el patron de expresion era mas préximo al de
células ES con respecto a las células iPS aisladas de MEF de Fbx15°9°#9%° por seleccion con G418 (Fig. 16).
Cuando estas células se trasplantaron a ratones sin pelo se indujo la formacién de teratoma, asi se confirmaron que
las células eran células iPS (Fig. 17). Ademas, los ratones quiméricos nacieron trasplantando las células iPS
obtenidas por la seleccion con Nanog-GFP a los blastocistos de ratones C57BL/6 (Fig. 18). Cuando estos ratones
quiméricos se aparearon se observo la transmision de la linea germinal (Fig. 19). En estas células iPS establecidas
por seleccion con Nanog-GFP, que estuvieron préximas a las células ES, las expresiones de los 4 factores de los
retrovirus estuvieron casi completamente silenciadas, sugiriendo que la autorreplicacion se mantuvo por Oct3/4 y
Sox2 endoégeno.
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Ejemplo 8

Células iPS confluentes en placas de 10 cm se tripsinaron y se suspendieron en medio de células ES (las células
STO se eliminaron por adhesién a una placa recubierta de gelatina durante 10 a 20 minutos después de la
suspension). 2 x 10° células se cultivaron durante cuatro dias en una placa de cultivo de E. coli recubierta con HEMA
(metacrilato de 2-hidroxietilo) como cultivo en suspensién para formar cuerpos embrinoides (EB) (dia 1 a 4). En el 4°
dia de la formacién del EB (dia 4), todos los EB se transfirieron a una placa de cultivo de tejido de 10 cm y se
cultivaron en medio de células ES durante 24 horas para permitir la adhesion. Después de 24 horas (dia 5), el medio
se cambid a un medio que contenia ITS/fibronectina. El cultivo se realiz6 durante 7 dias (el medio se cambi6 cada 2
dias) y se seleccionaron células positivas para nestina (las células de otros pedigris estaban muriendo hasta un
cierto grado en un cultivo bajo condicién sin suero) (dia 5 a 12). Entonces se indujeron células positiva para A2Bo.
Después de 7 dias (dia 12), las células se separaron por tripsinaciéon y los EB restantes se eliminaron. 1 x 10°
células se sembraron en una placa de 24 pocillos recubierta de poli-L-ornitina/fibronectina y se cultivaron durante 4
dias en un medio que contenia N2/bFGF (el medio se cambi6 cada 2 dias) (dia 12 a 16). Después de 4 dias (dia
16), el medio se cambié a un medio que contenia N2/bFGF/EG vy el cultivo continud durante 4 dias (el medio se
cambié cada 2 dias) (dia 16 a 20). Después de 4 dias (dia 20), el medio se cambié a un medio que contenia
N2/bFGF/PDGEF vy el cultivo continué durante 4 dias (el medio se cambi6 cada 2 dias) (dia 20 a 24). Durante este
periodo (dia 12 a 24), cuando las células habian aumentado excesivamente y alcanzado la confluencia, se
sometieron a pases en momentos apropiados, y 1 a 2 x 10° células se sembraron (el namero de las células vario
dependiendo del momento adecuado del pase). Después de 4 dias (dia 24), el medio se cambié a un medio N2/T3 y
el cultivo continué durante 7 dias (dia 24 a 31) con cambio de medio cada 2 dias. En el dia 31, las células se fijaron
y se sometieron a inmunotincion. Como resultado se observé la diferenciacion de las células iPS en células
nerviosas positivas para Blll-tubulina, oligodendrocitos positivos para O4 y astrocitos positivos para GFAP (Fig. 20).

