ES 2628912 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 628 912
Eint. a1

C12N 5/071 (2010.01)
C12N 5/10 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  31.03.2012  E 13167122 (4)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 22.03.2017  EP 2778222

T|’tu|o: Método para aumentar la eficacia de induccién de células madre pluripotentes

Prioridad: @ Titular/es:

21.10.2011 CN 201110323779 GUANGZHOU INSTITUTE OF BIOMEDICINE AND
HEALTH, CHINESE ACADEMY OF SCIENCES
(100.0%)

190 Kai Yuan Avenue, Science Park

Guangzhou, Guangdong 510530, CN

@ Inventor/es:

PEI, DUANQING y
WANG, TAO

Agente/Representante:
ARIAS SANZ, Juan

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccién de la patente:
04.08.2017

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2628912 T3

DESCRIPCION
Método para aumentar la eficacia de induccién de células madre pluripotentes
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para aumentar la eficacia de induccion de células madre pluripotentes,
y mas particularmente, a un método para aumentar la eficacia de induccion de células madre pluripotentes utilizando
genes Jhdm1a que modifican histona.

Antecedentes de la invencion

China es un pais populoso en el mundo y también tiene el mayor nimero de pérdidas, dafos, insuficiencias y
trastornos funcionales de érganos como resultado de traumatismo, enfermedad, envejecimiento y herencia. Las
terapias médicas clasicas basadas en farmacos y cirugias no han satisfecho la tremenda demanda de medicina
clinica. Como resultado, la investigaciéon sobre las células madre y la medicina regenerativa atrae la atencion de
numerosas entidades de investigacion y todos los sectores de la sociedad.

La terapia de trasplante de células constituye una importante direccion de investigacion de la medicina regenerativa,
y pueden usarse tipos especificos de trasplantes de células para tratar lesion cardiaca, enfermedades degenerativas
del sistema nervioso, lesion de la columna vertebral, insuficiencia renal, enfermedades del sistema hematoldgico,
etc. Sin embargo, la terapia de trasplante de células se enfrenta a muchos problemas intrincados tales como
rechazo de injerto y fuentes limitadas de células.

La célula madre es un tipo de célula que puede renovarse por si misma y que puede diferenciarse en diversas
células funcionales en determinadas condiciones. Basandose en su fase 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 se diferencia completamente y tiene una funcién potencial para
regenerarse en diversos tejidos y érganos en el cuerpo humano, por lo que se denomina “célula universal” en el
campo de la medicina.

Con el fin de resolver los problemas encontrados en la terapia de trasplante de células, la transformacién del destino
celular atrae la atencién de mas y mas cientificos. Aunque la determinacion de la diferenciacién y el destino
celulares siempre se ha considerado un proceso irreversible y estable en el proceso de desarrollo, cada vez hay mas
evidencias in vitro que muestran que este proceso es reversible.

El estudio sobre la regulacion del destino celular sélo esta en estado de investigacion de laboratorio y esta lejos del
ensayo clinico. Estas células transformadas obtenidas a través de la sobreexpresion de factores de transcripcion
todavia tienen muchos problemas de aplicacion, por ejemplo, integracion de secuencias virales, oncogenicidad
potencial, la pureza de las células transdiferenciadas resultantes, y si pueden reponer células normales que resultan
dafiadas en determinadas condiciones y desempenar sus papeles adecuados en el organismo.

La célula madre pluripotente inducida (iPS) es un tipo de célula que se asemeja a la célula madre embrionaria y
tiene totipontencia de desarrollo. Adquiere las propiedades de la célula madre induciendo a la célula somatica a
través de inducir genes enriquecidos en ES especificos. En 2006, el cientifico japonés Yamanaka introdujo 24 genes
candidatos en fibroblastos de ratéon usando un vector basado en retrovirus, examiné las células positivas para
FBX15 por medio de determinar la resistencia de G418 a clones de iPS aislados similares a las células madre
embrionarias, y finalmente identificé que 4 factores incluyendo Oct3/4, Sox2, c-Myc y KIif4 son suficientes para
inducir células FBX15-iPS de ratén; en comparacion con las células madre embrionarias, estas células son similares
a las células madre embrionarias en los aspectos de forma del clon, capacidad de proliferaciéon y capacidad para
formar un teratoma, pero son diferentes de las células madre embrionarias en lo que se refiere a la expresion génica
y al perfil de metilacién gendémica y no pueden obtener ratones quiméricos vivos. Después, este grupo y otros dos
grupos cambiaron el método de examen, y usaron Nanog como patrén y obtuvieron iPS que son similares a las
células madre embrionarias en muchos aspectos y estas iPS pueden producir descendencia quimérica.
Recientemente, los dos grupos de investigacion confirmaron independientemente, mediante una prueba de
complementacion tetraploide, que las células iPS de raton pueden desarrollarse en un individuo y poseen
totipotencia de desarrollo.

