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Método para aumentar la eficiencia de la generación de célula pluripotente inducida

Descripción
5

CAMPO DE LA INVENCIÓN

[0001] La presente invención se refiere a un método para aumentar la eficiencia de la inducción de células madre
pluripotentes, y más particularmente, a un método para aumentar la eficiencia de la inducción de células madre
pluripotentes mediante la utilización de genes Jhdm1b y Jhdmla que modifican la histona.10

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN

[0002] China es un país poblado del mundo y también tiene el mayor número de pérdidas, daños de órganos,
fracasos y trastornos funcionales como consecuencia de un traumatismo, la enfermedad, el envejecimiento y la15
herencia. Las terapias médicas clásicas basadas en fármacos y cirugías no han logrado satisfacer la tremenda
demanda de la medicina clínica. Como resultado, la investigación sobre las células madre y la medicina regenerativa
atrae la atención de numerosas entidades de investigación y todos los sectores de la sociedad.

[0003] La terapia de trasplante de células constituye una importante dirección de investigación de la medicina20
regenerativa, y los tipos específicos de los trasplantes de células puede usarse para tratar la lesión del corazón,
enfermedades degenerativas del sistema nervioso, lesión de la médula, insuficiencia renal, enfermedades del
sistema hematológico, y así 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.

25
[0004] La célula madre es un tipo de célula capaz de autorrenovación y puede diferenciarse en diversas células
funcionales en ciertas condiciones. Basándose en su etapa de desarrollo, las células madre se dividen en células
madre embrionarias y células madre adultas. Basándose 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 está totalmente diferenciada y tiene una función potencial para regenerar30
diversos tejidos y órganos 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 transformación del
destino celular atrae la atención de cada vez más científicos. Aunque la determinación de la diferenciación celular y
el destino se ha siempre considerado como un proceso irreversible y estable en el proceso de desarrollo, hay cada35
vez más evidencias in vitro que demuestran que este proceso es reversible.

[0006] El estudio sobre la regulación del destino celular es sólo en un estado de la investigación de laboratorio y
está lejos de ensayo clínico. Estas células transformadas obtenidas por sobreexpresión de factores de transcripción
todavía tienen muchos problemas de aplicación, por ejemplo, integración de secuencias virales, oncogenicidad40
potencial, pureza de las células transdiferenciadas resultantes y si pueden compensar células normales que están
dañadas en ciertas condiciones y desempeñar 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 célula45
somática a través de la introducción de genes enriquecidos ES específicos. En 2006, el científico japonés Yamanaka
introdujo 24 genes candidatos en fibroblastos de ratón 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 ratón FBX15-iPS; En comparación con las células madre embrionarias, estas células son similares con las50
células madre embrionarias en los aspectos de forma de clon, la capacidad de proliferación y la capacidad de formar
teratoma, pero son diferentes de las células madre embrionarias en términos de expresión génica y perfil de
metilación genómica y no puede obtener ratones quiméricos vivos. Posteriormente, este grupo y otros dos grupos
cambiaron el método de cribado, y usaron Nanog como el estándar y obtuvieron iPSs que son similares a las células
madre embrionarias en muchos aspectos y estos iPSs pueden producir descendencia quimérica. Recientemente, los55
tres grupos de investigación confirmaron de forma independiente, mediante la prueba de complementación
tetraploide, que las células iPS de ratón pueden convertirse en un individuo y poseer una totipotencia de desarrollo.

[0008] Siguiendo el procedimiento de inducción de ratón iPSs, en 2007, cada uno de los dos grupos Yamanaka [8] y
Yu Junying [9] las células somáticas humanas reprogramadas con éxito en células iPS, en el que Oct3/4, Sox2, c-60
Myc y Klf4 anteriormente transducidas en fibroblastos epidérmicos humanos usando un retrovirus, mientras que el
último incorporó Otc3/4, Sox2, Nanog y Lin28 en células de prepucio usando un lentivirus. Tanto el análisis de
perfiles de expresión génica como el análisis sobre la metilación de las regiones promotoras de los genes Oct3/4 y
Nanog mostraron que la línea de células iPS humanas es muy similar a la correspondiente línea de células madre
embrionarias y todas las células pueden desarrollarse en 3 capas germinales cuando se inyectan en el cuerpo de un65
ratón desnudo. Además, las células somáticas pueden ser inducidas con éxito en iPSs en rata, cerdo, y mono,
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además de ratón y humano.

[0009] Las células que pueden ser reprogramadas con éxito no sólo se limitan a fibroblastos, y muchos otros tipos
de células adultas pueden también inducirse con éxito en células iPS, incluyendo células de páncreas beta, células
madre neurales de adultos, hepatocitos, células gástricas, células B maduras, células hematopoyéticas,5
meningocitos, células madre derivadas de adiposis, células sanguíneas de cordón, células CD34 positivas de sangre
periférica y queratinocitos. Para las células en diferentes etapas de diferenciación, las dificultades en la inducción y
reprogramación en iPSs son diferentes. Tomemos como ejemplo las células hematopoyéticas de ratón: La eficacia
de reprogramación 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.10

[0010] En la inducción de iPSs, a menudo es para incorporar un gen exógeno en las células por medio de un
retrovirus y un lentivirus, que proporciona eficiencia de transducció de genes muy altos. Sin embargo, la integración
de la secuencia viral en el genoma de la célula puede resultar en mutagénesis de inserción génica e incluso
carcinogenicidad, por lo que este método de introducción de genes con riesgos potenciales es obviamente15
desfavorable a la aplicación de la técnica iPS en el campo de la medicina regenerativa. Por lo tanto, un grupo de
estudio diferente utilizó vectores no integrantes para inducir iPSs y tuvo éxito. Estos vectores incluyen un vector de
adenovirus, un vector de expresión común, un transposón, un vector episómico y un vector de ADN de minicírculo.