Ejemplo 9

Con el fin de establecer células iPS a partir de células somaticas de ratén arbitrarias distintas de aquellas derivadas
del raton activado en Fbx15-Bgeo se desarrollé6 un procedimiento para el establecimiento sin uso de seleccion con
farmaco. Se cultivaron fibroblastos de embrién de ratén (MEF) en placa de 10 cm (en células nodrizas STO) en un
ndimero mas pequefio que el usado anteriormente (10.000, 50.000 6 100.000 células), y un ADN de control o los 4
factores se transdujeron retroviricamente. Cuando el cultivo se realizd durante 2 semanas en el medio de células ES
(sin seleccion con G418) no se observé formacion de colonias en la placa en la que se transdujo el ADN de control,
mientras en la placa en la que se transdujeron los 4 factores se formé una pluralidad de colonias compactas,
ademas de colonias planas consideradas que estaban transformadas (Fig. 21). Cuando se recogieron 24 colonias de
estas colonias y el cultivo continué se observé morfologia similar a células ES. Los perfiles de expresion génica de
las mismas se examinaron por RT-PCR y como resultado se observé la expresién de Esg1, un marcador de células
ES, en 7 clones. Se observé la induccién de muchos marcadores de células ES tales como Nanog, ERas, GDF3,
Oct3/4 y Sox2 en el clon 4 y, por tanto, se consideré que las células eran células iPS (Fig. 22). Los resultados
anteriores demostraron que la seleccién con farmaco usando el ratén activado Fbx15-Bgeo o similares no era
indispensable para el establecimiento de células iPS, y las células iPS podrian establecerse a partir de células
somaticas derivadas de ratén arbitrarias. Esto también sugirié la posibilidad de que las células iPS pudieran
establecerse a partir de células somaticas de un ratébn de modelo por la técnica anteriormente mencionada.

Ejemplo 10

Como se indujeron células a partir de células iPS, se examinaron hepatocitos y células de la mucosa gastrica que
eran células distintas de fibroblastos. Los hepatocitos se aislaron a partir del higado de ratones Fbx15°9°#9° por
perfusion. Estos hepatocitos se introdujeron retroviricamente con los 4 factores, y luego se sometieron a seleccién
con G418 para obtener una pluralidad de colonias de células iPS. Como resultado del andlisis del patron de
expresion génica usando una micromatriz de ADN se encontré que las células iPS derivadas del higado eran mas
similares a las células ES que las células iPS derivadas de fibroblastos dérmicos o fibroblasto embrionario. Las
células iPS también se obtuvieron de células de la mucosa gastrica del mismo modo que las de hepatocitos.

Ejemplo 11

PD98059 es un inhibidor de MAP cinasa que suprime la proliferacion de diversas células diferenciadas. Sin
embargo, es conocido por promover el mantenimiento del estado sin diferenciar y la proliferacién de células ES. Por
tanto, se examinaron los efectos de PD98059 sobre el establecimiento de células iPS. Los MEF establecidos de un
raton que tiene los marcadores selectivos de Nanog-EGFP-IRES-Puro se introdujeron retroviricamente con los 4
factores y se sometieron a selecciéon con puromicina. Cuando PD98059 no se afiadid, el porcentaje de colonias
positivas para GFP fue el 8% de las colonias de células iPS obtenidas. Sin embargo, en el grupo al que se afiadié
continuamente PD98059 (concentracion final: 25 uM) a partir del dia siguiente de la transfeccién retrovirica, el 45%
de las colonias obtenidas fueron positivas para GFP. Los resultados fueron interpretados como debidos a que
PD98059 promueve la proliferacion de las células iPS positivas para GFP, que estan mas proximas a las células ES,
mientras que PD98059 suprimia la proliferacion de las células iPS negativas para GFP o células diferenciadas. A
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partir de estos resultados se demostré que PD98059 podia usarse para el establecimiento de las células iPS mas
proximas a las células ES o el establecimiento de células iPS sin usar seleccion con farmaco.

Ejemplo 12

Un plasmido que contiene el gen de la proteina de fluorescencia roja en la direccién 3' del promotor del gen Oct3/4
de raton y el gen de resistencia a higromicina en la direcciéon 3' del promotor PGK se introdujo por nucleofeccion en
fibroblastos dérmicos humanos embrionarios (HDF) en los que se expresaron la familia 7 de transportadores de
soluto (Slc7a1, nimero de acceso a NCBI NM_007513) como receptor de virus ecotrépico de raton por transduccién
lentivirica. Se realiz6 selecciéon con higromicina para establecer cepas con expresion estable. Se sembraron 800.000
células en las células STO tratadas con mitomicina, y al dia siguiente, Owt3/4, Sox2, Kif4 y c-Myc (cada uno
derivado de un ser humano) se transdujeron retroviricamente en las células. Se recogieron 24 colonias a partir de
las obtenidas después de 3 semanas (Fig. 23, izquierda) y se transfirieron a una placa de 24 pocillos en los que se
sembraron las células STO y luego se cultivaron. Después de 2 semanas, un clon cultivado se sometié a pases en
una placa de 6 pocillos en los que se sembraron células STO y se cultivaron. Como resultado se obtuvieron células
morfolégicamente similares a las células ES (Fig. 23, derecha), sugiriendo que las células fueron células iPS. El
medio de células ES de ratén se usé como cualquier medio.

