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Método para aumentar la eficiencia de la generacidn de célula pluripotente inducida
Descripcion
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencién se refiere a un método para aumentar la eficiencia de la inducciéon de células madre
pluripotentes, y mas particularmente, a un método para aumentar la eficiencia de la induccién de células madre
pluripotentes mediante la utilizacion de genes Jhdm1b y Jhdmla que modifican la histona.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] China es un pais poblado del mundo y también tiene el mayor nimero de pérdidas, dafios de 6rganos,
fracasos y trastornos funcionales como consecuencia de un traumatismo, la enfermedad, el envejecimiento y la
herencia. Las terapias médicas clasicas basadas en farmacos y cirugias no han logrado satisfacer la tremenda
demanda de la medicina clinica. Como resultado, la investigacion sobre las células madre y la medicina regenerativa
atrae la atencion de numerosas entidades de investigacion y todos los sectores de la sociedad.

[0003] La terapia de trasplante de células constituye una importante direccion de investigacion de la medicina
regenerativa, y los tipos especificos de los trasplantes de células puede usarse para tratar la lesion del corazon,
enfermedades degenerativas del sistema nervioso, lesion de la médula, insuficiencia renal, enfermedades del
sistema hematoldgico, y asi sucesivamente. Sin embargo, la terapia de trasplante de células se enfrenta a muchos
problemas complejos tales como rechazo de aloinjertos y fuentes de células limitadas.

[0004] La célula madre es un tipo de célula capaz de autorrenovacion y puede diferenciarse en diversas células
funcionales en ciertas condiciones. Basandose en su etapa de desarrollo, las células madre se dividen en células
madre embrionarias y células madre adultas. Basandose en su potencial de desarrollo, las células madre se dividen
en tres tipos: células madre totipotentes, células madre pluripotentes y células madre unipotentes. La célula madre
es un tipo de célula inmadura que no esta totalmente diferenciada y tiene una funcion potencial para regenerar
diversos tejidos y érganos y el cuerpo humano, por lo que se llama "célula universal" en el campo de la medicina.

[0005] Con el fin de resolver los problemas encontrados por la terapia de trasplante de células, la transformacion del
destino celular atrae la atencion de cada vez mas cientificos. Aunque la determinacioén de la diferenciacién celular y
el destino se ha siempre considerado como un proceso irreversible y estable en el proceso de desarrollo, hay cada
vez mas evidencias in vitro que demuestran que este proceso es reversible.

[0006] El estudio sobre la regulacién del destino celular es sélo en un estado de la investigacion de laboratorio y
esta lejos de ensayo clinico. Estas células transformadas obtenidas por sobreexpresion de factores de transcripcion
todavia tienen muchos problemas de aplicacion, por ejemplo, integracion de secuencias virales, oncogenicidad
potencial, pureza de las células transdiferenciadas resultantes y si pueden compensar células normales que estan
dafadas en ciertas condiciones y desempefiar sus debidas funciones en el organismo.

[0007] La célula madre pluripotente inducida (iPS) es un tipo de célula que se asemeja con células madre
embrionarias y tiene totipotencia de desarrollo. Adquiere las propiedades de la célula madre induciendo la célula
somatica a través de la introduccion de genes enriquecidos ES especificos. En 2006, el cientifico japonés Yamanaka
introdujo 24 genes candidatos en fibroblastos de raton utilizando un vector basado en retrovirus, células positivas
FBX15 examinadas mediante resistencia G418 para aislar clones iPS similares a células madre embrionarias y
finalmente identificadas que 4 factores que incluyen Oct3/4, Sox2, c-Myc y Klf4 son suficientes para inducir células
de ratén FBX15-iPS; En comparacién con las células madre embrionarias, estas células son similares con las
células madre embrionarias en los aspectos de forma de clon, la capacidad de proliferacion y la capacidad de formar
teratoma, pero son diferentes de las células madre embrionarias en términos de expresion génica y perfil de
metilacion gendmica y no puede obtener ratones quiméricos vivos. Posteriormente, este grupo y otros dos grupos
cambiaron el método de cribado, y usaron Nanog como el estandar y obtuvieron iPSs que son similares a las células
madre embrionarias en muchos aspectos y estos iPSs pueden producir descendencia quimérica. Recientemente, los
tres grupos de investigacion confirmaron de forma independiente, mediante la prueba de complementacion
tetraploide, que las células iPS de ratdn pueden convertirse en un individuo y poseer una totipotencia de desarrollo.

[0008] Siguiendo el procedimiento de induccion de ratén iPSs, en 2007, cada uno de los dos grupos Yamanaka [8] y
Yu Junying [9] las células somaticas humanas reprogramadas con éxito en células iPS, en el que Oct3/4, Sox2, c-
Myc y KIf4 anteriormente transducidas en fibroblastos epidérmicos humanos usando un retrovirus, mientras que el
ultimo incorpord Otc3/4, Sox2, Nanog y Lin28 en células de prepucio usando un lentivirus. Tanto el andlisis de
perfiles de expresion génica como el analisis sobre la metilacion de las regiones promotoras de los genes Oct3/4 y
Nanog mostraron que la linea de células iPS humanas es muy similar a la correspondiente linea de células madre
embrionarias y todas las células pueden desarrollarse en 3 capas germinales cuando se inyectan en el cuerpo de un
raton desnudo. Ademas, las células somaticas pueden ser inducidas con éxito en iPSs en rata, cerdo, y mono,
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ademas de ratén y humano.

[0009] Las células que pueden ser reprogramadas con éxito no sélo se limitan a fibroblastos, y muchos otros tipos
de células adultas pueden también inducirse con éxito en células iPS, incluyendo células de pancreas beta, células
madre neurales de adultos, hepatocitos, células gastricas, células B maduras, células hematopoyéticas,
meningocitos, células madre derivadas de adiposis, células sanguineas de corddn, células CD34 positivas de sangre
periférica y queratinocitos. Para las células en diferentes etapas de diferenciacion, las dificultades en la induccion y
reprogramacion en iPSs son diferentes. Tomemos como ejemplo las células hematopoyéticas de ratdn: La eficacia
de reprogramacion de las células madre hematopoyéticas y de las células progenitoras hematopoyéticas puede ser
de hasta el 28%, que es 300 veces la de las células T diferenciadas terminalmente y las células B.

[0010] En la induccién de iPSs, a menudo es para incorporar un gen exdgeno en las células por medio de un
retrovirus y un lentivirus, que proporciona eficiencia de transduccié de genes muy altos. Sin embargo, la integracion
de la secuencia viral en el genoma de la célula puede resultar en mutagénesis de insercién génica e incluso
carcinogenicidad, por lo que este método de introduccion de genes con riesgos potenciales es obviamente
desfavorable a la aplicacion de la técnica iPS en el campo de la medicina regenerativa. Por lo tanto, un grupo de
estudio diferente utilizdé vectores no integrantes para inducir iPSs y tuvo éxito. Estos vectores incluyen un vector de
adenovirus, un vector de expresién comun, un transposén, un vector episémico y un vector de ADN de minicirculo.

[0011] Tanto de la combinacion de Sox2, Klf4, Oct3/4 y c-Myc como la combinacion de Sox2, Oct3/4, Nanog y Lin28
pueden inducir con éxito la generacién de iPSs. Otros estudios encontraron que c-Myc no es esencial para la
reprogramacion y los tres factores de transcripcion incluyendo Sox2, Klf4 y Oct3/4 son suficientes para conducir la
reprogramacion de humanos y células somaticas de ratones. Las células madre neuronales expresan
enddégenamente altos niveles de Sox2, KlIf4 y c-Myc, por lo que solo necesita incorporar Oct3/4 exdégeno para inducir
con éxito iPSs. Entre los factores de transcripcion utilizados en la reprogramacién, Sox2, Kif4 y c-Myc pueden ser
reemplazados por otros miembros de la misma familia, por ejemplo, Klf2 y KIf5 pueden reemplazar Klf4; Sox1 y Sox3
pueden reemplazar Sox2; N-Myc y L-Myc pueden sustituir a c-Myc; pero Octl y Oct6 no pueden reemplazar Oct4.
Esrrb se une directamente a la proteina Oct3/4 para regular la auto-regeneracion y totipotencia de las células madre,
y en la reprogramacion, Esrrb puede reemplazar Klf4 para inducir iPSs en combinaciéon con Sox 2 y Oct3/4. Oct3/4
es un factor de transcripcion muy importante en la reprogramacion. Estudios recientes encontraron que los
receptores nucleares LRH-1 (Nr5a2) y Nr5al pueden reemplazar Oct3/4 y pueden inducir células adultas de ratén en
iPSs en combinacioén con Klf4 y Sox2.

[0012] Sin embargo, hasta el momento, hay varias combinaciones diferentes de factores de transcripcion capaces
de reprogramacion, incluyendo Oct4, KlIf4, Sox2, y c-Myc; Oct4, Nanog, Lin28, Sox2; Sox2, KlIf4 y Lrh1; Oct4 y bmil,
asi como la reprogramacion relacionada con genes como esrrb y thx3. Para las combinaciones de factores de
transcripcion requeridas por los métodos de reprogramacion existentes, se necesita incorporar hasta 3 o 4 factores
de transcripcién y la eficiencia de induccién es baja. La forma de reducir el nUmero de factores de transcripcion
manteniendo una alta eficacia de reprogramacion es de gran importancia para reducir la acumulacién de mutaciones
celulares en la reprogramacion y para mejorar la operabilidad de la técnica de reprogramacion. Ademas, la
busqueda de genes que reemplazan a factores de transcripcion comunes facilita el estudio del mecanismo de
reprogramacion y la mejora de la técnica de reprogramacion.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0013] Un objetivo de la presente invencion es el de proporcionar un método para reducir el nimero de factores de
transcripcion, manteniendo una alta eficiencia de reprogramacion, la reduccion de la acumulacién de mutaciones
celulares en la reprogramacion, y la mejora de la capacidad de funcionamiento de la técnica de reprogramacion.

[0014] Para alcanzar este objetivo, la siguiente solucion técnica se adopta para proporcionar un método para
aumentar la eficiencia de la induccion de células madre pluripotentes, que comprende las siguientes etapas:

a. latransferencia de un factor de transcripcion y Jhdm1b en células adultas de mamifero que luego se cultivan
en un medio inductor para inducir clones de células madre pluripotentes, en donde el factor de transcripcion
es Oct4 solo, o una combinacion de Oct4, KIf4 y Sox2 o una combinacion de Oct4, KlIf4, c-Myc y Sox2;

b. el cultivo y la expansion de los clones de células madre pluripotentes inducidas en un medio de cultivo de
células madre.

[0015] Otra solucién técnica de la presente invencion es proporcionar un método para aumentar la eficiencia de la
induccién de células madre pluripotentes, que comprende las siguientes etapas:

a. Transferir un factor de transcripcion y Jhdmlb a células adultas de mamifero que luego se cultivan en un
medio inductor que contiene vitamina C para inducir clones de células madre pluripotentes, en donde el
factor de transcripcion es Oct4 solo o una combinacién de Oct4 y Sox2 o una combinacion de Oct4 y Klf4, o
una combinacién de Oct4, Klf4 y Sox2, o una combinacién de Oct4, Klif4, Sox2 y c-Myc;
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b. Cultivar y expandir los clones de células madre pluripotentes inducidas en un medio de cultivo de células
madre.

[0016] Preferiblemente, los pasos anteriores son como sigue:

a. Transferir un factor de transcripcion y Jhdmlb a células adultas de mamifero que luego se cultivan en un
medio inductor para inducir clones de células madre pluripotentes, en donde el factor de transcripcion es
Oct4 solo, 0 una combinacion de Oct4 y Sox2 o una combinacion de Oct4 y KIf4 o una combinacién de Oct4,
Klf4 y Sox2;

b. Cultivar y expandir los clones de células madre pluripotentes inducidos en un medio de cultivo de células
madre.

[0017] Preferiblemente, el factor de transcripcion y Jhdmlb son ARNs codificados o no codificantes, proteinas, o
polipéptidos capaces de inducir células madre pluripotentes.

[0018] Preferiblemente, la transferencia de Jhdmlb en células adultas de mamifero se consigue mediante la
incorporacion de un vector capaz de expresar Jhdmlb en las células.

[0019] Preferiblemente, el vector es un vector viral, un vector plasmido, un vector de satélite externo, o un vector de
ARNmM, o se sintetiza quimicamente directamente.

Preferiblemente, el vector viral es un retrovirus que es un vector pMXs.

[0020] Preferiblemente, el Jhdm1b es un polipéptido para la modificacion de la desmetilacion, una variante funcional
de la misma, y un fragmento funcional de la misma.