[0011] Tanto de la combinación de Sox2, Klf4, Oct3/4 y c-Myc como la combinación de Sox2, Oct3/4, Nanog y Lin2820
pueden inducir con éxito la generación de iPSs. Otros estudios encontraron que c-Myc no es esencial para la
reprogramación y los tres factores de transcripción incluyendo Sox2, Klf4 y Oct3/4 son suficientes para conducir la
reprogramación de humanos y células somáticas de ratones. Las células madre neuronales expresan
endógenamente altos niveles de Sox2, Klf4 y c-Myc, por lo que solo necesita incorporar Oct3/4 exógeno para inducir
con éxito iPSs. Entre los factores de transcripción utilizados en la reprogramación, Sox2, Klf4 y c-Myc pueden ser25
reemplazados por otros miembros de la misma familia, por ejemplo, Klf2 y Klf5 pueden reemplazar Klf4; Sox1 y Sox3
pueden reemplazar Sox2; N-Myc y L-Myc pueden sustituir a c-Myc; pero Oct1 y Oct6 no pueden reemplazar Oct4.
Esrrb se une directamente a la proteína Oct3/4 para regular la auto-regeneración y totipotencia de las células madre,
y en la reprogramación, Esrrb puede reemplazar Klf4 para inducir iPSs en combinación con Sox 2 y Oct3/4. Oct3/4
es un factor de transcripción muy importante en la reprogramación. Estudios recientes encontraron que los30
receptores nucleares LRH-1 (Nr5a2) y Nr5a1 pueden reemplazar Oct3/4 y pueden inducir células adultas de ratón en
iPSs en combinación con Klf4 y Sox2.

[0012] Sin embargo, hasta el momento, hay varias combinaciones diferentes de factores de transcripción capaces
de reprogramación, incluyendo Oct4, Klf4, Sox2, y c-Myc; Oct4, Nanog, Lin28, Sox2; Sox2, Klf4 y Lrh1; Oct4 y bmil,35
así como la reprogramación relacionada con genes como esrrb y tbx3. Para las combinaciones de factores de
transcripción requeridas por los métodos de reprogramación existentes, se necesita incorporar hasta 3 o 4 factores
de transcripción y la eficiencia de inducción es baja. La forma de reducir el número de factores de transcripción
manteniendo una alta eficacia de reprogramación es de gran importancia para reducir la acumulación de mutaciones
celulares en la reprogramación y para mejorar la operabilidad de la técnica de reprogramación. Además, la40
búsqueda de genes que reemplazan a factores de transcripción comunes facilita el estudio del mecanismo de
reprogramación y la mejora de la técnica de reprogramación.

RESUMEN DE LA INVENCIÓN
45

[0013] Un objetivo de la presente invención es el de proporcionar un método para reducir el número de factores de
transcripción, manteniendo una alta eficiencia de reprogramación, la reducción de la acumulación de mutaciones
celulares en la reprogramación, y la mejora de la capacidad de funcionamiento de la técnica de reprogramación.

[0014] Para alcanzar este objetivo, la siguiente solución técnica se adopta para proporcionar un método para50
aumentar la eficiencia de la inducción de células madre pluripotentes, que comprende las siguientes etapas:

a. la transferencia de un factor de transcripción y Jhdm1b en células adultas de mamífero que luego se cultivan
en un medio inductor para inducir clones de células madre pluripotentes, en donde el factor de transcripción
es Oct4 solo, o una combinación de Oct4, Klf4 y Sox2 o una combinación de Oct4, Klf4, c-Myc y Sox2;55

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

[0015] Otra solución técnica de la presente invención es proporcionar un método para aumentar la eficiencia de la
inducción de células madre pluripotentes, que comprende las siguientes etapas:60

a. Transferir un factor de transcripción y Jhdm1b a células adultas de mamífero que luego se cultivan en un
medio inductor que contiene vitamina C para inducir clones de células madre pluripotentes, en donde el
factor de transcripción es Oct4 solo o una combinación de Oct4 y Sox2 o una combinación de Oct4 y Klf4, o
una combinación de Oct4, Klf4 y Sox2, o una combinación de Oct4, Klf4, Sox2 y c-Myc;65
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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:
5

a. Transferir un factor de transcripción y Jhdm1b a células adultas de mamífero que luego se cultivan en un
medio inductor para inducir clones de células madre pluripotentes, en donde el factor de transcripción es
Oct4 solo, o una combinación de Oct4 y Sox2 o una combinación de Oct4 y Klf4 o una combinación de Oct4,
Klf4 y Sox2;

b. Cultivar y expandir los clones de células madre pluripotentes inducidos en un medio de cultivo de células10
madre.

[0017] Preferiblemente, el factor de transcripción y Jhdm1b son ARNs codificados o no codificantes, proteínas, o
polipéptidos capaces de inducir células madre pluripotentes.

15
[0018] Preferiblemente, la transferencia de Jhdm1b en células adultas de mamífero se consigue mediante la
incorporación de un vector capaz de expresar Jhdm1b en las células.

[0019] Preferiblemente, el vector es un vector viral, un vector plásmido, un vector de satélite externo, o un vector de
ARNm, o se sintetiza químicamente directamente.20

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

[0020] Preferiblemente, el Jhdm1b es un polipéptido para la modificación de la desmetilación, una variante funcional
de la misma, y un fragmento funcional de la misma.25
Preferiblemente, las células adultas de mamífero son fibroblastos, células neurales, células hematopoyéticas y
células neurogliales.

[0021] Preferiblemente, las células adultas de mamífero son fibroblastos embrionarios de ratón.
30

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

a. transferir un factor de transcripción Jhdm1b y Jhdmla a células adultas de mamífero que luego se cultivan en
un medio inductor para inducir clones de células madre pluripotentes, en donde el factor de transcripción es35
Oct4 solo o una combinación de Oct4 y Sox2 o una combinación de Oct4 y Klf4, o una combinación de Oct4,
Klf4 y Sox2;

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

40
[0023] Preferiblemente, el método anterior comprende las siguientes etapas:

a. Transferir un factor de transcripción, Jhdm1b y Jhdm1a a células adultas de mamífero que luego se cultivan
en un medio inductor que contiene vitamina C para inducir clones de células madre pluripotentes, en donde
el factor de transcripción es Oct4;45

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 invención son como sigue: mediante la utilización de polipéptidos
Jhdm1b y Jhdmla que modifican la histona, y un factor de inducción de célula madre, la presente invención aumenta50
la eficiencia de la inducción 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 inducción de células
madre en comparación con los métodos existentes de inducción de células madre pluripotentes. Preferiblemente, el
método de la presente invención utiliza Oct4, Klf4 y Sox2, Oct4 y Klf4, Oct4 y Sox2, o Oct4 solo. El método de la
presente invención comprende además la exposición de las células a vitamina C, lo que aumenta adicionalmente la55
eficacia de la inducción de células madre pluripotentes en comparación 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 invención reduce la
potencial carcinogenicidad, obtiene una alta eficiencia inductora y proporciona células madre pluripotentes inducidas
de alta calidad capaces de transmitir la línea germinal.