Siguiendo el método de inducir IPS de ratén, en 2007, cada uno de los dos grupos, Yamanaka [8] y Yu Junying [9],
reprogramaron satisfactoriamente células somaticas humanas para dar células iPS, en las que los primeros
transdujeron Oct3/4, Sox2, c-Myc y KiIf4 en fibroblastos epidérmicos humanos usando un retrovirus, mientras que los
segundos incorporaron Otc3/4, Sox2, Nanog y Lin28 en células de prepucio usando un lentivirus. Tanto el analisis
del perfil de expresion génica como el analisis sobre la metilacion de las regiones promotoras de los genes Oct3/4 y
Nanog mostraron que la linea celular iPS humana es muy similar a la linea de células madre embrionaria
correspondiente, y todas las células pueden desarrollarse dando 3 capas germinales cuando se inyectan en el
organismo de un ratén atimico. Ademas, las células somaticas pueden inducirse satisfactoriamente para dar IPS en
rata, cerdo y mono, ademas de en raton y ser humano.
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Las células que pueden reprogramarse satisfactoriamente no sélo se limitan a fibroblastos, y también pueden
inducirse satisfactoriamente muchos otros tipos de células adultas para dar células iPS, incluyendo células beta del
pancreas, células madre neuronales adultas, hepatocitos, células gastricas, células B maduras, células
hematopoyéticas, meningocitos, células madre derivadas de tejido adiposo, células de sangre del cordon umbilical,
células positivas para CD34 de sangre periférica y queratinocitos. Para las células en diferentes fases de
diferenciacion, las dificultades para inducirlas y reprogramarlas para dar IPS son diferentes. Pongamos las células
hematopoyéticas de ratén como ejemplo: la eficacia de reprogramacion de las células madre hematopoyéticas y de
las células progenitoras hematopoyéticas puede ser de hasta 28 que es 300 veces la de las células T y las células B
diferenciadas de manera terminal.

En la induccidon de IPS, a menudo incorporar un gen exogeno en las células por medio de un retrovirus y un
lentivirus es lo que proporciona una eficacia de transduccion génica muy alta. Sin embargo, la integracion de la
secuencia viral en el genoma de la célula puede dar como resultado mutagénesis por insercion génica e incluso
carcinogénesis, por lo que este método de introduccién de genes que tiene riesgos potenciales es obviamente
desfavorable para su aplicacién en la técnica de iPS en el campo de la medicina regenerativa. Por tanto, un grupo
de estudio diferente usé vectores de no integracion para inducir IPS y tuvieron éxito. Estos factores incluyen un
vector de adenovirus, un vector de expresion comun, un transposon, un vector de episoma y un vector de ADN de
ADN minicircular.