Preferiblemente, las células adultas de mamifero son fibroblastos, células neurales, células hematopoyéticas y
células neurogliales.

[0021] Preferiblemente, las células adultas de mamifero son fibroblastos embrionarios de ratén.

[0022] Otra solucion técnica es proporcionada por la presente invencion para proporcionar un método para
aumentar la eficiencia de induccion de células madre pluripotentes, que comprende las siguientes etapas:

a. transferir un factor de transcripcién Jhdmlb y Jhdmla a células adultas de mamifero que luego se cultivan en
un medio inductor para inducir clones de células madre pluripotentes, en donde el factor de transcripcién es
Oct4 solo 0 una combinacion de Oct4 y Sox2 o una combinacion de Oct4 y Klf4, o una combinacién de Oct4,
Klf4 y Sox2;

b. cultivar y expandir los clones de células madre pluripotentes inducidos en un medio de cultivo de células
madre.

[0023] Preferiblemente, el método anterior comprende las siguientes etapas:

a. Transferir un factor de transcripcion, Jnhdmlb y Jhdmila a células adultas de mamifero que luego se cultivan
en un medio inductor que contiene vitamina C para inducir clones de células madre pluripotentes, en donde
el factor de transcripcion es Oct4;

b. Cultivar y expandir los clones de células madre pluripotentes inducidos en un medio de cultivo de células
madre que contiene vitamina C.

[0024] Los efectos beneficiosos de la presente invencion son como sigue: mediante la utilizacion de polipéptidos
Jhdm1b y Jhdmla que modifican la histona, y un factor de induccién de célula madre, la presente invencion aumenta
la eficiencia de la induccién de células madre pluripotentes y aumenta la calidad de células madre pluripotentes
inducidas. El presente método logra mejores efectos utilizando menos tipos de factores de induccion de células
madre en comparacion con los métodos existentes de induccién de células madre pluripotentes. Preferiblemente, el
método de la presente invencion utiliza Oct4, KlIf4 y Sox2, Oct4 y KIf4, Octd y Sox2, o Oct4 solo. El método de la
presente invencion comprende ademas la exposicion de las células a vitamina C, lo que aumenta adicionalmente la
eficacia de la induccién de células madre pluripotentes en comparacion con el caso en el que no se utiliza vitamina
C. Mediante el uso de menos factores reductores de células madre, el método de la presente invencion reduce la
potencial carcinogenicidad, obtiene una alta eficiencia inductora y proporciona células madre pluripotentes inducidas
de alta calidad capaces de transmitir la linea germinal.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0025]

FIG. 1 muestra datos que indican que Jhdmla o Jhdmlb aumentan la eficacia de la induccién de células madre
pluripotentes como mediadas por SKO, en donde el control es un vector vacio pMXs-FLAG donde no se inserta
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secuencia génica;

FIG. 2 muestra datos que indican que Jhdmla o Jhdmlb promueven la eficacia de la reprogramacion mediada
por SKOM;

FIG. 3 muestra que en presencia de vitamina C, Jhdmla y Jhdmlb actian conjuntamente para permitir la
reprogramacion sélo utilizando SO, KO y Oct4;

En la FIG. 4, a 'y d son microfotografias de las células madre pluripotentes inducidas que finalmente se forman
usando Oct4 + Jhdmlb (informados como OB); b y e son fotografias de descendientes quiméricos que se
desarrollan después de que las células madre pluripotentes inducidas finalmente formadas usando OB se
inyectan en la blastula; y ¢ y f son fotografias de la descendencia que se generan después de las quimeras
acopladas con ratones de tipo salvaje, en donde las quimeras se desarrollan después de que las células madre
pluripotentes inducidas finalmente formadas usando OB se inyectan en la blastula);

FIG. 5 muestra los resultados de la amplificacion por PCR de los ADN gendmicos de los clones de células madre
pluripotentes, indicando que en los genomas de los clones de células madre pluripotentes inducidas por OB, C4,
C14, C15y C186, solo se integran Oct4 y Jhdm1b, en los que el control es ADN genémicos de células infectadas
con Sox2, Klf4, Oct4, c-Myc y Jhdmlb, y MEF indica ADN gendémicos extraidos de fibroblastos embrionarios de
raton;

FIG. 6 muestra los resultados de la PCR cuantitativa, indicando que los genes exdgenos de los clones de células
madre pluripotentes inducidos por OB C4, C14, C15 y C16 se expresan en silencio, en donde el control de OB
D4 es un molde de ADNc obtenido por transcripcion inversa de ARNm extraidos de las células que han sido
infectadas con Oct4 y Jhdm1b y cultivadas durante 4 dias, y MEF es el fibroblasto embrionario de ratén;

FIG. 7 muestra los resultados de PCR cuantitativa en tiempo real, indicando que los clones de células madre
pluripotentes inducidos por OB, C4, C14, C15y C16 expresan genes especificos de células madre embrionarias,
en donde R1 es la linea de células madre embrionarias de raton, y MEF es el fibroblasto embrionario de ratén;
FIG. 8 muestra los resultados de inmunofluorescencia, lo que indica que el clon C14 de células madre
pluripotentes inducido por OB expresa el gen especifico de células madre embrionarias Rex1 y el marcador de
superficie especifico de células madre embrionarias SSEA-1, en el que el Marcador representa una molécula de
marcador especifico de células madre SSEA-1);

FIG. 9 muestra los resultados del analisis de metilacion medida de CpGs en una regién de Oct4 adyacente al
promotor en fibroblastos embrionarios de raton y células madre pluripotentes inducidas;

FIG. 10 muestra los resultados del analisis de metilacion medida de CpGs en una regién de Nanog adyacente al
promotor en fibroblastos embrionarios de raton y células madre pluripotentes inducidas;

FIG. 11 muestra los cariogramas de las células madre pluripotentes inducidas por Oct4 y Jhdm1b;

FIG. 12 muestra las eficacias de induccién de células madre pluripotentes por los diversos mutantes de Jhdmlb.
La mutaciéon Jmjc implica mutacién de histidina en la posicién 221, isoleucina en la posicion 222, y acido
aspartico en la posicion 223 en alanina; la mutacion CxxC implica mutacién de la cisteina en las posiciones 586,
589 y 592 en alanina;

FIG. 13 muestra el espectro del plasmido pMXs-FLAG.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0026] Todos los términos técnicos usados en este documento tienen los mismos significados tal como se entiende
por aquellos de habilidades ordinarias en la técnica. Para las definiciones y términos de la técnica, uno muerto
puede referirse, por ejemplo, a Current Protocols in Molecular Biology, editado por Ausubel, et al., John Wiley &
Sons, 2009. Las abreviaturas de residuos de aminoacidos son los codigos estandar de 3 letras y/o de 1 letra que se
usan en la técnica para representar uno de los 20 L-aminoacidos comunes.

[0027] A pesar de los intervalos numéricos y aproximaciones de los parametros que se muestran en el amplio
alcance de la presente invencion, los valores mostrados en las realizaciones especificas se registraran lo mas
precisamente posible. Sin embargo, cualquier valor debe contener inevitablemente cierto error, que es atribuible a
sus desviaciones estandar presentes en sus respectivas mediciones. Ademas, todos los intervalos descritos en el
presente documento se entenderan que abarcan cualquiera y todos los subgrupos de los mismos.

[0028] Los términos "polipéptido” y "proteina" que se usan en el presente documento pueden usarse de forma
intercambiable para indicar una cadena de al menos dos residuos de aminoacidos que estan interconectados uno
con otro a través del enlace covalente (por ejemplo, enlace peptidico), que pueden ser polipéptidos recombinantes,
polipéptidos naturales o polipéptidos sintéticos. Particularmente, los polipéptidos descritos en la presente invencion
son polipéptidos humanos y/o de ratén.

[0029] Los términos "variante”, "variante de polipéptido” o "analogo" utilizados aqui indican un polipéptido que es
diferente del polipéptido original en la secuencia de aminoacidos por una 0 mas sustituciones, deleciones,
inserciones, fusiones, truncamientos o cualquier combinacién de los mismos. El polipéptido variante puede ser
totalmente funcional o puede carecer de una o mas funciones activas. El término "variante funcional" utilizado en la
presente memoria s6lo contiene, por ejemplo, cambios conservativos o los cambios en residuos no criticos o
regiones no criticas, y retiene las funciones del polipéptido original. La variante funcional puede contener ademas la
sustitucion de aminoéacidos similares, lo que resulta en funciones inalteradas o cambios de funcién insignificantes.
Los aminoéacidos que son importantes para las funciones pueden identificarse por métodos conocidos en la técnica,
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por ejemplo, mutagénesis dirigida a un sitio o0 mutagénesis de escaneo con glicina (Cunningham, B. y Wells, J.,
Science, 244: 1081-1085, 1989). Los sitios que son cruciales para la actividad del polipéptido se pueden determinar,
por ejemplo, mediante andlisis estructurales tales como cristalizacion, resonancia magnética nuclear o marcaje de
fotoafinidad (Smith, L. et al., J. Mol. Biol., 224: 899 - 904, 1992, de Vos, A. et al., Science, 255: 306 - 312, 1992).

[0030] En algunas realizaciones de la presente invencion, las variantes de Jhdmla se seleccionan de polipéptidos
que comprenden una secuencia de aminoacidos que es al menos 70% (preferiblemente 80%, 90%, 95%, 98% y
99%) homéloga a la secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO: 1. En otras realizaciones de la presente
invencion, las variantes de Jhdm1lb se seleccionan de polipéptidos que comprenden una secuencia de aminoacidos
que es al menos 70% (preferiblemente 80%, 90%, 95%, 98% y 99%) homodloga a la secuencia de aminoacidos
codificada por SEQ ID NO: 2. La secuencia de aminoacidos codificada por Jhdmla es SEQ ID NO: 7, y la secuencia
de aminoacidos codificada por Jhdm1b es SEQ ID NO: 8.

[0031] EI término “fragmento” utilizado aqui se refiere a una molécula que es sélo una parte de una secuencia de
longitud completa. Por ejemplo, un fragmento de polipéptido Jhdm1b es Jhdmlb truncado. Los fragmentos pueden
contener una secuencia de cualquier extremo de la secuencia de longitud completa o una secuencia de la mitad de
la secuencia de longitud completa. El fragmento puede ser un "fragmento funcional”, por ejemplo, un fragmento que
retiene una o mas funciones del polipéptido de longitud completa. El término "fragmento funcional” utilizado en la
presente memoria indica que dicho fragmento retiene las funciones del polipéptido de longitud completa, por
ejemplo, induciendo células madre pluripotenciales o aumentando la eficacia de la inducciéon de células madre
pluripotentes.

[0032] A menos que se indique lo contrario, cuando se mencionan en el presente documento polipéptidos, acidos
nucleicos, u otras moléculas, que incluyen variantes funcionales y fragmentos funcionales. Por ejemplo, Jhdmlb y
Jhdmla indican ademas las variantes funcionales y los fragmentos funcionales de Jhdmlb natural y Jhdmla,
respectivamente.

[0033] El término "Jhdm1b" usado en este documento puede indicar un miembro de la familia de demetilasa de
histona que contiene dominio JmjC (JHDM) que es conservado evolutivamente y ampliamente expresado. También
se llama Fbx110. En particular, dicho polipéptido es un polipéptido humano y/o de raton.

[0034] El término "Jhdmla" usado en el presente documento puede indicar otro miembro de la familia de desmetilasa
de histona que contiene dominio JmjC (JHDM). También se llama Fbx111. En particular, dicho polipéptido es un
polipéptido humano y/o de ratén.

[0035] EI término "células madre pluripotentes inducidas" o "iPSs" usado en este documento se puede usar de forma
intercambiable para indicar células madre pluripotentes obtenidas por inducir artificialmente las células no
pluripotentes (tales como las células somaticas). Dicha induccion se consigue generalmente por expresion forzada
de un gen especifico, y este proceso se denomina también "induciendo células en células madre pluripotentes” en la
presente memoria.

[0036] El término usado en el presente documento "factor inductor de células madre" indica un factor que es capaz
de inducir células en células madre pluripotentes por si solo o en combinacién con otros factores, tales como
proteinas, polipéptidos y ARN codificados o no codificantes. Preferiblemente, el factor inductor de células madre es
un factor de transcripcion, incluyendo Oct-3/4, los miembros de la familia Sox, los miembros de la familia KIf, los
miembros de la familia Myc, Nanog, LIN28 y similares. Preferiblemente, el factor inductor de células madre se
selecciona de uno o mas de Oct4, Klf4, Sox2 y c-myc. Mas preferiblemente, el factor inductor de células madre
incluye al menos Oct4. En particular, el polipéptido es un polipéptido humano y/o de raton.