60
BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS

[0025]

FIG. 1 muestra datos que indican que Jhdm1a o Jhdm1b aumentan la eficacia de la inducción de células madre65
pluripotentes como mediadas por SKO, en donde el control es un vector vacío pMXs-FLAG donde no se inserta
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secuencia génica;
FIG. 2 muestra datos que indican que Jhdmla o Jhdm1b promueven la eficacia de la reprogramación mediada
por SKOM;
FIG. 3 muestra que en presencia de vitamina C, Jhdmla y Jhdm1b actúan conjuntamente para permitir la
reprogramación sólo utilizando SO, KO y Oct4;5
En la FIG. 4, a y d son microfotografías de las células madre pluripotentes inducidas que finalmente se forman
usando Oct4 + Jhdmlb (informados como OB); b y e son fotografías de descendientes quiméricos que se
desarrollan después de que las células madre pluripotentes inducidas finalmente formadas usando OB se
inyectan en la blástula; y c y f son fotografías 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 madre10
pluripotentes inducidas finalmente formadas usando OB se inyectan en la blástula);
FIG. 5 muestra los resultados de la amplificación por PCR de los ADN genómicos de los clones de células madre
pluripotentes, indicando que en los genomas de los clones de células madre pluripotentes inducidas por OB, C4,
C14, C15 y C16, sólo se integran Oct4 y Jhdm1b, en los que el control es ADN genómicos de células infectadas
con Sox2, Klf4, Oct4, c-Myc y Jhdmlb, y MEF indica ADN genómicos extraídos de fibroblastos embrionarios de15
ratón;
FIG. 6 muestra los resultados de la PCR cuantitativa, indicando que los genes exógenos 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 transcripción inversa de ARNm extraídos de las células que han sido
infectadas con Oct4 y Jhdm1b y cultivadas durante 4 días, y MEF es el fibroblasto embrionario de ratón;20
FIG. 7 muestra los resultados de PCR cuantitativa en tiempo real, indicando que los clones de células madre
pluripotentes inducidos por OB, C4, C14, C15 y C16 expresan genes específicos de células madre embrionarias,
en donde R1 es la línea de células madre embrionarias de ratón, y MEF es el fibroblasto embrionario de ratón;
FIG. 8 muestra los resultados de inmunofluorescencia, lo que indica que el clon C14 de células madre
pluripotentes inducido por OB expresa el gen específico de células madre embrionarias Rex1 y el marcador de25
superficie específico de células madre embrionarias SSEA-1, en el que el Marcador representa una molécula de
marcador específico de células madre SSEA-1);
FIG. 9 muestra los resultados del análisis de metilación medida de CpGs en una región de Oct4 adyacente al
promotor en fibroblastos embrionarios de ratón y células madre pluripotentes inducidas;
FIG. 10 muestra los resultados del análisis de metilación medida de CpGs en una región de Nanog adyacente al30
promotor en fibroblastos embrionarios de ratón 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 inducción de células madre pluripotentes por los diversos mutantes de Jhdm1b.
La mutación Jmjc implica mutación de histidina en la posición 221, isoleucina en la posición 222, y ácido
aspártico en la posición 223 en alanina; la mutación CxxC implica mutación de la cisteína en las posiciones 586,35
589 y 592 en alanina;
FIG. 13 muestra el espectro del plásmido pMXs-FLAG.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
40

[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 aminoácidos son los códigos estándar de 3 letras y/o de 1 letra que se
usan en la técnica para representar uno de los 20 L-aminoácidos comunes.45

[0027] A pesar de los intervalos numéricos y aproximaciones de los parámetros que se muestran en el amplio
alcance de la presente invención, los valores mostrados en las realizaciones específicas se registrarán lo más
precisamente posible. Sin embargo, cualquier valor debe contener inevitablemente cierto error, que es atribuible a
sus desviaciones estándar presentes en sus respectivas mediciones. Además, todos los intervalos descritos en el50
presente documento se entenderán que abarcan cualquiera y todos los subgrupos de los mismos.

[0028] Los términos "polipéptido" y "proteína" que se usan en el presente documento pueden usarse de forma
intercambiable para indicar una cadena de al menos dos residuos de aminoácidos que están interconectados uno
con otro a través del enlace covalente (por ejemplo, enlace peptídico), que pueden ser polipéptidos recombinantes,55
polipéptidos naturales o polipéptidos sintéticos. Particularmente, los polipéptidos descritos en la presente invención
son polipéptidos humanos y/o de ratón.

[0029] Los términos "variante", "variante de polipéptido" o "análogo" utilizados aquí indican un polipéptido que es
diferente del polipéptido original en la secuencia de aminoácidos por una o más sustituciones, deleciones,60
inserciones, fusiones, truncamientos o cualquier combinación de los mismos. El polipéptido variante puede ser
totalmente funcional o puede carecer de una o más funciones activas. El término "variante funcional" utilizado en la
presente memoria sólo contiene, por ejemplo, cambios conservativos o los cambios en residuos no críticos o
regiones no críticas, y retiene las funciones del polipéptido original. La variante funcional puede contener además la
sustitución de aminoácidos similares, lo que resulta en funciones inalteradas o cambios de función insignificantes.65
Los aminoácidos 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 o 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 análisis estructurales tales como cristalización, 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).

5
[0030] En algunas realizaciones de la presente invención, las variantes de Jhdmla se seleccionan de polipéptidos
que comprenden una secuencia de aminoácidos que es al menos 70% (preferiblemente 80%, 90%, 95%, 98% y
99%) homóloga a la secuencia de aminoácidos codificada por SEQ ID NO: 1. En otras realizaciones de la presente
invención, las variantes de Jhdm1b se seleccionan de polipéptidos que comprenden una secuencia de aminoácidos
que es al menos 70% (preferiblemente 80%, 90%, 95%, 98% y 99%) homóloga a la secuencia de aminoácidos10
codificada por SEQ ID NO: 2. La secuencia de aminoácidos codificada por Jhdmla es SEQ ID NO: 7, y la secuencia
de aminoácidos codificada por Jhdm1b es SEQ ID NO: 8.

[0031] El término "fragmento" utilizado aquí se refiere a una molécula que es sólo una parte de una secuencia de
longitud completa. Por ejemplo, un fragmento de polipéptido Jhdm1b es Jhdm1b truncado. Los fragmentos pueden15
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 más 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 inducción de células madre20
pluripotentes.

[0032] A menos que se indique lo contrario, cuando se mencionan en el presente documento polipéptidos, ácidos
nucleicos, u otras moléculas, que incluyen variantes funcionales y fragmentos funcionales. Por ejemplo, Jhdm1b y
Jhdmla indican además las variantes funcionales y los fragmentos funcionales de Jhdm1b natural y Jhdm1a,25
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 ratón.30

[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 ratón.