Tanto la combinacion de Sox2, Klif4, Oct3/4 y c-Myc como la combinacion de Sox2, Oct3/4, Nanog y Lin28 pueden
inducir satisfactoriamente la generacion de IPS. Estudios adicionales encontraron que c-Myc no es esencial para
reprogramacion y los tres factores de transcripcion incluyendo Sox2, Kif4 y Oct3/4 son suficientes para accionar la
reprogramacion de células somaticas humanas y de ratén. Las células madre neurales expresan endégenamente
altos niveles de Sox2, Kif4 y c-Myc, por lo que solo es necesario incorporar Oct3/4 exdgeno con el fin de inducir
satisfactoriamente IPS. Entre los factores de transcripcion usados en la reprogramacion, Sox2, KlIf4 y c-Myc pueden
sustituirse todos ellos por otros miembros de la misma familia, por ejemplo, Kif2 y KIif5 pueden sustituir a Kif4; Sox1 y
Sox3 pueden sustituir a Sox2; N-Myc y L-Myc pueden sustituir a c-Myc; pero Oct1 y Oct6 no pueden sustituir a Oct4.
Esrrb se une directamente a la proteina Oct3/4 para regular la auto-regeneracion y la totipotencia de las células
madre, y en la reprogramacion, Esrrb puede sustituir a KiIf4 para inducir IPS en combinacién con Sox 2 y Oct3/4.
Oct3/4 es un factor de factor de transcripcion muy importante en la reprogramacion. Estudios recientes encontraron
que los receptores nucleares LRH-1 (Nr5a2) y Nr5a1 pueden sustituir a Oct3/4 y pueden inducir células adultas de
ratén para dar IPS en combinacion con Kif4 y Sox2.

Sin embargo, hasta ahora, hay varias combinaciones diferentes de factores de transcripciéon que pueden
reprogramarse, incluyendo Oct4, Kif4, Sox2 y C-Myc; Oct4, Nanog, Lin28, Sox2; Sox2, KIf4, y Lrh1; Oct4 y bmil, asi
como genes relacionados con la reprogramacion tales como esrrb y tbx3. Para las combinaciones de factores de
transcripcion requeridas por métodos de reprogramacion existentes, es necesario incorporar hasta 3 6 4 factores de
transcripcion y la eficacia de induccion es baja. Como reducir el nimero de factores de transcripcion a la vez que se
mantiene una alta eficacia de reprogramacion es de mayor importancia para reducir la acumulacion de mutaciones
celulares en la reprogramacion y para mejorar la capacidad de funcionamiento de la técnica de reprogramacion.
Ademas, la busqueda de genes que sustituyan a factores de transcripcion comunes facilita el estudio del mecanismo
de reprogramacion y la mejora de la técnica de reprogramacion.

Sumario de la invenciéon

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar un método de reducir el nimero de factores de transcripcion a
la vez que se mantiene una alta eficacia de reprogramacion, reduciendo la acumulacion de mutaciones de célula en
la reprogramacion y mejorando la capacidad de funcionamiento de la técnica de reprogramacion.

Para lograr este objetivo, se adopta la siguiente solucién técnica para proporcionar un método para aumentar la
eficacia de inducciéon de células madre pluripotentes, que comprende las etapas siguientes:

a. transferir un factor de transcripcion y Jhdm1a a células adultas de mamifero que entonces se cultivan en un medio
de induccién para inducir clones de células madre pluripotentes, en el que las células adultas de mamifero son
fibroblastos embrionarios de ratén, el medio de induccién incluye medio DMEM con alto contenido en glucosa, suero
bovino fetal 15, aminoacidos no esenciales 0,1 mM, L-glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM, B-mercaptoetanol
55 uM, penicilina 50 U/ml, estreptomicina 50 ug/ml y factor inhibidor de leucemia 1000 U/ml, y el factor de
transcripcion es una combinacion de Oct4, Kif4 y Sox2, o una combinacion de Oct4, Kif4, Sox2 y C-Myc.

Preferiblemente, el método comprende ademas la etapa b: cultivar y expandir los clones de células madre
pluripotentes inducidas en un medio de cultivo de células madre que es el medio de induccién tal como se describe
en la etapa a.

Preferiblemente, la transferencia de Jhdm1a a células adultas de mamifero en el método mencionado anteriormente
se logra mediante la incorporacién de un vector que puede expresar Jhdm1a en las células.

Preferiblemente, el vector en el método mencionado anteriormente es un vector viral y un vector de plasmido.
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Preferiblemente, el vector viral en el método mencionado anteriormente es un retrovirus que es un vector pMXs.