[0037] EIl término "Oct4" utilizado aqui indica un miembro de la familia de factores de transcripcion de octamero.
Juega un papel crucial en el mantenimiento de la pluripotencia de las células. En las literaturas, Oct4 también se
llamd Oct3.

[0038] EI término "KIf4" utilizado en la presente memoria indica un miembro de la familia de factores de
transcripcion de tipo Kriippel.

[0039] EIl término "Sox2" usado aqui indica un miembro de la familia de factores de transcripcién de Sox.

[0040] EI término "c-myc" utilizado aqui indica un factor de transcripcion que es bien conocido por los expertos en
la técnica. Regula la expresion de muchos genes y recluta transacetilasa de histona. Sus mutaciones estan
relacionadas con muchos canceres.

[0041] EI término "modificaciéon de las histonas" que se utiliza en el presente documento indica una variedad de
modificaciones a la histona, tales como acetilacién, metilaciéon, desmetilacion, fosforilacion, adenilacion,
ubiquitinacién y ribosilacion de ADP. En particular, la modificacion de histonas incluye la desmetilacion de histona.
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[0042] El término "objeto" utilizado aqui se refiere a mamiferos, tales como seres humanos. También pueden
incluirse otros animales, por ejemplo animales domésticos (por ejemplo, perro y gato), aves de corral (tales como
ganado vacuno, ovejas, cerdos y caballos), o animales de laboratorio (como mono, rata, ratén, conejo y conejillo de
indias).

[0043] EI término "consistencia”, "por ciento de consistencia”, "homologia" o "identidad" usado aqui se refiere a la
identidad de secuencia entre dos secuencias de aminoacidos o secuencias de acidos nucleicos. El porcentaje de
consistencia puede determinarse por la alineacién de dos secuencias, y se refiere al nimero de residuos idénticos
(es decir, aminoacidos o nucleétidos) en posiciones comunes a las secuencias comparadas. La alineacion y
comparacion de secuencias pueden llevarse a cabo mediante los algoritmos estandar de la técnica (por ejemplo,
Smith y Waterman, 1981, Adv. Appl. Math. 2: 482, Needleman y Wunsch, 1970, J. Mol, Biol. 48: 443, Pearson y
Lipman, 1988, Proc. Nat. Acad. Sci., USA, 85: 2444) o una version computarizada de estos algoritmos (Wisconsin
Genetics Software Package Versién 7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, WI). La version
computarizada esta disponible publicamente como BLAST y FASTA. Ademas, el ENTREZ disponible en el Instituto
Nacional de Salud (Bethesda MD) se puede utilizar para la comparacién de secuencias. Cuando se usan programas
BLAST y BLAST con espacios, se pueden usar los parametros por defecto de los programas respectivos (como
BLASTN, que esta disponible en el sitio del Centro Nacional de Informacion Biotecnol6gica). En una realizacion, se
puede usar GCG con un peso de separacion de 1 para determinar el porcentaje de identidad entre dos secuencias,
de tal manera que cada intervalo de aminoacidos se da un peso como si fuera un desajuste de aminoacido Unico
entre las dos secuencias. Alternativamente, puede utilizarse el programa ALIGN (version 2.0), que forma parte del
paquete de software de alineacion de secuencias GCG (AccelryS,San Diego, CA).

[0044] EI término "vector" usado aqui se utiliza en el significado bien conocido por los expertos en la técnica y
pueden ser un vector de expresién. El vector puede incluir virus (tales como poxvirus, adenovirus y baculovirus);
vectores de levadura, bacteri6fagos, cromosomas, cromosomas artificiales, plasmidos, cdsmidos, vectores de
episoma y vectores de ARNm, o pueden ser sintetizados quimicamente directamente. Preferiblemente, el vector de
virus es un vector retrovirus y/o lentivirus. Mas preferentemente, el retrovirus es un vector pMXs.

[0045] EI término "excesivo" utilizado aqui indica ser significativamente mayor que el nivel normal, y en particular
indica que la expresion de un polipéptido es estadisticamente significativamente mayor que en las células normales.
Preferiblemente, es mayor en un 20%, 50%, 100%, 200%, o incluso 5, 10, o 100 veces.

[0046] EI término "sobreexpresion” usado aqui indica que el nivel de expresion es significativamente mayor que el
nivel normal, y en particular indica que la expresion de un polipéptido es estadisticamente significativamente mayor
que en las células normales. Preferiblemente, es mayor en un 20%, 50%, 100%, 200%, o incluso 5, 10, o 100 veces.
[0047] EI término "incorporacion” utilizado aqui indica un proceso para introducir sustancias exégenas (tales como
acidos nucleicos o proteinas) en las células mediante, por ejemplo, transfeccion con fosfato calcico, infeccién por el
virus, la transfeccion de liposomas, electroporacion, pistola de genes o similares.

[0048] En este documento, la administracién de un polipéptido exdgeno en células pueden llevarse a cabo por
diversos métodos, por ejemplo, por los transportistas o los factores de transporte, y preferiblemente, por liposoma,
fragmentos de polipéptidos bacterianos o similar (véase W0O2002/079417, cuyo contenido se incorpora aqui como
referencia).

[0049] Las células que pueden utilizarse en el método de la presente invencion son preferiblemente células de
mamifero, y mas preferiblemente células humanas y de raton. En particular, las células son células somaticas, tales
como células epiteliales, células neurales, fibroblastos, células endoteliales, miocitos, células hematopoyéticas,
inmunocitos y linfocitos. Mas particularmente, las células son células beta pancreaticas, células madre neurales
adultas, hepatocitos, células gastricas, células B maduras, células hematopoyéticas, meningocitos, células madre
derivadas de tejido adiposo, células sanguineas de corddn, células CD34 positivas de sangre periférica y
queratinocitos.

Ejemplo 1
1. Construccioén de vectores que comprenden regiones de codificacion Jhdmla y Jhdmlb:
a. Disefio de cebadores para la clonacion
[0050] Los datos de la secuencia de ADNc de Jhdmla y Jhdmlb se obtuvieron de
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed, donde la secuencia de la region de clonacién del ADNc Jhdmla es la SEQ ID
NO: 1, y la secuencia de la region de clonacion del ADNc de Jhdm1b es SEQ ID NO: 2. Las secuencias codificantes
de Jhdmla y Jhdm1b se amplificaron disefiando cebadores especificos.

La secuencia de bases de cebador Jhdmla aguas arriba se muestra como SEQ ID NO: 3;

La secuencia de bases del cebador JhdmZla aguas abajo se muestra como SEQ ID NO: 4;
La secuencia de bases del cebador Jhdm1lb aguas arriba se muestra como SEQ ID NO: 5;

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2627799 T3

La secuencia de bases del cebador Jhdm1lb aguas abajo se muestra como SEQ ID NO: 6;
b. Amplificacion de secuencias de codificacion por RT-PCR

[0051] ARNm totales se extrajeron a partir de fibroblastos de embriones de ratén aislados ICR (MEFs) y células
madre embrionarias H1 humanas de acuerdo con el siguiente método: un medio de cultivo fue retirado de una
bandeja de cultivo, las células se lavaron con 3-5 ml de solucién salina normal (PBS) (Gibco), y la solucién de
enjuague se desecha. A continuacion, se afadié 1 ml de lisado celular Trizol (Takara) a la bandeja de cultivo y se
utilizé una pipeta para extraer la soluciéon de mezcla resultante y soplar suavemente las células de modo que se
disolvieran completamente en el lisado. A continuacion, se transfirieron a un tubo de centrifuga de 1,5 ml claro para
almacenarse a -80°C o se sometieron inmediatamente a la siguiente etapa de extraccién. Después, se afiadieron
200 pl de triclorometano a la misma, y la mezcla se mezclaron bien girando el tubo hacia arriba y abajo durante
aproximadamente 30 segundos y luego se centrifugé a 4°C a 12.000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se
extrajo cuidadosamente y se transfirié a un tubo de centrifuga de 1,5 ml y luego se le afadié un volumen igual de
isopropanol. Se mezclaron bien, se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos y luego se
centrifugaron a 4°C a 12.000 rpm durante 5 minutos, momento en el que se encontré un pequefio precipitado blanco
en la parte inferior del tubo. El sobrenadante fue descartado cuidadosamente, y, a continuacion, se afiadieron 500 pl
de una solucion de etanol al 80% en el tubo para enjuagar isopropanol residual. El tubo se centrifugé a 12.000 rpm
para eliminar la solucién de etanol. El centrifugado se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 minutos, de
modo que los ARNm totales blancos en la parte inferior del tubo se secaron completamente. A continuacion, se
afnadié 30-50 pl de agua doblemente destilada en el tubo de centrifuga para incubarse a 55°C durante 30 minutos.
Posteriormente, se extrajo el tubo y se midié la concentracion de ARNms totales mediante un espectrofotdmetro. Los
ARNmM totales extraidos se almacenaron a -80°C o se utilizaron directamente para preparar ADNc mediante
transcripcion inversa para uso posterior.

[0052] El proceso y el método de transcripcion inversa especificos son como sigue. En general, se tomaron 1 ug de
ARNmM totales para la transcripcién inversa, a la que se afiadi6 oligodT (Takara), dNTP (Takara), RTace (Toyobo),
tampon RT y RRI (inhibidor de AARNsa, Takara), y agua libre de ARNsa/DNasa adicional. La mezcla se hace
reaccionar en un instrumento de PCR a 42°C durante 60 minutos, se incubé a 98°C durante 5 minutos, y luego se
enfrié a la temperatura ambiente. Después de tener éxito la transcripcion inversa, 0,5 pl de la reaccion se saco para
actuar como molde para amplificar el gen diana por PCR utilizando los cebadores disefiados por el método anterior.
Los reactivos utilizados incluyen de alta fidelidad de la polimerasa KOD y su tampén (Toyobo), dNTPs (Takara), y
cebadores. El siguiente proceso se llevé a cabo en el instrumento PCR: desnaturalizacion a 96°C durante 5 minutos,
a 95°C durante 30 segundos, hibridacién a 60°C durante 25 segundos, y elongacién a 68°C durante 3,5 minutos; los
2-4 pasos se repitieron durante 32 veces.

c. Construccion de plasmidos

[0053] Por favor refiérase a la FIG. 13. Después de que se completd la amplificacién, el producto de la PCR se
sometid a electroforesis en gel de agarosa y los fragmentos de PCR se extrajeron usando un kit de extraccion de gel
(Tiangen, DP214-03). Se utilizd el vector pMXS (adquirido de Addgene, y se inserta con mdltiples sitios de clonacion
y secuencias de etiquetado FLAG). El vector pMXS modificado se llama pMXS-FLAG, la presentacion plasmido del
cual se muestra en la FIG. 13. El vector se escindié con Pmel y se desfosforild con fosfatasa de alcalina intestinal de
ternero (CIAP) para evitar su auto-ligacion. El vector tratado se recuperod utilizando el kit de extraccion de gel
(Tiangen, DP214-03) para su uso posterior. El vector pMX-FLAG y los fragmentos génicos de Jhdmla/Jhdmlb se
ligaron por un kit de ligacion (Takara, ADN Ligation Kit), y después el producto de ligadura se utilizé para transformar
E. coli competente. Se seleccionaron los clones positivos, los plasmidos se extrajeron y se secuenciaron, Y,
finalmente, los plasmidos se prepararon de una gran escala.

2. La introduccion de las secuencias codificantes de Jhdmla/Jhdmib y el factor (factor de transcripcion) inductor de
células madre pluripotentes en fibroblastos embrionarios de raton

[0054] A menos que se indique especificamente, la reprogramacion de células somaticas basadas en ratén se llevé
a cabo mediante la siguiente manera en todos los casos.

Medio de cultivo

[0055] El medio de cultivo para células de capa de alimentacion, células MEF, y células de la placa se compone de:
medio basal de glucosa alta DMEM (Gibco), mas 10% de suero bovino fetal (FBS, PAA).