35
[0035] El 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 somáticas). Dicha inducción se consigue generalmente por expresión forzada
de un gen específico, y este proceso se denomina también "induciendo células en células madre pluripotentes" en la
presente memoria.40

[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 sí solo o en combinación con otros factores, tales como
proteínas, polipéptidos y ARN codificados o no codificantes. Preferiblemente, el factor inductor de células madre es
un factor de transcripción, incluyendo Oct-3/4, los miembros de la familia Sox, los miembros de la familia Klf, los45
miembros de la familia Myc, Nanog, LIN28 y similares. Preferiblemente, el factor inductor de células madre se
selecciona de uno o más de Oct4, Klf4, Sox2 y c-myc. Más preferiblemente, el factor inductor de células madre
incluye al menos Oct4. En particular, el polipéptido es un polipéptido humano y/o de ratón.

[0037] El término "Oct4" utilizado aquí indica un miembro de la familia de factores de transcripción de octámero.50
Juega un papel crucial en el mantenimiento de la pluripotencia de las células. En las literaturas, Oct4 también se
llamó Oct3.

[0038] El término "Klf4" utilizado en la presente memoria indica un miembro de la familia de factores de
transcripción de tipo Krüppel.55

[0039] El término "Sox2" usado aquí indica un miembro de la familia de factores de transcripción de Sox.

[0040] El término "c-myc" utilizado aquí indica un factor de transcripción que es bien conocido por los expertos en
la técnica. Regula la expresión de muchos genes y recluta transacetilasa de histona. Sus mutaciones están60
relacionadas con muchos cánceres.

[0041] El término "modificación de las histonas" que se utiliza en el presente documento indica una variedad de
modificaciones a la histona, tales como acetilación, metilación, desmetilación, fosforilación, adenilación,
ubiquitinación y ribosilación de ADP. En particular, la modificación de histonas incluye la desmetilación de histona.65
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[0042] El término "objeto" utilizado aquí se refiere a mamíferos, 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, ratón, conejo y conejillo de
indias).

5
[0043] El término "consistencia", "por ciento de consistencia", "homología" o "identidad" usado aquí se refiere a la
identidad de secuencia entre dos secuencias de aminoácidos o secuencias de ácidos nucleicos. El porcentaje de
consistencia puede determinarse por la alineación de dos secuencias, y se refiere al número de residuos idénticos
(es decir, aminoácidos o nucleótidos) en posiciones comunes a las secuencias comparadas. La alineación y
comparación de secuencias pueden llevarse a cabo mediante los algoritmos estándar de la técnica (por ejemplo,10
Smith y Waterman, 1981, Adv. Appl. Math. 2: 482, Needleman y Wunsch, 1970, J. MoI, Biol. 48: 443, Pearson y
Lipman, 1988, Proc. Nat. Acad. Sci., USA, 85: 2444) o una versión computarizada de estos algoritmos (Wisconsin
Genetics Software Package Versión 7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, WI). La versión
computarizada está disponible públicamente como BLAST y FASTA. Además, el ENTREZ disponible en el Instituto
Nacional de Salud (Bethesda MD) se puede utilizar para la comparación de secuencias. Cuando se usan programas15
BLAST y BLAST con espacios, se pueden usar los parámetros por defecto de los programas respectivos (como
BLASTN, que está disponible en el sitio del Centro Nacional de Información Biotecnológica). En una realización, se
puede usar GCG con un peso de separación de 1 para determinar el porcentaje de identidad entre dos secuencias,
de tal manera que cada intervalo de aminoácidos se da un peso como si fuera un desajuste de aminoácido único
entre las dos secuencias. Alternativamente, puede utilizarse el programa ALIGN (versión 2.0), que forma parte del20
paquete de software de alineación de secuencias GCG (AccelryS,San Diego, CA).

[0044] El término "vector" usado aquí se utiliza en el significado bien conocido por los expertos en la técnica y
pueden ser un vector de expresión. El vector puede incluir virus (tales como poxvirus, adenovirus y baculovirus);
vectores de levadura, bacteriófagos, cromosomas, cromosomas artificiales, plásmidos, cósmidos, vectores de25
episoma y vectores de ARNm, o pueden ser sintetizados químicamente directamente. Preferiblemente, el vector de
virus es un vector retrovirus y/o lentivirus. Más preferentemente, el retrovirus es un vector pMXs.

[0045] El término "excesivo" utilizado aquí indica ser significativamente mayor que el nivel normal, y en particular
indica que la expresión de un polipéptido es estadísticamente significativamente mayor que en las células normales.30
Preferiblemente, es mayor en un 20%, 50%, 100%, 200%, o incluso 5, 10, o 100 veces.

[0046] El término "sobreexpresión" usado aquí indica que el nivel de expresión es significativamente mayor que el
nivel normal, y en particular indica que la expresión de un polipéptido es estadísticamente significativamente mayor
que en las células normales. Preferiblemente, es mayor en un 20%, 50%, 100%, 200%, o incluso 5, 10, o 100 veces.35
[0047] El término "incorporación" utilizado aquí indica un proceso para introducir sustancias exógenas (tales como
ácidos nucleicos o proteínas) en las células mediante, por ejemplo, transfección con fosfato cálcico, infección por el
virus, la transfección de liposomas, electroporación, pistola de genes o similares.

[0048] En este documento, la administración de un polipéptido exógeno en células pueden llevarse a cabo por40
diversos métodos, por ejemplo, por los transportistas o los factores de transporte, y preferiblemente, por liposoma,
fragmentos de polipéptidos bacterianos o similar (véase WO2002/079417, cuyo contenido se incorpora aquí como
referencia).

[0049] Las células que pueden utilizarse en el método de la presente invención son preferiblemente células de45
mamífero, y más preferiblemente células humanas y de ratón. En particular, las células son células somáticas, tales
como células epiteliales, células neurales, fibroblastos, células endoteliales, miocitos, células hematopoyéticas,
inmunocitos y linfocitos. Más particularmente, las células son células beta pancreáticas, células madre neurales
adultas, hepatocitos, células gástricas, células B maduras, células hematopoyéticas, meningocitos, células madre
derivadas de tejido adiposo, células sanguíneas de cordón, células CD34 positivas de sangre periférica y50
queratinocitos.