Ejemplo 13

Se transdujeron fibroblastos dérmicos adultos humanos (HDF adultos) con Sic7a1 (receptor retrovirico de raton)
usando lentivirus, y las células resultantes se sembraron en 800.000 células nodrizas (células STO tratadas con
mitomicina). Los genes se transdujeron retroviricamente como las siguiente combinaciones.

1. Oct3/4, Sox2, Kif4, c-Myc, TERT y antigeno T grande del SV40

2. Oct3/4, Sox2, Kif4, c-Myc, TERT, HPV16 E6

3. Oct3/4, Sox2, Kif4, c-Myc, TERT, HPV16 E7

4. Oct3/4, Sox2, KIf4, c-Myc, TERT, HPV16 E6, HPV16 E7

5. Oct3/4, Sox2, Klif4, c-Myc, TERT, Bmil

(Oct3/4, Sox2, Kif4, c-Myc y TERT se derivaron de ser humano, y Bmil se derivé de raton)

El cultivo continué bajo las condiciones de cultivo para células ES de raton sin seleccién con farmaco. Como
resultado, colonias consideradas que eran las de las células iPS emergieron en el 8° dia después de la transfeccion
con virus en la placa en la que se introdujeron los factores segun la Combinacion 1 (Fig. 24). Las colonias similares
a células iPS también emergieron con las otras combinaciones (2 a 5), aunque no fueron tan evidentes cuando se
compararon con la Combinacién 1. Cuando soélo se transdujeron los 4 factores no emergieron colonias.
Aplicabilidad industrial
Usando el factor de reprogramacién celular proporcionado por la presente invencion, la reprogramaciéon de nucleos
de células diferenciadas puede inducirse convenientemente y de forma altamente reproducible sin usar embriones ni
células ES, y pueden establecerse citoblastos pluripotentes inducidos como células sin diferenciar que tienen
capacidad de diferenciacion, pluripotencia y capacidad de crecimiento similar al de células ES.
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REIVINDICACIONES
1. Un factor de reprogramacion celular para una célula somatica que comprende:
a) un gen de la familia Oct o producto génico;
b) un gen de la familia KIf o producto génico; y

c) un gen de la familia Myc o producto génico, y/o una citocina.

2. El factor segun la reivindicacién 1 que comprende cada uno de los tres siguientes tipos de genes o productos
génicos: Oct3/4, Kif4 y c-Myc.

3. El factor segun la reivindicacién 1 6 2 que comprende ademas un gen de la familia Sox o producto génico.
4. El factor segun la reivindicacion 3 que comprende el siguiente gen o producto génico: Sox2.
5. El factor segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la citocina es bFGF y/o SCF.

6. El factor seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 que comprende cada uno de los tres siguientes tipos
de genes o productos génicos: Oct3/4, Kif4 y Sox2, y bFGF.

7. El factor segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 que comprende ademas el siguiente gen o producto
génico: TERT.

8. El factor segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 que comprende ademas uno o mas tipos de genes o
productos génicos seleccionados del grupo que consiste en antigeno T grande del SV40, HPV16 E6, HPV16 E7 y
Bmil.

9. El factor segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 que comprende ademas uno o mas tipos de genes o
productos génicos seleccionados del grupo que consiste en Fbx15, Nanog, ERas, ECAT15-2, Tcl1 y B-catenina.

10. El factor seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 que comprende ademas uno o mas tipos de genes o
productos génicos seleccionados del grupo que consiste en ECAT1, Esg1, Dnmt3L, ECAT8, Gdf3, Sox15, ECAT15-
1, Fthi17, Sal14, Rex1, UTF1, Stella, Stat3 y Grb2.

11. El factor segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que KIif4 se sustituye por KIf2.

12. El factor segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que Sox2 esta sustituido por uno cualquiera
seleccionado del grupo que consiste en Sox1, Sox3, Sox15 y Sox17.

13. El factor segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que c-Myc esta sustituido por L-Myc o N-Myc.

14. Uso de un factor de reprogramacién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 para la reprogramacion
de una célula somatica.
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