[0056] Medio inductor: la presente invencion utiliza un medio inductor que es convencional en el laboratorio, y la
composicion de un medio inductor preferido que incluye medio DMEM de alta glucosa (Gibco), 15% de suero bovino
fetal (FBS, Gibco), 0,1 mM de aminoacido no esencial (NEAA, Gibco), 2 mML-glutamina (Glutamax, Gibco), 1 mM de
piruvato sédico (Gibco), 55 um [-mercaptoetanol (B-ME, Gibco), penicilina (50 U/ml) y estreptomicina (50 pg/ml),
factor inhibidor de leucemia 1000 U/ml (LIF, Millipore), y segun sea necesario, 50 ug/ml de vitamina C (Sigma).
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[0057] Medio de cultivo de células madre: la presente invencion utiliza un medio de cultivo de células madre que es
convencional en el laboratorio, y preferiblemente el medio de cultivo celular mES, la composicion de los cuales
consta de: medio DMEM de alta glucosa (Gibco) suplementado con 15 % de suero bovino fetal, 0,1 mM de
aminoacido no esencial (NEAA, Gibco), 2 mM L-glutamina (Glutamax, Gibco), 1 mM de piruvato sddico (Gibco), 55
pm B-mercaptoetanol (Gibco), penicilina (50 U/ml) y estreptomicina (50 pg/ml) y factor inhibidor de 1000 U/ml de
leucemia (LIF, Millipore). 50 pg/ml de vitamina C (Sigma) se incorporan como sea necesario.

[0058] Medio de cultivo KSR libre de suero: KSR, la abreviatura de reemplazo de suero knockout, es un aditivo de
cultivo de células madre de reemplazo de suero comercializado y se usa como un medio completo libre de suero
KSR para el cultivo de células madre o clones iPS, la composicién de los cuales consta de: KNOCKOUT DMED (un
medio basal con presidon osmética optimizada que es adecuado para el cultivo de células madre), un aditivo de KSR
al 15%, 0,1 mM de aminoacidos no esenciales (NEAA, Gibco), L-glutamina 2 mM (Glutamax, Gibco), 1 mM de
piruvato de sodio (Gibco), 55 um B-mercaptoetanol (B-ME, Gibco), penicilina (50 U/ml) y estreptomicina (50 pg/ml),
factor inhibidor de la leucemia 1000 U/ml (LIF, Millipore). Todos los procesos iPS y clonacién de los medios de
cultivo se complementan con factor de leucemia de ratén inhibitorio (LIF, Millipore, nombre comercial: ESGRO, un
factor de crecimiento que inhibe la diferenciacion de las células madre de ratén) a una concentracion final de 1000
U/ml.

3. Células para reprogramacion

[0059] Todas las células soméaticas para la reprogramacion son fibroblastos embrionarios de ratén OG2 (caseros), el
namero de pases de los cuales no exceda de tres. Una propiedad del raton OG2 es que no es una proteina de
fluorescencia verde (GFP) bajo el control del promotor de Oct4 que se expresa especificamente por las células
madre. En reprogramacion, cuando se activa el Oct4 enddgeno de los fibroblastos de embriones de OG2 de raton, la
proteina de fluorescencia verde se expresa de forma concomitante. Como se observa a través de un microscopio de
fluorescencia, las células reprogramadas con éxito o agregados de células clonadas son de color verde, y es facil de
comparar las eficiencias de reprogramacion en diferentes condiciones mediante la adicién directamente hasta el
namero de clones reprogramados, es decir, el nimero de clones de fluorescencia verde, o mediante el andlisis de la
proporcion de células de fluorescencia verde a través de un citdmetro de flujo.

[0060] Las células reprogramadas se prepararon del siguiente modo. Las células se sembraron en placas de 12
pocillos (Corning) a una densidad de 20.000 células por pocillo, y después de 6-18 horas, se infectaron con los virus
con el factor de reprogramacion de ratén basado en la densidad y el estado de las células.

4. Preparacion de virus

[0061] Los factores de transcripcion para la reprogramacion incluyen el vector de retrovirus pMXS para el ADNc de
raton Oct4, Sox2, KIf4 y c-Myc (de Addgene, plasmido numerado 13366, plasmido 13367, plasmido 13370, y
plasmido 13375 respectivamente); Oct4, NCBI nimero de acceso: NM_013663; Sox2, NCBI nimero de acceso:
NM_011443; Klf4, NCBI nimero de acceso: 010637; y c-Myc, niumero de acceso NCBI: NM_001177353. Los
plasmidos del factor de reprogramacion en el vector pMX se transfectaron en las células de empaquetamiento
virales (plato) mediante el uso de un reactivo de transfeccion con fosfato de calcio casero, y el proceso especifico
es: células 7500000 PlatE se sembraron en una placa de cultivo de 10 cm de diametro (Corning), y 12 horas mas
tarde, el medio de cultivo viejo se sustituyé por 7,5 ml de un medio de cultivo libre de penicilina/estreptomicina, y
luego las células se colocaron en una incubadora. A continuacion, la mezcla de transfeccion se preparé: 25 pg de los
plasmidos se tomaron y se colocaron en un tubo de centrifuga de 15 ml, y a la mezcla 156,25 pl de 2 M de una
solucién de cloruro de calcio se afiadié secuencialmente y una cantidad apropiada de agua se afadié, ademas, por
lo que el volumen total de la misma era de 1,25 ml; que se mezclaron bien, y se afiadieron 1,25 ml de una solucién
de HBS a la misma; la mezcla resultante se mezclé bien inmediatamente, se dejé parada durante 2 minutos, y
después se afiadié gota a gota en una bandeja de cultivo en placa y se mezclé bien. 9-12 horas después de la
transfeccién, el medio de cultivo viejo se reemplaz6 por 10 ml de una solucién de cultivo fresco; 48 horas después
de la transfeccion, se recogi6 la solucién de cultivo y se filtr6 con 0,45 um de membrana de filtro para usarse como
solucién viral para primera infeccién; a la misma una solucién de cultivo fresco se afiadié 24 horas después, y se
volvio a recoger la solucién de cultivo de esta manera para emplearse como solucién viral para la segunda infeccion.

5. Infeccién de células MEF con el virus

[0062] La infeccion se llevé a cabo en dos rondas, en la que los factores inductores utilizados infectaron las células
de forma simultanea, cada pocillo de las placas de 12 pocillos fue infectado con 1 ml del virus, la segunda ronda de
la infeccién se llevo a cabo 24 horas después de la primera ronda de infeccién, y la solucion viral fue reemplazada
con el medio de MES de cultivo (como se describié anteriormente) 24 horas después de la segunda ronda de
infeccion. El dia de la sustitucion de la solucién se registr6 como dia 0 (DO); en diferentes puntos temporales
después de la infeccién, en los pocillos originales, se conté el nimero de clones de fluorescencia de GFP o se
analizo la proporcién de células de fluorescencia GFP usando un citometro de flujo como se requiere por el
experimento.
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6. Cultivo de las células infectadas hasta la formacion de clones de células madre

[0063] Monoclones de tipo células madre embrionarias con una forma hinchada y bordes claros fueron recogidos
utilizando agujas de vidrio y transferidos directamente en placas de cultivo (Corning) establecidos con células de la
capa de alimentacion (las células de la capa del alimentador son fibroblastos de ratén ICR tratados con mitamicina)
en avance para cultivarse con el medio de cultivo KSR. En el dia 2 después de la infeccion, el sistema de cultivo se
reemplaz6 con un medio de induccién fresco, y después, el medio inductor fue reemplazado todos los dias hasta
que se completo el experimento.

[0064] En base al método anterior para la produccion de clones de células madre, los experimentos se llevaron a
cabo utilizando diferentes combinaciones de factores inductores de células madre pluripotentes.

[0065] Las combinaciones de factores inductores de células madre pluripotentes se describen del siguiente modo:

La combinacion de Klf4, Sox2, c-Myc, y Oct4 se abrevia como SKOM.
La combinacién de Klf4, Sox2, y Oct4 se abrevia como SKO.

La combinacién de Klf4 y Oct4 se abrevia como KO.

La combinacién de Sox2 y Oct4 se abrevia como SO.

La combinacién de Oct4 y Jhdm1b se abrevia como OB.

[0066] C4, C14, C15, y C16 son los cuatro clones recogidos hacia fuera de las células reprogramadas inducidas por
OB.

[0067] Los resultados de los experimentos usando las combinaciones de factores inductores de células madre son
los siguientes:

Haciendo referencia a la FIG. 1, no importa si la vitamina C esta presente o no, Jhdmla o Jhdmlb obviamente
mejoraron la eficiencia de reprogramacion, y en presencia de la vitamina C, la mejora era mas significativa. FIG.
1 muestra los datos que Jhdmla o Jhdml1b mejoraron la eficiencia de la induccién de células madre pluripotentes
como se ha mediado por SKO, en el que el control es un vector vacio pMXs-FLAG con ninguna secuencia del
gen insertado en el mismo;

Haciendo referencia a la FIG. 2, no importa si la vitamina C esta presente o no, Jhdmla o Jhdmlb obviamente
mejoraron la eficiencia de reprogramacion, y en presencia de la vitamina C, la mejora era mas significativa. FIG.
2 muestra los datos que Jhdmla o Jhdm1lb mejoraron la eficiencia de la induccién de células madre pluripotentes
como se ha mediado por SKOM, en el que el control es un vector vacio pMXS-FLAG con ninguna secuencia del
gen insertado en el mismo;

Haciendo referencia a la FIG. 3, en la presencia de vitamina C, Jhdmla y Jhdm1b actuaron juntos para permitir la
induccion de células madre pluripotentes sé6lo en la disponibilidad de SO, KO, o Oct4, en el que mESC + Vc
indica que el medio de cultivo utilizado en la induccién es medio de cultivo de células madre MES suplementado
con 50 pg/ml de vitamina C, y el control es un vector vacio pMXS-FLAG.

[0068] Por lo tanto, la presente invencion llega a una conclusion que Jhdmla y Jhdmlb pueden mejorar
significativamente la eficiencia de la induccion de células madre pluripotentes, reducen en gran medida los tipos de
factores de transcripcion necesarios para incorporarse mientras se mantiene una alta eficiencia de reprogramacion,
gue proporciona grandes ventajas para la reduccion de la acumulaciéon de mutaciones en las células reprogramadas
y la reduccion de su carcinogenecidad. Ademas, el método de la presente invencion también mejora la operatividad
de la técnica de reprogramacion, reduce la dificultad operativa, y facilita aplicaciones médicas posteriores.

Ejemplo 2

La identificacion de las células madre pluripotentes inducidas desde el Ejemplo 1:

[0069] Como se muestra en la FIG. 3y la FIG. 6 a la FIG. 10, una serie de experimentos de identificacion se llevaron
a cabo en clones de células madre pluripotentes inducidas por Oct4 y Jhdmlb para verificar si son células iPS
(células madre pluripotentes inducidas). Los experimentos de identificacion incluyen: PCR cuantitativa, el ensayo de
inmunofluorescencia de sus marcadores de superficie, el andlisis de grado de metilacion promotora, la identificacion
de cariotipos, formacion de quimeras, y asi sucesivamente.

Experimentos de PCR cuantitativos:

[0070] Todos los experimentos de PCR cuantitativos se realizaron en un aparato de PCR cuantitativo de tipo CFX-
96 de Biorad usando un kit de Takara, y las condiciones de reaccion fueron 95°C, 2 minutos, 95°C, 10 segundos,

60°C, 30 segundos, leyendo el valor de fluorescencia, repitiéndose durante 40 ciclos.

Andlisis de metilacién de la region promotora
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[0071] El analisis se llevd a cabo por secuenciacién de bisulfito de sodio. Se extrajeron los ADN gendmicos en las
células diana (Promega, Asistente® Genomic DNA Purification Kit), se midi6 la concentracion, aproximadamente 2
pg de ADN se colocaron en un tubo EP de 1,5 ml donde se diluyeron con ddH20 a 50 pl, 5,5 pl de 3 M NaOH recién
preparada se afiadi6, y la solucion resultante se tratd en un bafio de agua a 42°C durante 30 minutos; a
continuacion, la solucién se llevé a cabo, 30 pl de 10 mM hidioquinona (sigma) se afiadio en la solucién de la mezcla
después del tratamiento de bafio de agua, y después 520 pl de 3,6 M de bisulfito de sodio (Sigma, S9000) se afiadio
adicionalmente en la solucién después del tratamiento de bafio de agua; el tubo de EP se envolvié con papel de
aluminio para evitar la luz, y la soluciéon se mezclé bien mediante la rotacion suave del tubo EP hacia arriba y hacia
abajo; 200 ul de aceite de parafina se afiadié al mismo a fin de evitar la evaporacion del agua y la oxidacién, y la
solucion se tratdé en un bafio de agua a 50°C en la oscuridad durante 16 horas.

[0072] A continuacién, la punta de una pipeta se puso debajo de la capa de aceite de parafina para dibujar la
solucién de la mezcla en un tubo de 1,5 ml de centrifuga clara, y los ADN modificados se recuperaron utilizando un
sistema de retraccion y purificacion de ADN Promega Wizard Cleanup (Promega, A7280) y, a continuacion, se
almacena a -20°C o se somete a un experimento adicional. 50 ng de ADN anteriormente extraidos se tomaron como
el molde para llevar a cabo la reaccion de PCR. Después, el producto de PCR se recuperé por extracciéon en gel
(Tiangen, DP214-03), y el producto de PCR y un vector T (Takara), entonces se ligaron y se transformaron. Se
seleccionaron los clones positivos y se enviaron a una empresa de secuenciacién para la secuenciacion, y los
resultados se compararon con el analisis estadistico de la metilacion de las islas CpG.