Ejemplo 1

1. Construcción de vectores que comprenden regiones de codificación Jhdm1a y Jhdm1b:55

a. Diseño de cebadores para la clonación

[0050] Los datos de la secuencia de ADNc de Jhdmla y Jhdm1b se obtuvieron de
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed, donde la secuencia de la región de clonación del ADNc Jhdmla es la SEQ ID60
NO: 1, y la secuencia de la región de clonación del ADNc de Jhdm1b es SEQ ID NO: 2. Las secuencias codificantes
de Jhdmla y Jhdm1b se amplificaron diseñando cebadores específicos.

La secuencia de bases de cebador Jhdm1a aguas arriba se muestra como SEQ ID NO: 3;
La secuencia de bases del cebador Jhdm1a aguas abajo se muestra como SEQ ID NO: 4;65
La secuencia de bases del cebador Jhdm1b aguas arriba se muestra como SEQ ID NO: 5;
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La secuencia de bases del cebador Jhdm1b aguas abajo se muestra como SEQ ID NO: 6;

b. Amplificación de secuencias de codificación por RT-PCR

[0051] ARNm totales se extrajeron a partir de fibroblastos de embriones de ratón aislados ICR (MEFs) y células5
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 solución salina normal (PBS) (Gibco), y la solución de
enjuague se desecha. A continuación, se añadió 1 ml de lisado celular Trizol (Takara) a la bandeja de cultivo y se
utilizó una pipeta para extraer la solución de mezcla resultante y soplar suavemente las células de modo que se
disolvieran completamente en el lisado. A continuación, se transfirieron a un tubo de centrıfuga de 1,5 ml claro para10
almacenarse a -80ºC o se sometieron inmediatamente a la siguiente etapa de extracción. Después, se añadieron
200 µl 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 centrifugó a 4°C a 12.000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se
extrajo cuidadosamente y se transfirió a un tubo de centrıfuga de 1,5 ml y luego se le añadió un volumen igual de
isopropanol. Se mezclaron bien, se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos y luego se15
centrifugaron a 4ºC a 12.000 rpm durante 5 minutos, momento en el que se encontró un pequeño precipitado blanco
en la parte inferior del tubo. El sobrenadante fue descartado cuidadosamente, y, a continuación, se añadieron 500 µl
de una solución de etanol al 80% en el tubo para enjuagar isopropanol residual. El tubo se centrifugó a 12.000 rpm
para eliminar la solución 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 continuación, se20
añadió 30-50 µl de agua doblemente destilada en el tubo de centrífuga para incubarse a 55°C durante 30 minutos.
Posteriormente, se extrajo el tubo y se midió la concentración de ARNms totales mediante un espectrofotómetro. Los
ARNm totales extraidos se almacenaron a -80ºC o se utilizaron directamente para preparar ADNc mediante
transcripción inversa para uso posterior.

25
[0052] El proceso y el método de transcripción inversa específicos son como sigue. En general, se tomaron 1 µg de
ARNm totales para la transcripción inversa, a la que se añadió oligodT (Takara), dNTP (Takara), RTace (Toyobo),
tampón 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 incubó a 98°C durante 5 minutos, y luego se
enfrió a la temperatura ambiente. Después de tener éxito la transcripción inversa, 0,5 µl de la reacción se sacó para30
actuar como molde para amplificar el gen diana por PCR utilizando los cebadores diseñados por el método anterior.
Los reactivos utilizados incluyen de alta fidelidad de la polimerasa KOD y su tampón (Toyobo), dNTPs (Takara), y
cebadores. El siguiente proceso se llevó a cabo en el instrumento PCR: desnaturalización a 96°C durante 5 minutos,
a 95°C durante 30 segundos, hibridación a 60°C durante 25 segundos, y elongación a 68°C durante 3,5 minutos; los
2-4 pasos se repitieron durante 32 veces.35

c. Construcción de plásmidos

[0053] Por favor refiérase a la FIG. 13. Después de que se completó la amplificación, el producto de la PCR se
sometió a electroforesis en gel de agarosa y los fragmentos de PCR se extrajeron usando un kit de extracción de gel40
(Tiangen, DP214-03). Se utilizó el vector pMXS (adquirido de Addgene, y se inserta con múltiples sitios de clonación
y secuencias de etiquetado FLAG). El vector pMXS modificado se llama pMXS-FLAG, la presentación plásmido del
cual se muestra en la FIG. 13. El vector se escindió con PmeI y se desfosforiló con fosfatasa de alcalina intestinal de
ternero (CIAP) para evitar su auto-ligación. El vector tratado se recuperó utilizando el kit de extracción de gel
(Tiangen, DP214-03) para su uso posterior. El vector pMX-FLAG y los fragmentos génicos de Jhdm1a/Jhdm1b se45
ligaron por un kit de ligación (Takara, ADN Ligation Kit), y después el producto de ligadura se utilizó para transformar
E. coli competente. Se seleccionaron los clones positivos, los plásmidos se extrajeron y se secuenciaron, y,
finalmente, los plásmidos se prepararon de una gran escala.

2. La introducción de las secuencias codificantes de Jhdm1a/Jhdm1b y el factor (factor de transcripción) inductor de50
células madre pluripotentes en fibroblastos embrionarios de ratón

[0054] A menos que se indique específicamente, la reprogramación de células somáticas basadas en ratón se llevó
a cabo mediante la siguiente manera en todos los casos.

55
Medio de cultivo

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

60
[0056] Medio inductor: la presente invención utiliza un medio inductor que es convencional en el laboratorio, y la
composición de un medio inductor preferido que incluye medio DMEM de alta glucosa (Gibco), 15% de suero bovino
fetal (FBS, Gibco), 0,1 mM de aminoácido no esencial (NEAA, Gibco), 2 mML-glutamina (Glutamax, Gibco), 1 mM de
piruvato sódico (Gibco), 55 µm β-mercaptoetanol (β-ME, Gibco), penicilina (50 U/ml) y estreptomicina (50 µg/ml),
factor inhibidor de leucemia 1000 U/ml (LIF, Millipore), y según sea necesario, 50 µg/ml de vitamina C (Sigma).65
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[0057] Medio de cultivo de células madre: la presente invención utiliza un medio de cultivo de células madre que es
convencional en el laboratorio, y preferiblemente el medio de cultivo celular mES, la composición de los cuales
consta de: medio DMEM de alta glucosa (Gibco) suplementado con 15 % de suero bovino fetal, 0,1 mM de
aminoácido no esencial (NEAA, Gibco), 2 mM L-glutamina (Glutamax, Gibco), 1 mM de piruvato sódico (Gibco), 55
µm β-mercaptoetanol (Gibco), penicilina (50 U/ml) y estreptomicina (50 µg/ml) y factor inhibidor de 1000 U/ml de5
leucemia (LIF, Millipore). 50 µg/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 composición de los cuales consta de: KNOCKOUT DMED (un10
medio basal con presión osmótica optimizada que es adecuado para el cultivo de células madre), un aditivo de KSR
al 15%, 0,1 mM de aminoácidos no esenciales (NEAA, Gibco), L-glutamina 2 mM (Glutamax, Gibco), 1 mM de
piruvato de sodio (Gibco), 55 µm β-mercaptoetanol (β-ME, Gibco), penicilina (50 U/ml) y estreptomicina (50 µg/ml),
factor inhibidor de la leucemia 1000 U/ml (LIF, Millipore). Todos los procesos iPS y clonación de los medios de
cultivo se complementan con factor de leucemia de ratón inhibitorio (LIF, Millipore, nombre comercial: ESGRO, un15
factor de crecimiento que inhibe la diferenciación de las células madre de ratón) a una concentración final de 1000
U/ml.