Otra solucién técnica de la presente invencién es proporcionar un método para aumentar la eficacia de induccién de
células madre pluripotentes, que comprende las etapas siguientes:

a. transferir un factor de transcripcion y Jhdm1a a células adultas de mamifero que entonces se cultivan en un medio
de induccién para inducir clones de células madre pluripotentes, en el que las células adultas de mamifero son
fibroblastos embrionarios de ratén, el medio de induccién incluye medio DMEM con alto contenido en glucosa, suero
bovino fetal 15, aminoacidos no esenciales 0,1 mM, L-glutamina 2 mM, piruvato sédico 1 mM, B-mercaptoetanol 55
M, penicilina 50 U/ml, estreptomicina 50 pg/ml, factor inhibidor de leucemia 1000 U/ml y, y el factor de transcripcion
es Oct4 solo, o una combinacion de Oct4 y Sox2, o una combinacion de Oct4 y KIf4, o una combinacién de Oct4,
KlIf4 y Sox2, o una combinacion de Oct4, Kif4, Sox2 y C-Myc.

Preferiblemente, el método mencionado anteriormente comprende ademas la etapa b: cultivar y expandir los clones
de células madre pluripotentes inducidas en un medio de cultivo de células madre que es el medio de induccion tal
como se describe en la etapa a.

Preferiblemente, la transferencia de Jhdm1a a células adultas de mamifero en el método mencionado anteriormente
se logra mediante la incorporacién de un vector que puede expresar Jhdm1a en las células.

Preferiblemente, el vector en el método mencionado anteriormente es un vector viral y un vector de plasmido.
Preferiblemente, el vector viral en el método mencionado anteriormente es un retrovirus que es un vector pMXs.

Los efectos beneficiosos de la presente invencion son los siguientes: utilizando los polipéptidos Jhdm1b y Jhdm1a
que modifican histona, y un factor de induccién de células madre, la presente invencién aumenta la eficacia de
induccion de células madre pluripotentes y aumenta la calidad de las células madre pluripotentes inducidas. El
presente método logra mejores efectos usando menos tipos de factores de induccion de células madre en
comparacion con los métodos existentes de inducir células madre pluripotentes. Preferiblemente, el método de la
presente invencion usa Oct4, KIf4 y Sox2, Oct4 y Kif4, Oct4 y Sox2 u Oct4 solo. El método de la presente invencion
comprende ademas exponer las células a vitamina C, lo que aumenta adicionalmente la eficacia de induccién de
células madre pluripotentes en comparacién con el caso en que no se usa vitamina C. Mediante el uso de menos
factores de reduccion de células madre, el método de la presente invencién reduce la carcinogénesis potencial,
obtiene una alta eficacia de induccion y proporciona células madre pluripotentes inducidas de alta calidad que
pueden realizar transmisién de linea germinal.

Breve descripcion de dibujos

La figura 1 muestra datos que indican que Jhdm1a o Jhdm1b aumenta la eficacia de induccién de células madre
pluripotentes mediada por SKO, en los que el control es un vector vacio pMXs-FLAG donde no se inserta ninguna
secuencia génica;

la figura 2 muestra datos que indican que Jhdm1a o Jhdm1b promueve la eficacia de reprogramacién mediada por
SKOM;

la figura 3 muestra que en presencia de vitamina C, Jhdm1a y Jhdm1b actdan juntos para permitir la reprogramacion
usando so6lo SO, KO y Oct4;

en la figura 4, a y d son microfotografias de las células madre pluripotentes inducidas que se forman finalmente
usando Oct4+Jhdm1b (abreviado como OB); b y e son fotografias de descendencia quimérica que se desarrolla una
vez que las células madre pluripotentes inducidas formadas finalmente usando OB se inyectan en la blastula; ycy f
son fotografias de la descendencia que se genera una vez que las quimeras se aparean con ratones de tipo
silvestre, en las que las quimeras se desarrollan una vez que las células madre pluripotentes inducidas formadas
finalmente usando OB se inyectan en la blastula);

la figura 5 muestra los resultados de la amplificacion por PCR de los ADN gendmicos de los clones de células madre
pluripotentes, que indican que en los genomas de los clones de células madre pluripotentes inducidas por OB C4,
C14, C15 y C16, solo se integran Oct4 y Jhdm1b, en los que el control son los ADN gendémicos extraidos de células
infectadas con Sox2, Kif4, Oct4, c-Myc y Jhdm1b, y MEF indica ADN gendmicos extraidos de fibroblastos
embrionarios de ratén;