Identificacion de cariotipo de las células iPS

[0073] La identificacion de cariotipo de las células iPS se llevo a cabo de acuerdo con el siguiente método: 2-3 horas
antes de la recogida, a las células para analizarse para cariotipo, 0,1 ml de 5 pg/ml de colchicina (disponible
comercialmente, con una concentracion final de 0,1 pg/ml) se afiadi6. Se mezclaron bien, se cultivaron
adicionalmente durante 2-3 horas, se transfirieron a un tubo de centrifuga de 10 ml, y después se centrifugé a 1500
a 2000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se descarto, y se afiadié un 8 ml de una solucion hipoténica (0,075
M KCI, precalentado a 37°C) al tubo. El precipitado de células se sopl6 homogenéamente y se colocé en una
incubadora a 37°C durante media hora. Se afiadié 1 ml de un liquido estacionario recién preparado (una mezcla de
metanol y acido acético glacial en una relacion en volumen de 3:1, disponible comercialmente). La mezcla resultante
se mezcldé suavemente y se centrifugé a la misma velocidad de rotacién para el mismo periodo de tiempo que la
anterior. El sobrenadante se extrajo. Se afiadieron 8 ml de liquido estacionario al mismo. Las células se mezclaron
adecuadamente, se fijaron a temperatura ambiente durante al menos media hora, y se centrifugaron de nuevo. El
sobrenadante se descartd, y se afadié un liquido estacionario fresco para fijar adicionalmente las células durante al
menos media hora (deseablemente durante la noche). Al precipitado celular obtenido después de la centrifugacion y
eliminacion del sobrenadante, se afiadié aproximadamente 0,2 ml de un liquido estacionario fresco, y la mezcla
resultante se mezcld bien. La suspension de células resultante se dejé caer sobre portaobjetos pre-enfriados (es
aconsejable afadir 3 gotas de la suspension de células en cada portaobjetos) que luego se cuecen en una lampara
de alcohol. Las células después se enfriaron y se agruparon.

Prueba de blastula quimera

[0074] En la prueba de blastula quimera, se inyectaron células iPS en el blastocele de ratones donantes, y luego las
blastulas inyectadas se transplantaron a los Uteros de ratones hembra pseudoprefiados para hacer ratones
guiméricos. Si los ratones nacidos producen quimera se determiné en base al color de su pelaje.

[0075] Los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con el método anterior, y se analizan los resultados del
siguiente modo:

Haciendo referencia a la FIG. 5, los resultados de la amplificacion de PCR de los ADN gendmicos de clones de
células madre pluripotentes muestran que, en los genomas de clones de células madre pluripotentes inducidas
por OB C4, C14, C15, y C16, solamente Oct4 esta integrado con Jhdmlb, en el que el control es ADN genémico
extraido de células infectadas con Sox2, Klf4, Oct4, cMyc, y Jhdmlb, y MEF indica ADNs genémicos extraidos
de fibroblastos embrionarios de ratén;

Haciendo referencia a la FIG. 6, los resultados de la PCR cuantitativa muestran que los genes exdgenos de los
clones C4 de células madre pluripotentes inducidas OB, C14, C15, y C16 se expresaron en silencio, en los que el
control de OB D4 es un molde de ADNc obtenido mediante transcripcion inversa de ARNm extraido de células
que han sido infectadas con Oct4 y Jhdmlb y se cultivaron durante 4 dias, y MEF es fibroblasto embrionario de
raton;

Consulte la FIG. 7. Como se muestra en la FIG. 7, los resultados de PCR en tiempo real cuantitativo muestran
gue los clones de células madre pluripotentes inducidas por OB C4, Cl14, C15, y C16 expresan genes
especificos de células madre embrionarias, en los que R1 es la linea de células madre embrionarias de ratén, y
MEF es fibroblastos embrionarios de ratén; el nivel de expresion de factores de transcripcion de células madre
enddgenas embrionarias en las células madre obtenidas mediante el uso de la combinacién de Oct4 con Jhdmlb
era sustancialmente consistente con el en las células madre embrionarias. Esto indica que los clones de células
madre pluripotentes inducidas por OB C4, C14, C15, y C16 expresan genes especificos de células madre
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embrionarias, y por lo tanto indica que las células madre pluripotentes inducidas por el método de la presente
invencion tienen las caracteristicas de las células madre pluripotentes.

[0076] Véase FIG. 8. Como se muestra en la FIG. 8, los resultados de inmunofluorescencia muestran que las células
madre pluripotentes obtenidas a través de OB expresaron SSEA-1 en la superficie y también expresaron Rex1.

[0077] Véase FIG. 9 que muestra el andlisis de metilacion de las islas CpG en la region promotora Oct4, en la que
se metilaron las islas CpG de las células del donante, mientras que se desmetilaron significativamente las islas de
CpG en las posiciones correspondientes de las células madre pluripotentes inducidas.

[0078] Véase FIG. 10, que muestra el analisis de metilacion de las islas CpG en la region promotora Nanog, en la
gue OB-C14, OB-C15, y OB-C16 son tres células madre pluripotentes inducidas por Oct4 y Jhdmlb. Las partes
negras indican la metilacion, y las partes blancas indican ausencia de metilacion. Las islas de CpG de las células del
donante se metilaron, mientras que las islas de CpG en las posiciones correspondientes de las células madre
pluripotentes inducidas se desmetilaron significativamente; Nanog y Oct4 son genes que son expresados
especificamente por las células madre embrionarias y sus estados de expresion estan estrechamente relacionados
con el destino de la célula. Estos resultados muestran que las células obtenidas mediante el uso del grupo OB
habian cambiado el destino, es decir, que se indujeron en células madre pluripotentes.

[0079] Véase FIG. 11 que muestra que las células madre obtenidas por el método de la presente invencion tenian
cariotipos normales, en los que OB-14, OB-C15, y OB-C16 son tres células madre pluripotentes inducidas por Oct4 y
Jhdm1b y tienen cariotipos normales.

[0080] Véase FIG. 4. Como se muestra en la FIG. 4, a y d son las microfotografias de las células madre
pluripotentes inducidas finalmente formadas por Oct4 + Jhdm1b (abreviados como OB); b y e son las fotografias de
la descendencia quimérica que se desarrollan después de las células madre pluripotentes inducidas finalmente
formadas por OB se inyectan en la blastula; ¢ y f son fotografos de la descendencia que se generan después de que
las quimeras se aparearon con ratones de tipo salvaje, en los que las quimeras se desarrollan después de las
células madre pluripotentes inducidas finalmente formadas mediante el uso de OB se inyectan en la blastula. Esto
demuestra que las células madre obtenidas por el método de la presente invencion pueden formar quimera, en la
gue las células del donante son células madre pluripotentes inducidas originadas a partir de células 0G2/129,
mientras que los ratones pseudoembarazados son ratones ICR alimentados en el laboratorio. Las quimeras fueron
capaces de transmitir las células donantes originales a la descendencia a través de la linea germinal, lo que indica
que dichas células madre tienen buena calidad.

[0081] Determinacion de las funcionalidades de variantes Jhdm1b:
Consulte la FIG. 12. Como se muestra en la FIG. 12, las variantes Jhdmlb que estdn mutadas no tienen la
actividad de mejorar la eficiencia de reprogramacion, por lo que el dominio de union de ADN(CXXC) y el dominio
catalitico (JMIC) de Jhdm1b son necesarios para la reprogramacion y una falta de cualquiera de ellos dejara de

promover el proceso de reprogramacion. Es mas, la combinacion de Oct4 con Jhdmlb puede completar
reprogramacion en un medio de cultivo comun, y logra efectos mas significativos en presencia de vitamina C.

LISTADO DE SECUENCIAS

[0082]

<110> Guangzhou Institute of Biomedicine and Health, Chinese Academy of Sciences
<120> Method for increasing the efficiency of inducing pluripotent stem cells

<160> 8

<170> Patentln version 3.3
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<210>1

<211> 3486
<212> DNA
<213> Artificial sequence

<400>1

atggaacclg aagaagaaag pattcggiac agocagagat tgegtgetac catgegtegt 60
cgctatgaag atgatggcat ticagatgat gaaattgaag geaaaagaac tittgacttg - 120
@aagagaagc (CCAAACCAA CRaatataat gocaattitg ttactittat poaggpaaaa 180
gatittaatg tagagtatal ccagegeegl gaetigagag accetcteal tiicaagaat 240
tctgatgoac thggaataaa gatgccgeat ccagactica cagtgaatga totcaaaatg 300
tgtgtggaga gicgteggat getggatpgte atggatgiga acacacagaa geggatigaa 360
atgaccalgg cacaatggac acgatactal gagaciccag aggaagageg agaaaaacic 420
tataastgita teagectaga ghtageeae accaggetty agaatatgpt gcageggcct 480
tecacgglgg atitcatiga clggglagat aacalglgge caaggcactt gaaagaaagl 540
cagacagaal caacaaatgc catcttagag atgcagtace claaagigca aaagtacigt 6010
ctaatgagtg Mcgaggotg ctatactgac ttccatgtgg attttggagg tactictgtt 660
tegtatcaca tccaccaapg tggasaggte tictggotea WCoccootas ageocacaac T20
ctggagctgt acgag.aat.tg getgctatca gégaaacagg gagacatctt tctgggtgac 780
cgggtptcag artgocaacg aattgagelc aagoaggact ataccitogt tattcectca 540
gpttgpatic atgctatata tactectaca gacacatiag tgittggage caatititg 900

catagettca acatccccat geaattaaag atatacagea ttgaagatcg aacacggett: 960
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coasatasal lecgitacee aitlactat gaaaigipit ggtatgight gragcpciat 1020
glatacigca (asccasccg alccoaccia actasgpalt iicagasags aloccitage 1CRE0
ALRRATANEE AZNARAILE 2UI22aRICT ZRaddlpzip algageaapes eelgeacapn 1140
PRARCCCEAC ZANEAACAN 1aaEcEarct gtEchacen goociginge tanrggapte 1200
ascolggatl acgalggact Egpcanages (Cccglagic Hocnagicl gaagnaanct 1260
MZICIZZaZ aCICHCCIC AESCICLACE CRERSICCe acaslgpoca agitg g gal 1320
coccantgin pooctiaasn goatappcan pigeatoica cocatiitgs actigass ol 1380
chicgatgic Hgtagataa gitagagica ctgocacige acaagangig (piccccaca 1440
pgaalagaag acgaapalec tokgattget gatgiaaaga IMitgetgga agaaciigee 1 50}
agingcgaic ccaagitage ocicacigga picoCialag tACAggace aaanagggat 1560
zagcHaaat bocCtaccng ECCANApEtE aggEhicota caahicorat cocann gt 1620
CRCACCALEE AgCCApChos acgcilaaca celgtaagge clgolgoage cloccocat 1680
Etgfcaggag ccagEcggag Jagagigcpp tecagpasal poasageilg Lgigcanggs 1740
gaaigtgeag icigocacta clgcagppac aignagaant (EgtgEace tpEacpcaig 1504
AMPCHANCC] SLOICCICEE ACAZIACIA SCACCCAZaAr Lgoalcatts agiencgtat 1 BoL)
ECEChCipig EREAnElAga ICAERAIEaAn BagRCcCcoa@y acifiganas 2aakcocale 1920
gaalgotecs wigeaacga gatagticat colggcigee tocagnigga tggagnzgge 1980
(iEciZaace agpaarigce aRariecigs Lagroicean aglpllacta QEaagscaps A
EEERACINAR CCCARANSCE BEAANATAEAN 2ASARIEAlE AADARZCIEt ACAATCCARE 2100
giciLacgEe cocigagpag CIgCgaggag octehcacas cocogoctea cteacctact 2160
tecatgetac agcicatlccn CEatccgell Ieloecopee plalgglgas leggleatce 2220
CCIgERECIE POCOCASCEA COMCACAZE ZCCAgOCEte Aalgascocit canacgocps TR0
CagHEClge GECINCAAZE CACCEARCES ACCHMEEIAC FEENAANZED gaacaatcoe 2340
AZCIPCAAAN APPARCIEIC [ZAASIIEAD AASEOCAADS lOCEREyale glacelcact 2400