3. Células para reprogramación
20

[0059] Todas las células somáticas para la reprogramación son fibroblastos embrionarios de ratón OG2 (caseros), el
número de pases de los cuales no exceda de tres. Una propiedad del ratón OG2 es que no es una proteína de
fluorescencia verde (GFP) bajo el control del promotor de Oct4 que se expresa específicamente por las células
madre. En reprogramación, cuando se activa el Oct4 endógeno de los fibroblastos de embriones de OG2 de ratón, la
proteína de fluorescencia verde se expresa de forma concomitante. Como se observa a través de un microscopio de25
fluorescencia, las células reprogramadas con éxito o agregados de células clonadas son de color verde, y es fácil de
comparar las eficiencias de reprogramación en diferentes condiciones mediante la adición directamente hasta el
número de clones reprogramados, es decir, el número de clones de fluorescencia verde, o mediante el análisis de la
proporción de células de fluorescencia verde a través de un citómetro de flujo.

30
[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 reprogramación de ratón basado en la densidad y el estado de las células.

4. Preparación de virus35

[0061] Los factores de transcripción para la reprogramación incluyen el vector de retrovirus pMXS para el ADNc de
ratón Oct4, Sox2, Klf4 y c-Myc (de Addgene, plásmido numerado 13366, plásmido 13367, plásmido 13370, y
plásmido 13375 respectivamente); Oct4, NCBI número de acceso: NM_013663; Sox2, NCBI número de acceso:
NM_011443; Klf4, NCBI número de acceso: 010637; y c-Myc, número de acceso NCBI: NM_001177353. Los40
plásmidos del factor de reprogramación en el vector pMX se transfectaron en las células de empaquetamiento
virales (plato) mediante el uso de un reactivo de transfección con fosfato de calcio casero, y el proceso específico
es: células 7500000 PlatE se sembraron en una placa de cultivo de 10 cm de diámetro (Corning), y 12 horas más
tarde, el medio de cultivo viejo se sustituyó por 7,5 ml de un medio de cultivo libre de penicilina/estreptomicina, y
luego las células se colocaron en una incubadora. A continuación, la mezcla de transfección se preparó: 25 µg de los45
plásmidos se tomaron y se colocaron en un tubo de centrífuga de 15 ml, y a la mezcla 156,25 µl de 2 M de una
solución de cloruro de calcio se añadió secuencialmente y una cantidad apropiada de agua se añadió, además, por
lo que el volumen total de la misma era de 1,25 ml; que se mezclaron bien, y se añadieron 1,25 ml de una solución
de HBS a la misma; la mezcla resultante se mezcló bien inmediatamente, se dejó parada durante 2 minutos, y
después se añadió gota a gota en una bandeja de cultivo en placa y se mezcló bien. 9-12 horas después de la50
transfección, el medio de cultivo viejo se reemplazó por 10 ml de una solución de cultivo fresco; 48 horas después
de la transfección, se recogió la solución de cultivo y se filtró con 0,45 µm de membrana de filtro para usarse como
solución viral para primera infección; a la misma una solución de cultivo fresco se añadió 24 horas después, y se
volvió a recoger la solución de cultivo de esta manera para emplearse como solución viral para la segunda infección.

55
5. Infección de células MEF con el virus

[0062] La infección se llevó a cabo en dos rondas, en la que los factores inductores utilizados infectaron las células
de forma simultánea, cada pocillo de las placas de 12 pocillos fue infectado con 1 ml del virus, la segunda ronda de
la infección se llevó a cabo 24 horas después de la primera ronda de infección, y la solución viral fue reemplazada60
con el medio de MES de cultivo (como se describió anteriormente) 24 horas después de la segunda ronda de
infección. El día de la sustitución de la solución se registró como día 0 (DO); en diferentes puntos temporales
después de la infección, en los pocillos originales, se contó el número de clones de fluorescencia de GFP o se
analizó la proporción de células de fluorescencia GFP usando un citómetro de flujo como se requiere por el
experimento.65
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6. Cultivo de las células infectadas hasta la formación 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 alimentación (las células de la capa del alimentador son fibroblastos de ratón ICR tratados con mitamicina)5
en avance para cultivarse con el medio de cultivo KSR. En el día 2 después de la infección, el sistema de cultivo se
reemplazó con un medio de inducción fresco, y después, el medio inductor fue reemplazado todos los días hasta
que se completó el experimento.

[0064] En base al método anterior para la producción de clones de células madre, los experimentos se llevaron a10
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 combinación de Klf4, Sox2, c-Myc, y Oct4 se abrevia como SKOM.15
La combinación de Klf4, Sox2, y Oct4 se abrevia como SKO.
La combinación de Klf4 y Oct4 se abrevia como KO.
La combinación de Sox2 y Oct4 se abrevia como SO.
La combinación de Oct4 y Jhdm1b se abrevia como OB.