la figura 6 muestra los resultados de la PCR cuantitativa, que indican que los genes exdgenos de los clones de
células madre pluripotentes inducidas por OB C4, C14, C15 y C16 se expresan de manera silenciosa, en los que el
control de OB D4 es un molde de ADNc obtenido mediante transcripciéon inversa de ARNm extraidos de las células
que se han infectado con Oct4 y Jhdm1b y se han cultivado durante 4 dias, y MEF es el fibroblasto embrionario de
raton;

la figura 7 muestra los resultados de la PCR cuantitativa en tiempo real, que indican que los clones de células madre
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pluripotentes inducidas por OB C4, C14, C15 y C16 expresan genes especificos de células madre embrionarias, en
los que R1 es la linea de células madre embrionarias de ratéon y MEF es el fibroblasto embrionario de ratén;

la figura 8 muestra los resultados de inmunofluorescencia, que indican que el clon de células madre pluripotentes
inducidas por OB, C14 expresa el gen especifico de células madre embrionarias Rex1 y el marcador de superficie
especifico de células madre embrionarias SSEA-1, en la que Marcador representa una molécula marcadora
especifica de células madre (es decir, Rex1 o SSEA-1);

la figura 9 muestra los resultados de analisis de la metilacion medida de CpG en una region de Oct4 adyacente al
promotor en fibroblastos embrionarios de ratén y células madre pluripotentes inducidas;

la figura 10 muestra los resultados de analisis de la metilacion medida de CpG en una region de Nanog adyacente al
promotor en fibroblastos embrionarios de ratén y células madre pluripotentes inducidas;

la figura 11 muestra los cariogramas de células madre pluripotentes inducidas por Oct4 y Jhdm1b;

la figura 12 muestra las eficacias de inducir células madre pluripotentes mediante los diversos mutantes de Jhdm1b.
La mutacién de Jmjc implica mutar histidina en la posiciéon 221, isoleucina en la posicion 222 y acido aspartico en la
posicidn 223 para dar alanina; la mutacion de CxxC implica mutar cisteina en las posiciones 586, 589 y 592 para dar
alanina;

la figura 13 muestra el espectro del plasmido pMXs-FLAG.
Descripcion detallada de la invenciéon

Todos los términos técnicos usados en el presente documento tienen los mismos significados que entienden los
expertos habituales en la técnica. Para las definiciones y los términos de la técnica, un experto puede hacer
referencia a, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, editado por by Ausubel, et al, John Wiley & Sons,
2009. Las abreviaturas de residuos de aminoacido son los cédigos convencionales de 3 letras y/o 1 letra que se
usan en la técnica para representar uno de los 20 L-aminoacidos comunes.

A pesar de las aproximaciones de parametros e intervalos numéricos mostradas en el amplio alcance de la presente
invencion, los valores mostrados en las realizaciones especificas deben registrarse de la manera mas exacta
posible. Sin embargo, inevitablemente, cualquier valor debe contener un error determinado por si mismo, que es
atribuible a sus desviaciones estandar presentes en sus mediciones respectivas. Ademas, debe interpretarse que
todos los intervalos dados a conocer en el presente documento cubren cualquier subintervalo de los mismos.

Los términos “polipéptido” y “proteina” usados en el presente documento pueden usarse de manera intercambiable
para indicar una serie de al menos dos residuos de aminoacido que se interconectan entre si a través de un enlace
covalente (por ejemplo, enlace peptidico), que pueden ser polipéptidos recombinantes, polipéptidos naturales o
polipéptidos sintéticos. Particularmente, los polipéptidos descritos en el presente documento son polipéptidos de ser
humano y/o ratén.