Bloactcias apaggccoac CARABASCIC CACEERACH] CoABlEos cRaRClZCaR Ly
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gecaleacgp coleelelge casceitcge colaacecee gegtgctaat geageactge 2520

CCARTCCRAR ACCCCCNRCA 1222EANZAg gagpeacily Bgagagagra pragpaagag 2580
EAZEAZEIAZE AREAAQAILA CAZIACANAD SApROLERlE cAgCcagEct gantgzecgy 2640
gecagilgeg cleaggatgy agacganage tggatgeage GERAgEIciE gatgicigic 2700
Hocgetace icagocgoan agaacittpl panigtatge gagiptpona gacatggtat 2760
anatggtact pigntaaacy actitgoaca aamatigact (gagrapets taaggecare 2820
glaccacaag ctcicagtop tatcalcaag cggoagocag taagecicga colcagetgg 2880
SCLOACAICT CCAAAZAZCS prigacalgp clggicaata ggelgecagy attaaaagac 2040
clectectag cagpetghic ciggtetgea glatctgooe tcageacttc cagetgeceg 3000
cHcicagga cochigaict getgepca plaggaatta angaccoicn aattcggpac 3060
fgctgacic CACCORCARA tARgCCAget cangacaatc gaagcanact copgascaty 3120
BCLEACTECC Z@CIg@cagp ooligacale scagalgeta cletcogact calcaltege 3180
cacafgcoce (HIgICecs actigacclc agicactges gleaceliac agatcagtee 3240
ICCHACCIAC Laactgelgl cgggictios acte gatact oocttacaga goicaataty 3300
gcaggitgca Maaattpac agaccagace cigtictioo tanggegaat tgctaatgie 3360
acctipatig accHCpage atgeanacag acacgagan angoctigigs goacticate 3420
tcagacttgt ccatcaacag coictactge cigictgatg apasactpst acagaagatt 3480

agciaa
JEG

=210= 2
<211= 3930
<212= DNA

<213>.,  secuencia Artificial

<400= 2

MMggugECag aganagacic tEgaagaaga MECEtEcea HEACCEoea gagatnc gac G0
FAgAaCERap ACHENCERA CEIEEAEEan Aarcaged WOt actt cagoolggag 120

EAZHAECIAC ZLAZCCAZIL alaccagepp oaciicze algolalga agecanagal 18
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SLASCIslg QgLacgracs PAEREAAFCE CRCARERICC COCIEEMI tCRgRacag 24D
BAERRCTAE PRAICOIZAL POCAFACCCT PAITICICAR MOCRAZACET CARICICCTE 30
FlRgERAgeC GOCEIIPAT QRATEICATE QACEICARCD COCAFAAREE 10ccgagatg A0
AECMBIcer MEINPIECE CACIACRAR BCACCRERER COCAEC RPN 1RMICIFIN0 420
AQCEICANA FOCICRARTT CAECCAINCE RAECTPRARC AICIERICAL BEEICCCAC 420
FIREIEERCE [REICEAClg FEIFEACAsC alFIFACCIC AACAICIANT SREIGAPCRE 440
SCAFAGGCCR CCOMPRECS TRCARRENY BAQMCCCCD RAFISORAA JEACLEICTY e
AtFIFCATEE BERECIANI CATIEACNC CACANPACT MEZagacal SICCIEIEE 0
taccaipigd iccpigpigs canpeiciil iggcigRice CiCCaRcoot BacRactiy Fr)
ECTUFLACE AFRIFIAAAT EOIAMIRAC ARICAPARCA ACARCUINE pagagaccge TRO
FIpgnBCECE pocanspaar ignpcigang capgpcincd coitiivoal cooitccg gl H40
TERIICCALE CRgittalal POCIEIZZAC KICIRRIE! ICERCERAAR CALCCLECaL HH
agritcancE goocatpoa gotecEpsic iocgagaicE aggacageor cogaEibcag ol
cocaagiice gitaccooit ctactakgag adgtgciggt atgictipga gagamtglg 1020
tactgigtga cocagogeic claooicact caggaatace agagagaant aacpottat 1080
Zalpccoiia gaasacoag iplagacegs Itlcatocg aciooigget geacatggag 1140
2AZFAZHCE PUERRCIZCD PUOACAZRAR EIAPILFALE AEPApRaga caagpappag 100
EAAREAEAlE FIECARMAE JCICEEIAT COKTEANCE Mpaconias Cleascoase | 260
ECECCRCEC COPARRECTA RRACECHCR PRERapnaps SREgress [pecalacey 1320
PHECECAARE BEACRITETC CRATERSRCN EREREZND ICAgpICans S RRIpGS: 13g0
SCRRRCEIIG CORREICRCE CACRARCIT CORRCCHiTE BERIMCAR: Caaplagact 240
CERCCIERCCR SRNIPRECT i g EpcolE anspoicipl Mpasiagel Agageocciy 1500
CCPRARRILA AFAARLEIEN COCIGAREEN AICEARRACT COMERCCCT Colgpaagsl 1560
griEapaeip HCIFaasps pracpippal Facpaeate i SOel g pedcil Caeo g p o 1620

CCIBLERICE PCIgHecila FAasiclgss aageice gy IBHIgRRIcE poctakgppee 1680
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AnpipgRce CEECCICAZC FEIZAAPIIE POIGCCARC BlACARCARS appageicge 174D
IRFEHCEED CECEABOCE CHREIZCEAR BOCIEECIES EEACEgARIE ggagagige  [E00
caciifigca aggacaigaa gangtilgea gEeCiggac goatganpea gagetgeate 1860
argCEpcadl BoalCECgoe AgIpCIECOC CRCACCRCCE LElsactint giplrocpag 1920
ACARZEBALE ARPACACIZT 2FAAZAZEAL gRApPCARE] taacctoat gotcatgpas | BED
ERCRCCANCT BOaRCcgagat Catooacost gRAIgCCig agatianggda arcgpagzer XMD
ELEEICAACE AIZAZCOICs CAACTREOIpE BRBIEICCRa ARIElascca tpecppeang 210N
BCCEERARIC AARRECEIZE COCIRECIT AAEMECC] CoaRCCLgOT IggTtoctty 2160
CICHAEEART ARAEIIPAN COERFACARS XIFEAARPAC AAZAPCCITC CAAICERIRA LXE]
ngigagigte aagagpchcc CCRICEEAER (CAFACHAFC ACCocadank gaipecipgea 23R
BAlERCACC MOCRCCAAA PO RALEM PIRCACcCipa prarpiagce paaalacgag 2340
ARELCTCCNAE AECIgARtRR ACECAARCRA PUCICINCET heAaRCple coocggtice 2400
leclctcace ficgocgag gocoocicla gacageagic icagooctig glepagatce 24460
agicicacit acoiccagren gragersans COIPECanng Gapalanger incagpass 2520
BAECEECEAr SApEnains SRTIEASER CRICIQICHC I FROlpachdm poocs] o 2580
CEANREC ALEMCCRTA ERACRANCIE SolgagEoar Cloctaagac oogegagagt 162D
palcapicas ghiccagole acecacipol gRlcocagoa ctgag@eapc lgaageooca 2D
ERZE3EAIEL JAAREPLEAL ERIICICCRE MAFCRACENC ILRIMICAA gRagoigage 2740
BOPOFCIAN GCAARPAECT CAACCHPBaR AMCAARRER CRpApapcas colEpaicac TR0
BREARCCIE: AECCCHICEY GICAZARCC] EAEIECRARA AOEACEARCE caagaggoos  ZBEO
HASRCoact PUEARCROoT COACCECUS AECIANEAET ICARCEECHT ACCHCERRAE 2940
CIECRACACT CECIZRRACT 1gZCCIpopl AZlonaccic glgiatgie copgoeeeocy  FHK
COCICLBEal 0O MOCan PLECAMCAR Algra s doEigabdey pocacegece: 0]
MCAFCTOOS CACCIZACIE FOIROOCCLE BALEMEEAE CAgCoCacEt catgeatagg 3120

EBrEpteigsa tg@cagicti cagriacoic agoceccgly acciphgipt cigcaigcpe I1ED
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FICIZCAZEA COIERARSE & CIERIRCIES Palagespt IEIEEacoEy catcgaccly 3240

ARCCPCIECE ARICCRICAC GCOCCIgAlE CIRARCERTA MGICCR DO ACagectge J30HN
bocchigace tcagitggac cancaicice angaageags tRApNgpsl catcsacegze 1360
Hegcotgpac tocpagactl getpcigica ggotgotcas ggaicgotgt cicagoece: 3420

Lplageteca gUgeatl gelcpgace Clggatgles aglgggiaga aggactanag 3480

BALROOCARR |EARREMCT COIRICRNCE COCACAPACH ACAPROCHRE ICARALE T 2544

aEiCEZAECE AECicCgEna caltflagag cigegociag Clggocigpn catcacagal 3600
pletccolge gaebcatial figocataty cootigotct cgaagoioca ackeagites 36
IERECCACA ICRANEACCA PIOCANCERC CIPCICACLE cogitpacac caccacocga 3720
ERCIC@Ciga CAgAERIcAA COMCRERS IZINATAAEE MACIpAcel glgocipiee  3TED
lhcticanss getgtegana tarclgecat anigacclga galacigoaa poangrcace 384

BZRABRECT BIgagzcaall calagaiga atgletgtea ghgtocaatt tggpeangeg 3900

gRApaganac (CCIPCaRE: MCTRRPHRP

<210> 3
<211> 21
<212> DNA

713>  Secuencia Artificial

<400> 3
atggaggcag agaaagactc t 21

<210>4

<211> 23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<400> 4

tct 23
<210>5

<211> 25
<212> DNA
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<213> Secuencia Atrtificial

<400> 5

atggaacctg aagaagaaag gattc 25

<210> 6

<211> 25
<212> DIVA

<400> 6

ttagctaatc ttctgtatca gtttc 25

<210>7

<211> 1162
<212> PRT
<213> Ser humano

<400> 7

Met Glu Pro Glu Glu Glu Arg Tle-Arg Tyr Set Gln Arg Leu Arg Gly .
1 5 10 15

Thr Met Arg Arg Arg Tyr Glu Asp Asp Gly Tle Ser Asp Asp Glu Ile
: 20 25 30

Glu Gly Lys Arg Thr Phe Asp Leu Glu Glu Lys Leu His Thr Asn Lys
35 40 45

Tyr Asn Ala Asn Phe Val Thr Phe Met Glu Gly Lys Asp Phe Asn Val
50 55 60

Glu Tyr Ile Gln Arg Gly Gly Leu Arg Asp Pro Leu Ile Phe Lys Asn
65 ' ' 70 75 :

. Ser Asp Gly Leu Gly Ile Lys Met Pro Asp Pro_Asp'Phe ThrVal Asn

85 | 90 95

Asp Val Lys Mcf'(_:ys Val Gly Ser Arg Arg Met Val Asp Val Met Asp
100 : 105 . 110

Val Asn Thr Gln Lys Gly Ile Glu Met Thr Met Ala Gln Trp Thr Arg

19
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115 120 125

Tyr Tyr Glu Thr Pro Glu Glu Glu Arg Glu Lys Leu Tyr Asn Val Ile
130 135 140

Ser Leu Glu Phe Ser His Thr Arg Leu Glu Asn Met Val Gln Arg Pro
145 150 155 160

Ser Thr Val Asp Phe Ile Asp Trp Val Asp Asn Met Trp Pro Arg His
165 170 175

Leu Lys Glu Ser Gln Thr Glu Ser Thr Asn Ala lle Leu Glu Met Gln
180 185 190

Tyr Pro Lys Val Gin Lys Tyr Cys Leu Met Ser Val Arg Gly Cys Tyr
195 200 205

Thr Asp Phe His Val Asp Phe Gly Gly Thr Ser Val Trp Tyr His Ile
210 215 220

His GIn Gly Gly Lys Val Phe Trp Leu Ile Pro Pro Thr Ala His Asn
225 230 235 240

Leu Glu Leu Tyr Glu Asn Trp Leu Leu Ser Gly Lys Gln Gly Asp Ile
245 250 255

Phe Leu Gly Asp Arg Val Ser Asp Cys Gln Arg Ile Glu Leu Lys Gln
260 265 270

Gly Tyr Thr Phe Val Ile Pro Ser Gly Trp Ile His Ala Val Tyr Thr
275 280 285

Pro Thr Asp Thr Leu Val Phe Gly Gly Asn Phe Leu His Ser Phe Asn
290 295 300 ¢

Ile Pro Met Gln Leu Lys Ile Tyr Asn Ile Glu Asp Arg Thr Arg Val
305 310 315 320
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Pro’Asn Lys Phe Arg Tyr Pro Phe Tyr Tyr Glu Met Cys Trp Tyr Val