20
[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:25

Haciendo referencia a la FIG. 1, no importa si la vitamina C está presente o no, Jhdm1a o Jhdm1b obviamente
mejoraron la eficiencia de reprogramación, y en presencia de la vitamina C, la mejora era más significativa. FIG.
1 muestra los datos que Jhdm1a o Jhdm1b mejoraron la eficiencia de la inducción de células madre pluripotentes
como se ha mediado por SKO, en el que el control es un vector vacío pMXs-FLAG con ninguna secuencia del30
gen insertado en el mismo;
Haciendo referencia a la FIG. 2, no importa si la vitamina C está presente o no, Jhdmla o Jhdm1b obviamente
mejoraron la eficiencia de reprogramación, y en presencia de la vitamina C, la mejora era más significativa. FIG.
2 muestra los datos que Jhdmla o Jhdm1b mejoraron la eficiencia de la inducción de células madre pluripotentes
como se ha mediado por SKOM, en el que el control es un vector vacío pMXS-FLAG con ninguna secuencia del35
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
inducción de células madre pluripotentes sólo en la disponibilidad de SO, KO, o Oct4, en el que mESC + Vc
indica que el medio de cultivo utilizado en la inducción es medio de cultivo de células madre MES suplementado
con 50 µg/ml de vitamina C, y el control es un vector vacío pMXS-FLAG.40

[0068] Por lo tanto, la presente invención llega a una conclusión que Jhdm1a y Jhdm1b pueden mejorar
significativamente la eficiencia de la inducción de células madre pluripotentes, reducen en gran medida los tipos de
factores de transcripción necesarios para incorporarse mientras se mantiene una alta eficiencia de reprogramación,
que proporciona grandes ventajas para la reducción de la acumulación de mutaciones en las células reprogramadas45
y la reducción de su carcinogenecidad. Además, el método de la presente invención también mejora la operatividad
de la técnica de reprogramación, reduce la dificultad operativa, y facilita aplicaciones médicas posteriores.

Ejemplo 2
50

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

[0069] Como se muestra en la FIG. 3 y la FIG. 6 a la FIG. 10, una serie de experimentos de identificación se llevaron
a cabo en clones de células madre pluripotentes inducidas por Oct4 y Jhdm1b para verificar si son células iPS
(células madre pluripotentes inducidas). Los experimentos de identificación incluyen: PCR cuantitativa, el ensayo de55
inmunofluorescencia de sus marcadores de superficie, el análisis de grado de metilación promotora, la identificación
de cariotipos, formación de quimeras, y así sucesivamente.

Experimentos de PCR cuantitativos:
60

[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 reacción fueron 95°C, 2 minutos, 95°C, 10 segundos,
60°C, 30 segundos, leyendo el valor de fluorescencia, repitiéndose durante 40 ciclos.

Análisis de metilación de la región promotora65
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[0071] El análisis se llevó a cabo por secuenciación de bisulfito de sodio. Se extrajeron los ADN genómicos en las
células diana (Promega, Asistente® Genomic DNA Purification Kit), se midió la concentración, aproximadamente 2
µg de ADN se colocaron en un tubo EP de 1,5 ml donde se diluyeron con ddH20 a 50 µl, 5,5 µl de 3 M NaOH recién
preparada se añadió, y la solución resultante se trató en un baño de agua a 42°C durante 30 minutos; a
continuación, la solución se llevó a cabo, 30 µl de 10 mM hidioquinona (sigma) se añadió en la solución de la mezcla5
después del tratamiento de baño de agua, y después 520 µl de 3,6 M de bisulfito de sodio (Sigma, S9000) se añadió
adicionalmente en la solución después del tratamiento de baño de agua; el tubo de EP se envolvió con papel de
aluminio para evitar la luz, y la solución se mezcló bien mediante la rotación suave del tubo EP hacia arriba y hacia
abajo; 200 µl de aceite de parafina se añadió al mismo a fin de evitar la evaporación del agua y la oxidación, y la
solución se trató en un baño de agua a 50°C en la oscuridad durante 16 horas.10

[0072] A continuación, la punta de una pipeta se puso debajo de la capa de aceite de parafina para dibujar la
solución de la mezcla en un tubo de 1,5 ml de centrífuga clara, y los ADN modificados se recuperaron utilizando un
sistema de retracción y purificación de ADN Promega Wizard Cleanup (Promega, A7280) y, a continuación, se
almacena a -20°C o se somete a un experimento adicional. 50 ng de ADN anteriormente extraídos se tomaron como15
el molde para llevar a cabo la reacción de PCR. Después, el producto de PCR se recuperó por extracción 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 secuenciación para la secuenciación, y los
resultados se compararon con el análisis estadístico de la metilación de las islas CpG.

20
Identificación de cariotipo de las células iPS

[0073] La identificación de cariotipo de las células iPS se llevó 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 µg/ml de colchicina (disponible
comercialmente, con una concentración final de 0,1 µg/ml) se añadió. Se mezclaron bien, se cultivaron25
adicionalmente durante 2-3 horas, se transfirieron a un tubo de centrífuga de 10 ml, y después se centrifugó a 1500
a 2000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se descartó, y se añadió un 8 ml de una solución hipotónica (0,075
M KCI, precalentado a 37°C) al tubo. El precipitado de células se sopló homogenéamente y se colocó en una
incubadora a 37°C durante media hora. Se añadió 1 ml de un líquido estacionario recién preparado (una mezcla de
metanol y ácido acético glacial en una relación en volumen de 3:1, disponible comercialmente). La mezcla resultante30
se mezcló suavemente y se centrifugó a la misma velocidad de rotación para el mismo período de tiempo que la
anterior. El sobrenadante se extrajo. Se añadieron 8 ml de líquido 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 descartó, y se añadió un líquido estacionario fresco para fijar adicionalmente las células durante al
menos media hora (deseablemente durante la noche). Al precipitado celular obtenido después de la centrifugación y35
eliminación del sobrenadante, se añadió aproximadamente 0,2 ml de un líquido estacionario fresco, y la mezcla
resultante se mezcló bien. La suspensión de células resultante se dejó caer sobre portaobjetos pre-enfriados (es
aconsejable añadir 3 gotas de la suspensión de células en cada portaobjetos) que luego se cuecen en una lámpara
de alcohol. Las células después se enfriaron y se agruparon.