325 330 335

Leu .Glu Arg Tyr Val Tyr Cys lle Thr Asn Arg Ser His Leu Thr Lys
340 345 - 350

Glu Phe GIn Lys Glu Ser Leu Ser Met Asp Leu Glu Leu Asn Gly Leu
335 360 ' 365 -

Glu Ser Gly Asn Gly Asp Glu Glu Ala Val Asp Arg Glu Pro Arg Arg
370 375 - 380

Leu Ser Ser Arg Arg Ser Val Leu Thr Ser Pro Val Ala Asn Gly Val .
385 390 | 395 400

Asn Leu Asp Tyr Asp Gly Leu Gly Lys Thr Cys Arg Ser Leu Pro Ser
. 405 . 410 415

Leu Lys Lys Thr Leu Ala Gly Asp Ser Ser Ser Asp Cys Ser Arg Gly
. 420 - 425 : 430

Ser His Asn Gly Gln Val Trp Asp Pro GIn Cys Ala-Pro Arg Lys Asp
435 . 440 _ 445

Arg Gln Val His Leu Thr His Phe Glu Leu Glu Gly Leu Arg Cys Leu
450 455 - 460

Val Asp Lys Leu Glu Ser Leu Pro'Leu His Lys Lys Cys Val Pro Thr
465 470 ' 475 480

Gly Ile Glu Asp Glu Asp Ala Leu Ile Ala Asp Val Lys Ile Leu Leu
g 485 490 495

Glu Glu Leu Ala Asn Ser Asp Pro Lys Leu Ala Leu Thr Gly Val Pro
' - 500. 505 . 510

Ile Val Glﬁ Trp Pro Lys Arg Asp Lys Leu Lys Phe Pro Thr Arg Pro

21



ES 2627799 T3

515 520 525

Lys Val Arg Val Pro Thr Ile Pro Ile Thr Lys Pro His Thr Met Lys
530 535 540

Pro Ala Pro Arg Leu Thr Pro Val Arg Pro Ala Ala Ala Ser Pro Ile
545 550 555

Val Ser Gly Ala Arg Arg Arg Arg Val Arg Cys Arg Lys Cys Lys Ala
565 570 575

Cys Val Gln Gly Glu Cys Gly Val Cys His Tyr Cys Arg Asp Met Lys
580 585 590

Lys Phe Gly Gly Pro Gly Arg Met Lys Gln Ser Cys Val Leu Arg Gln
595 600 605

Cys Leu Ala Pro Arg Leu Pro His Ser Val Thr Cys Ser Leu Cys Gly
610 615 620

Glu Val Asp GIn Asn Glu Glu Thr GIn Asp Phe Glu Lys Lys Leu Met
625 630 635

Glu Cys Cys Ile Cys Asn Glu Ile Val His Pro Gly Cys Leu Gln Met
645 650 655

Asp Gly Glu Gly Leu Leu Asn Glu Glu Leu Pro Asn Cys Trp Glu Cys
660 665 670

Pro Lys Cys Tyr Gln Glu Asp Ser Ser Glu Lys Ala GIn Lys Arg Lys
675 680 685

Met Glu Glu Ser Asp Glu Glu Ala Val Gln Ala Lys Val Leu Arg Pro
690 695 : 700

Leu Arg Ser Cys Asp Glu Pro Leu Thr Pro Pro Pro His Ser Pro Thr
705 710 715 '

22
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Ser Met Leu Gln Leu Ile His Asp Pro Val Ser Pro Arg Gly Met Val
725 730 735

Thr Arg Ser Ser Pro Gly Ala Gly Pro Ser Asp His His Ser Ala Ser
740 745 750

Arg Asp Glu Arg Phe Lys Arg Arg Gln Leu Leu Arg Leu Gln Ala Thr
755 760 765

Glu Arg Thr Met Val Arg Glu Lys Glu Asn Asn Pro Ser Gly Lys Lys
770 7175 780

Glu Leu Ser Glu Val Glu Lys Ala Lys Ile Arg Gly Ser Tyr Leu Thr
785 790 795 800

Val Thr Leu Gln Arg Pro Thr Lys Glu Leu His Gly Thr Ser Ile Val
805 810 815

Pro Lys Leu Gln Ala Ile Thr Ala Ser Ser Ala Asn Leu Arg His Ser
820 825 830

Pro Arg Val Leu Val Gln His Cys Pro Ala Arg Thr Pro Gln Arg Gly
835 840 845

Asp Glu Glu Gly Leu Gly Gly Glu Glu Glu Glu Glu Glu Glu Glu Glu
850 855 860

Glu Glu Asp Asp Ser Ala Glu Glu Gly Gly Ala Ala Arg Leu Asn Gly
865 870 875 880

Arg Gly Ser Trp Ala Gln Asp Gly Asp Glu Ser Trp Met Gln Arg Glu
885 890 895

Val Trp Met Ser Val Phie Arg Tyr Leu Ser Arg Arg Glu Leu Cys Glu
900 905 910

'Cys Met Arg Val Cys Lys Thr Trp Tyr Lys Trp Cys Cys Asp Lys Arg
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915 920 925

l.eu'.l'rp'lhr Lys De Asp Leu Ser Arg Cys Lys Ala lle Val Pro Gin
935 940

Ala Leu Ser Gly De lle Lys Arg Gin Pro Val Ser Leu Asp Leu Ser
945 950 955

Trp Thr Asn lle Ser Lys Lys Gin Leu Thr Trp Leu Val Asn Arg Lew
965 970 975

Pro Gly Leu Lys Asp Leu Leu Leu Ala Gly Cys Ser Trp Ser Alla Val
980 985 950

Ser Ala Leu Ser Thr Ser Ser Cys  Pro Leu Leu Arg Thr  Lew Asp Leu
995 1000 1005

ArgTrp  AlaValGly lle Lys  Asp ProGin lle Arg  Asp Leu Leu
1010 1015 1020

ThrPro Pro AlaAsp Lys Pro Gly Gin Asp Asn Arg Ser Lys Leu
1025 1030 1035

Arg Asn  Met Thr Asp Phe Arg  Leu Ala Gly Leu Asp  lle Thr Asp
1040 1045 1050

AlaThr LeuArg Leulle lle  Arg His Met Pro Leu  Leu Ser Arg
1055 1060 1065

Leu Asp Leu Ser His Cys Ser  His Leu Thr Asp Gln - Ser Ser Asn
1070 1075 1080

LeuLeu ThrAla ValGly Ser  Ser Thr Arg Tyr Ser  Leu Thr Glu
1085 1050 1095

Lev Asn MetAlaGly Cys Asn  Lys Leuw Thr Asp Gin - Thr Lew e
1100 1105 1110
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Leu Ser
1145

Gin Lys lle Ser

1160

<2111> 1309

<212> PRT

<213> Mouse

<400> 8
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Gin Ile Thr Arg Lys

1120

Ala Cys Glu His Phe Ile Ser Asp

1135

1150

1125

1140

1155

Ile Asn Ser Leu Tyr  Cys Leu Ser Asp Glu  Lys Leu Ile

Met Glu Ala Glu Lys Asp Ser Gly Arg Arg Leu Arg Ala Tle Asp Arg
5 10

Gln Arg Tyr Asp Glu Asn Glu Asp Leu Ser Asp Val Glu Glu Ile Val

20

25

30

Ser Val Arg Gly Phe Ser Leu Glu Glu Lys Leu Arg Ser Gin Leu Tyr

35

40

45

Gin Gly Asp Phe Val His Ala Met Glu Gly Lys Asp Phe Asn Tyr Glu
60

50

55

Tyr Val Gln Arg Glu Ala Leu Arg Val Pro Leu Val Phe Arg Asp Lys

65

70

75

Asp Gly Leu Gly Ile Lys Met Pro Asp Pro Asp Phe Thr Val Arg Asp

85

90

Val Lys Leu Leu Val Gly Ser Arg Arg Leu Val Asp Val Met Asp Val

100

105

25

110

Arg Arg lle Ala Asn  Val Thr Leu Ile Asp Leu Arg Gly

15
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" Asn Thr Gln Lys Gly Thr Glu Met Ser Met Ser Gln Phe Val Arg Tyr
| 115 S 120 .

Tyr Glu Thr Pro Glu Ala Gln Arg Asp Lys Leu Tyr Asn Val Ile Ser
130 135 140

; _Leul Glu Phe Ser His Thr Lys Leu Glu His Leu Val Lys Arg Pro Thr _
145 : 150 155 - 160

Val Val Asp Leu Val Asp Trp Val Asp Asn Met Tl]j Pro Gln His Leu
i 165 170 175

Lys Glu Lys Gln Thr Glu Ala Thr Asn Ala Leu Ala Glu Met Lys Tyr
. 180 185 _ 190

Pro Lys Val Lys Lys Tyr Cys Leu Met Ser Val Lys Gly Cys Phe Thr
' 195 | .200 205

Asp Phe His Ile Asp Phe Gly Gly Thr Ser Val Trp Tyr His Val Phe
210 215 220

Arg Gly Gly Lys Ile Phe Trp Leu Ile Pro Pro Thr Leu His Asn Leu
225 : 230 ' : 235 240

Ala Leu Tyr G‘]u Glu Trp Val Leu Ser Gly Lys Gln Ser Asp Ile Phe
' 245 ' 250 ' 255

Leu Gly Asp Arg Val Glu Arg Cys Gln Arg Ile Glu Leu Lys Gln Gly
260 265 270

Tyr.. Thr Phe Phe Tle Pro Ser Gly Trp Ile His Ala Val Tyr Thr Pro
275 280. 285

Val Asp Ser Leu Val Phe Gly Gly Asn Ile Leu His Ser Phe Asn Val
290 295 - 300
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Pro Met Gln Leu Arg Ile Tyr Glu Ile Glu Asp Arg Thr Arg Val Gln
305 310 315 320

Pro Lys Phe Arg Tyr Pro Phe Tyr Tyr Glu Met Cys Trp Tyr Val Leu
325 330 335

Glu Arg Tyr Val Tyr Cys Val Thr Gln Arg Ser Tyr Leu Thr GIn Glu
340 .. 345 350

| Tyr Gln Arg Glu Leu Met Leu Ile Asp Ala Pro Arg Lys Thr Ser Val
355 360 365

Asp Gly Phe Ser Ser Asp Ser Trp Leu Asp Met Glu Glu Glu Ser Cys
370 375 380

Glu GIn Gln Pro GIn Glu Glu Glu Glu Glu Glu Glu Asp Lys Glu Glu
385 390 395 400

Glu Gly Asp Gly Ala Asp Lys Thr Pro Lys Pro Pro Thr Asp Asp Pro
405 410 415

Thr Ser Pro Thr Ser Thr Pro Pro Glu Asp Gln Asp Ser Thr Gly Lys
420 425 430

Lys Pro Lys Ala Pro Ala Ile Arg Phe Leu Lys Arg Thr Leu Ser Asn
435 440 445

Glu Ser Glu Glu Ser Val Lys Ser Thr Ser Met Pro Thr Asp Asp Pro
450 455 460

Lys Thr Pro Thr Gly Ser Pro Ala Thr Glu Val Ser Thr Lys Trp Thr
465 470 475 480

His Leu Thr Glu Phe Glu Leu Lys Gly Leu Lys Ala Leu Val Glu Lys
485 490 495

Leu Glu Ser Leu Pro Glu Asn Lys Lys Cys Val Pro Glu Gly Ile Glu
500 505 510
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Asp Pro GIn Ala Leu Leu Glu Gly Val Lys Asn Val Leu Lys Glu His
515 ' 520 525

Val Asp Asp Asp Pro Thr Leu Ala Ile Thr Gly Val Pro Val Val Ser
530 535 540

Trp Pro Lys Lys Thr Ala Lys Asn Arg Val Val Gly Arg Pro L);S Gly
545 550 555 ' 560

Lys Leu Gly Pro Ala Ser Ala Val Lys Leu Ala Ala Asn Arg Thr Thr
565 570 575

Ala Gly Ala Arg Arg Arg Arg Thr Arg Cys Arg Lys Cys Glu Ala Cys
' 580 585 590

Leu Arg Thr Glu Cys Gly Glu Cys His Phe Cys Lys Asp Met Lys Lys
595 600 605

Phe Gly Gly Pro Gly Arg Met Lys Gln Ser Cys Ile Met Arg GIn Cys
610 615 620

Ile Ala Pro Val Leu Pro His Thr Ala Val Cys Leu Val Cys Gly Glu
625 630 : 635 ' 640