40
Prueba de blástula quimera

[0074] En la prueba de blástula quimera, se inyectaron células iPS en el blastocele de ratones donantes, y luego las
blástulas inyectadas se transplantaron a los úteros de ratones hembra pseudopreñados para hacer ratones
quiméricos. Si los ratones nacidos producen quimera se determinó en base al color de su pelaje.45

[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 amplificación de PCR de los ADN genómicos de clones de50
células madre pluripotentes muestran que, en los genomas de clones de células madre pluripotentes inducidas
por OB C4, C14, C15, y C16, solamente Oct4 está integrado con Jhdmlb, en el que el control es ADN genómico
extraído de células infectadas con Sox2, Klf4, Oct4, cMyc, y Jhdm1b, y MEF indica ADNs genómicos extraídos
de fibroblastos embrionarios de ratón;
Haciendo referencia a la FIG. 6, los resultados de la PCR cuantitativa muestran que los genes exógenos de los55
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 transcripción inversa de ARNm extraído de células
que han sido infectadas con Oct4 y Jhdm1b y se cultivaron durante 4 días, y MEF es fibroblasto embrionario de
ratón;
Consulte la FIG. 7. Como se muestra en la FIG. 7, los resultados de PCR en tiempo real cuantitativo muestran60
que los clones de células madre pluripotentes inducidas por OB C4, C14, C15, y C16 expresan genes
específicos de células madre embrionarias, en los que R1 es la línea de células madre embrionarias de ratón, y
MEF es fibroblastos embrionarios de ratón; el nivel de expresión de factores de transcripción de células madre
endógenas embrionarias en las células madre obtenidas mediante el uso de la combinación de Oct4 con Jhdm1b
era sustancialmente consistente con el en las células madre embrionarias. Esto indica que los clones de células65
madre pluripotentes inducidas por OB C4, C14, C15, y C16 expresan genes específicos 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
invención tienen las características 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 Rex1.5

[0077] Véase FIG. 9 que muestra el análisis de metilación de las islas CpG en la región 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.

10
[0078] Véase FIG. 10, que muestra el análisis de metilación de las islas CpG en la región promotora Nanog, en la
que OB-C14, OB-C15, y OB-C16 son tres células madre pluripotentes inducidas por Oct4 y Jhdm1b. Las partes
negras indican la metilación, y las partes blancas indican ausencia de metilación. 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 expresados15
específicamente por las células madre embrionarias y sus estados de expresión están estrechamente relacionados
con el destino de la célula. Estos resultados muestran que las células obtenidas mediante el uso del grupo OB
habían 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 invención tenían20
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 microfotografías de las células madre
pluripotentes inducidas finalmente formadas por Oct4 + Jhdm1b (abreviados como OB); b y e son las fotografías de25
la descendencia quimérica que se desarrollan después de las células madre pluripotentes inducidas finalmente
formadas por OB se inyectan en la blástula; c y f son fotógrafos 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 blástula. Esto
demuestra que las células madre obtenidas por el método de la presente invención pueden formar quimera, en la30
que las células del donante son células madre pluripotentes inducidas originadas a partir de células OG2/129,
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 línea germinal, lo que indica
que dichas células madre tienen buena calidad.

35
[0081] Determinación de las funcionalidades de variantes Jhdm1b:

Consulte la FIG. 12. Como se muestra en la FIG. 12, las variantes Jhdm1b que están mutadas no tienen la
actividad de mejorar la eficiencia de reprogramación, por lo que el dominio de unión de ADN(CXXC) y el dominio
catalítico (JMIC) de Jhdm1b son necesarios para la reprogramación y una falta de cualquiera de ellos dejará de40
promover el proceso de reprogramación. Es más, la combinación de Oct4 con Jhdm1b puede completar
reprogramación en un medio de cultivo común, y logra efectos más significativos en presencia de vitamina C.

45

50
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Reivindicaciones

1. Un método para aumentar la eficiencia de la inducción de células madre pluripotentes, que comprende las5
siguientes etapas:

a. la transferencia de un factor de transcripción y Jhdm1b en células adultas de mamífero que son luego
cultivadas en un medio inductor a inducir clones de células madre pluripotentes, en el que el factor de
transcripción es Oct4 solo, o una combinación de Oct4, Klf4, y Sox2, o una combinación de Oct4, Klf4, c-Myc, y10
Sox2;
b. el cultivo y la expansión 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 inducción de células madre pluripotentes, que comprende las15
siguientes etapas:

a. la transferencia de un factor de transcripción y Jhdm1b en células adultas de mamífero 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 transcripción es Oct4 solo, o una combinación de Oct4 y Sox2, o una combinación de Oct4 y20
Klf4, o una combinación de Oct4, Klf4, y Sox2;
b. el cultivo y la expansión 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 inducción de células madre pluripotentes de la reivindicación 2, que25
comprende los pasos siguientes:

a. la transferencia de un factor de transcripción y Jhdm1b en células adultas de mamífero 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 transcripción es Oct4 solo, o una combinación de Oct4 y Sox2, o una combinación de Oct4 y30
Klf4, o una combinación de Oct4, Klf4, y Sox2;
b. el cultivo y la expansión 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 inducción de células madre pluripotentes de la reivindicación 2,35
caracterizado porque el factor de transcripción y Jhdm1b se codifican o no codificante ARN, proteínas o
polipéptidos capaces de inducir células madre pluripotentes.

5. El método para aumentar la eficiencia de la inducción de células madre pluripotentes de una cualquiera de la
reivindicación 3 o 4, caracterizado porque la transferencia de Jhdm1b en células adultas de mamífero se consigue40
mediante la incorporación de un vector capaz de expresar Jhdm1b en las células.

6. El método para aumentar la eficiencia de la inducción de células madre pluripotentes de la reivindicación 5,
caracterizado porque el vector es un vector viral, un vector plásmido, un vector episomal, o un vector de ARNm, o
se sintetiza químicamente directamente.45

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

8. El método para aumentar la eficiencia de la inducción de células madre pluripotentes de la reivindicación 1,50
caracterizado porque el Jhdm1b es un polipéptido para la modificación de desmetilación.

9. El método para aumentar la eficiencia de la inducción de células madre pluripotentes de la reivindicación 1,
caracterizado porque las células adultas de mamífero son fibroblastos, células neuronales, células
hematopoyéticas y células neurogliales.55

10. El método para aumentar la eficiencia de la inducción de células madre pluripotentes de la reivindicación 1,
caracterizado porque las células adultas de mamífero son fibroblastos embrionarios de ratón.

11. Un método para aumentar la eficiencia de la inducción de células madre pluripotentes, que comprende las60
siguientes etapas:

a. la transferencia de un factor de transcripción, Jhdmlb, y Jhdmla en células adultas de mamífero que son luego
cultivadas en un medio inductor a inducir clones de células madre pluripotentes, en el que el factor de
transcripción es Oct4 solo, o una combinación de Oct4 y Sox2, o una combinación de Oct4 y Klf4, o una65
combinación de Oct4, Klf4, y Sox2;
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b. el cultivo y la expansión 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 inducción de células madre pluripotentes de la reivindicación 11,
comprendiendo las siguientes etapas:5

a. la transferencia de un factor de transcripción, Jhdmlb, y Jhdmla en células adultas de mamífero 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 transcripción es Oct4;
b. el cultivo y la expansión de los clones de células madre pluripotentes inducidos en un medio de cultivo de10
células madre que contiene vitamina C.

15
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