Ala Gly Lys Glu Asp Thr Val Glu Glu Glu Glu Gly Lys Phe Asn Leu
645 650 655

Met Leu Met Glu Cys Ser Ile Cys Asn Glu Ile Ile His Pro Gly Cys
660 665 670

Leu Lys Ile Lys Glu Ser Glu Gly Val Val Asn Asp Glu Leu Pro Asn
675 680 685

Cys Trp Glu Cys Pro Lys Cys Asn His Ala Gly Lys Thr Gly Lys Gln
690 695 700

28



ES 2627799 T3

Lys Arg Gly Pro Gly Phe Lys Tyr Ala Ser Asn Leu Pro Gly Ser Leu
705 710 715 720

Leu Lys Glu GIn Lys Met Asn Arg Asp Asn Lys Glu Gly Gin Glu Pro
: 725 730, 735

Ala Lys Arg Arg Ser Glu Cys Glu Glu Ala Pro Arg Arg Arg Ser Asp
740 745 750

Glu His Pro Lys Lys Val Pro Ala Asp Gly Ile Leu Arg Arg Lys Ser
755 760 765

Asp Asp Val His Leu Arg Arg Lys Arg Lys Tyr Glu Lys Pro Gln Glu
770 775 780

Leu Ser Gly Arg Lys Arg Ala Ser Ser Leu Gln Thr Ser Pro Gly Ser
785 790 795 800

Ser Ser His Leu Ser Pro Arg Pro Pro Leu Gly Ser Ser Leu Ser Pro
805 810 815

Trp Trp Arg Ser Ser Leu Thr Tyr Phe Gln GIn GIn Leu Lys Pro Gly
820 825 830

Lys Glu Asp Lys Leu Phe Arg Lys Lys Arg Arg Ser Trp Lys Asn Ala
835 840 845

Glu Asp Arg Leu Ser Leu Ala Asn Lys Pro Leu Arg Arg Phe Lys Gln
850 855 860

Glu Pro Glu Asp Asp Leu Pro Glu Ala Pro Pro Lys Thr Arg Glu Ser
865 870 875 - 880

Asp GIn Ser Arg Ser Ser Ser Pro Thr Ala Gly Pro Ser Thr Glu Gly
885 890 895

Ala Glu Gly Pro Glu Glu Lys Lys Lys Val Lys Met Arg Arg Lys Arg
900 905 ' 910
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Arg Leu Val Asn Lys Glu Leu Ser Lys Glu Leu Ser Lys Glu Leu Asn
- 915 920 925

His Glu Ile Gin Lys Thr Glu Ser Thr Leu Ala His Glu Ser Gln Gln
930 935 940

Pro Ile Lys Ser Glu Pro Glu Ser Glu Asn Asp Glu Pro Lys Arg Pro
945 950 955

Leu Ser His Cys Glu Arg Pro His Arg Phe Ser Lys Gly Leu Asn Gly
965 970 975

Thr Pro Arg Glu Leu Arg His Ser Leu Gly Pro Gly Leu Arg Ser Pro
980 985 990

Pro Arg Val Met Ser Arg Pro Pro  Pro Ser Ala Ser Pro  Pro Lys Cys
995 1000 1005

Ile GIn Met Glu Arg His Val Ile Arg Pro Pro Pro Ile Ser Pro
1010 1015 1020

ProPro Asp Ser Leu Pro Leu Asp Asp Gly Ala Ala His Val Met
1025 1030 1035

His Arg Glu Val Trp Met Ala  Val Phe Ser Tyr Leu  Ser His Arg
1040 1045 1050

Asp Leu Cys Val Cys Met Arg Val Cys Arg Thr Trp  Asn Arg Trp
1055 1060 1065

CysCys Asp Lys ArgLeuTrp Thr Arg Ile Asp Leu  Asn Arg Cys
1070 1075 1080

30
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 Pro Vil -Ser Leu Asp Leu Ser Trp Thr Asn Ile Ser Lys Lys Gln
1100 1105 1110

Leu Ser Trp Leulle Asn Arg Leu ProGly Leu Arg Asp Leu Val
1115 k 1120 1125

Leu Ser Gly Cys Ser Trp Ile  Ala Val SerAlaLeu Cys Ser Ser
1130 1135 - ' 1140

SerCys ProLeuleuArg Thr Leu Asp Val Gln Trp Val Glu Gly
- 1145 ' 1150 1155

LeuLys AspAlaGln MetArg Asp Leu Leu Ser Pro  Pro Thr Asp
1160 1165 ' 1170 :

AsnArg Pro Gly Gln Met Asp Asn Arg Ser Lys Leu  Arg AsnTle
1175 1180 b © 1185

Val Glu LeuArg Leu AlaGly Leu Asp Ile Thr Asp Val Ser Leu
1190 . 1195 1200

ArgLeu Il Ile Arg His Met Pro Leu Leu Ser Lys Leu Gln Leu
1205 1210 1215

Ser Tyr Cys Asn His le Asn  Asp Gln Ser Ile Asn  Leu Leu Thr
1220 1225 + & 1230

Ala Val Gly Thr Thr Thr Arg  Asp Ser Leu Thr Glu  Val Asn Leu
1235 1240 1245.

Ser Asp Cys Asn Lys Val Thr Asp Lcu.Cys Leu Ser Phe Phe Lys
1250 1255 1260

ArgCys Gly Asn Ile Cys His Tle Asp Leu Arg Tyr  Cys Lys GIn
1265 - y - 1270 : ' 1275 '

“Val Thr  Lys Glu Gly Cys Glu  Gln Phe Ile AlaGlu  Met Ser Val
1280 ' 1285 : : 1290
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Ser Val Gln Phe Gly GIn Val Glu Glu Lys Leu Leu GlIn Lys Leu
1295 1300 1305

Ser

32
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Reivindicaciones

1. Un método para aumentar la eficiencia de la induccidon de células madre pluripotentes, que comprende las
siguientes etapas:

a. la transferencia de un factor de transcripcion y Jhdmlb en células adultas de mamifero que son luego
cultivadas en un medio inductor a inducir clones de células madre pluripotentes, en el que el factor de
transcripcion es Oct4 solo, o una combinacion de Oct4, Klf4, y Sox2, o una combinacion de Oct4, Klif4, c-Myc, y
Sox2;

b. el cultivo y la expansion de los clones de células madre pluripotentes inducidas en un medio de cultivo de
células madre.

2. Un método para aumentar la eficiencia de la induccién de células madre pluripotentes, que comprende las
siguientes etapas:

a. la transferencia de un factor de transcripcion y Jhdmlb en células adultas de mamifero que son luego
cultivadas en un medio inductor que contiene vitamina C para inducir clones de células madre pluripotentes, en el
gue el factor de transcripcion es Oct4 solo, o0 una combinaciéon de Oct4 y Sox2, o una combinacion de Oct4 y
Klf4, o una combinacién de Oct4, Klf4, y Sox2;

b. el cultivo y la expansion de los clones de células madre pluripotentes inducidos en un medio de cultivo de
células madre.

3. El método para aumentar la eficiencia de la induccién de células madre pluripotentes de la reivindicacion 2, que
comprende los pasos siguientes:

a. la transferencia de un factor de transcripcién y Jhdmlb en células adultas de mamifero que son luego
cultivadas en un medio inductor que contiene vitamina C para inducir clones de células madre pluripotentes, en el
gue el factor de transcripcion es Oct4 solo, o una combinacion de Oct4 y Sox2, o una combinacién de Oct4 y
Klf4, o una combinacién de Oct4, Klf4, y Sox2;

b. el cultivo y la expansién de los clones de células madre pluripotentes inducidos en un medio de cultivo de
células madre que contiene vitamina C.

4. El método para aumentar la eficiencia de la induccion de células madre pluripotentes de la reivindicacion 2,
caracterizado porque el factor de transcripcion y Jhdmlb se codifican o no codificante ARN, proteinas o
polipéptidos capaces de inducir células madre pluripotentes.

5. El método para aumentar la eficiencia de la induccién de células madre pluripotentes de una cualquiera de la
reivindicacion 3 o 4, caracterizado porque la transferencia de Jhdm1b en células adultas de mamifero se consigue
mediante la incorporacion de un vector capaz de expresar Jhdmlb en las células.

6. El método para aumentar la eficiencia de la induccion de células madre pluripotentes de la reivindicacion 5,
caracterizado porque el vector es un vector viral, un vector plasmido, un vector episomal, o un vector de ARNm, o
se sintetiza quimicamente directamente.

7. El método para aumentar la eficiencia de la induccién de células madre pluripotentes de la reivindicacion 5,
caracterizado porque el vector viral es un retrovirus que es un vector pMXS.

8. El método para aumentar la eficiencia de la induccion de células madre pluripotentes de la reivindicacion 1,
caracterizado porque el Jhdm1lb es un polipéptido para la modificacién de desmetilacion.

9. El método para aumentar la eficiencia de la induccion de células madre pluripotentes de la reivindicacion 1,
caracterizado porque las células adultas de mamifero son fibroblastos, células neuronales, células
hematopoyéticas y células neurogliales.

10. El método para aumentar la eficiencia de la induccién de células madre pluripotentes de la reivindicacién 1,
caracterizado porque las células adultas de mamifero son fibroblastos embrionarios de raton.

11. Un método para aumentar la eficiencia de la induccion de células madre pluripotentes, que comprende las
siguientes etapas:

a. la transferencia de un factor de transcripcion, Jhdmlb, y Jhdmla en células adultas de mamifero que son luego
cultivadas en un medio inductor a inducir clones de células madre pluripotentes, en el que el factor de
transcripcion es Oct4 solo, o una combinacion de Oct4 y Sox2, o una combinaciéon de Oct4 y Kif4, o una
combinacién de Oct4, Klif4, y Sox2;
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b. el cultivo y la expansién de los clones de células madre pluripotentes inducidos en un medio de cultivo de
células madre.

12. El método para aumentar la eficiencia de la induccion de células madre pluripotentes de la reivindicacion 11,
5 comprendiendo las siguientes etapas:

a. la transferencia de un factor de transcripcién, Jhdmlb, y Jhdmla en células adultas de mamifero que son luego
cultivadas en un medio inductor que contiene vitamina C para inducir clones de células madre pluripotentes, en el
que el factor de transcripcion es Oct4;

10 b. el cultivo y la expansién de los clones de células madre pluripotentes inducidos en un medio de cultivo de
células madre que contiene vitamina C.

15

34



ES 2 627799 T3

5

Ry

Fig. 3

35

L
W

SKO
a 500
e
%]
§ 400 .
3 =
am
§ 200 T
E -
(4]
& 100 =
= Vo= | Ve Ve= | Ve Vo- | Vs
Control jhdmia jhdm1ib
Fig. 1
SKOM
a 200
0
2 150
S
E 100 [
$ b L =
o
| _ . :
3 Ve- | Vet Ve- | Ve+ Ve- | Ve 1
Control jhdmia jhdm1b
Fig. 2
Vv
a 300 mESC+Vc
9 250 I
g T
= 200 3
E 150
S 100
[+]
4 =50
-
-



ES 2627799 T3

36



ES 2627799 T3

1
o = Tg-Oct
5z 08 oJhim
@
S 0.6
&
[« 18
s 04
s
-
Z 02
n LB _ Ll A— Ll - L
0B DM control 4 14 15 16 MEF
OB iPSCs Clones
Fig. 6
'
m Endo-Sox2
m Endo-Kifd
6= EndoOcid
- letﬂ
= Dppal
o 3= DamisL
E = Rex1
E 4
E
z
< 3
g
z 2
1
0
R1 4 15 14 16 MEF
OB IPSC clones

Fig. 7

37



ES 2627799 T3

Oct4-GFP

Marcador

IV3SS

yxey

Fig. 8

OB C14

0G2 MEF

OB C16

OB C15

At S el el e ) #
XA

G el
e000 000

Fig. 9

38



ES 2627799 T3

OG2MEF  OBC14  OBC15  OBC16

e
N

(X
CALX _
PRBBEDDH D

+o+
+’+
CREX
+‘¢’+
€. XD
+0¢ >

OB C4 | - OBC14

WHR w8 g | 8 hH oo B o
I8 o 6 5 & | LU I
| B M B s e m o ow e

o w o s @€ | | owm e w &

OB C15 : OB C16

ﬁ( oo o | m ot e &
O & & % n Cm e s m o

38 e e ® @ : @ f % a0

Wt e s 8 4| |8 e om0

Fig. 11

39




Numero de clones positives GFP

ES 2 627799 T3

160

- OVt
120 mVe-
80
40

Jhdmib Octd+Jhdmib Octd+Jmjc Octd+Cxc
Mutacidn Mutacién

Fig. 12

40



ES 2 627799 T3

Fig. 13
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