Los términos “variante”, “variante de polipéptido” o “analogo” usados en el presente documento indican un
polipéptido que es diferente del polipéptido original en la secuencia de aminoacidos en una o mas sustituciones,
deleciones, inserciones, fusiones, truncamientos o cualquier combinacién de los mismos. El polipéptido variante
puede ser completamente funcional o puede carecer de una o mas funciones activas. El término “variante funcional”
usado en el presente documento sélo contiene, por ejemplo, cambios conservadores o los cambios en residuos no
criticos o regiones no criticas, y conserva las funciones del polipéptido original. La variante funcional puede contener
adicionalmente la sustitucién de aminoacidos similares, lo que da como resultado funciones sin cambiar o cambios
de funcién insignificantes. Los aminoacidos que son importantes para las funciones pueden identificarse mediante
métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, mutagénesis dirigida al sitio o mutagénesis por glicina (Cunningham,
B. y Wells, J., Science, 244: 1081-1085, 1989). Los sitios que son cruciales para la actividad del polipéptido puede
determinarse, por ejemplo, mediante analisis estructural tale como cristalizacion, resonancia magnética nuclear o
marcaje de fotoafinidad (Smith, L. ef al., J. Mol. Biol., 224: 899-904, 1992; de Vos, A. et al., Science, 255: 306-312,
1992).

En algunas realizaciones de la presente invencion, las variantes de Jhdm1a se seleccionan de polipéptidos que
comprenden una secuencia de aminoacidos que es homologa en al menos 70 (preferiblemente 80, 90, 95, 98 y 99) a
la secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO: 1. En otras realizaciones de la presente invencion, las
variantes de Jhdm1b se seleccionan de polipéptidos que comprende una secuencia de aminoacidos que es
homologa en al menos 70 (preferiblemente 80, 90, 95, 98 y 99) a la secuencia de aminoacidos codificada por SEQ
ID NO: 2. La secuencia de aminoacidos codificada por Jndm1a es SEQ ID NO: 7.

El término “fragmento” usado en el presente documento se refiere a una molécula que es sélo una parte de una
secuencia de longitud completa. Por ejemplo, un fragmento polipeptidico de Jhdm1b es Jhdm1b truncado. Los
fragmentos pueden contener una secuencia de cualquier extremo de la secuencia de longitud o una secuencia del
centro de la secuencia de longitud completa. El fragmento puede ser un “fragmento funcional”, por ejemplo, un
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fragmento que conserva una o mas funciones del polipéptido de longitud completa. El término “fragmento funcional”
usado en el presente documento indica que dicho fragmento conserva las funciones del polipéptido de longitud
completa, por ejemplo, inducir células madre pluripotentes o aumentar la eficacia de inducir células madre
pluripotentes.

A menos que se indique otra cosa, cuando se mencionan polipéptidos, acidos nucleicos u otras moléculas en el
presente documento, incluyen variantes funcionales y fragmentos funcionales. Por ejemplo, Jhdm1b y Jhdm1a
indican ademas las variantes funcionales y los fragmentos funcionales de Jhdm1b y Jhdm1a naturales,
respectivamente.

El término “Jhdm1b” usado en el presente documento puede indicar un miembro de la familia de la histona
desmetilasa que contiene el dominio JmjC (JHDM) que esta conservada evolutivamente y se expresa ampliamente.
También se denomina Fox110. En particular, dicho polipéptido es un polipéptido de ser humano y/o ratén.

El término “Jhdm1a” usado en el presente documento puede indicar otro miembro de la familia de la histona
desmetilasa que contiene el dominio JmjC (JHDM). También se denomina Fbx111. En particular, dicho polipéptido
es un polipéptido de ser humano y/o ratén.

El término “células madre pluripotentes inducidas” o “IPS” usado en el presente documento puede usarse de manera
intercambiable para indicar células madre pluripotentes obtenidas induciendo artificialmente células no pluripotentes
(tales como células somaticas). Dicha induccién se logra generalmente mediante la expresion forzada de un gen
especifico, y este procedimiento también se denomina “inducir células en células madre pluripotentes” en el presente
documento.

El término “factor de induccion de células madre” usado en el presente documento indica un factor que puede inducir
células para dar células madre pluripotentes por si mismo solo o en combinacién con otros factores, tales como
proteinas, polipéptidos y ARN codificado o no codificante. Preferiblemente, el factor de induccién 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 de induccion de células madre se
selecciona de uno o mas de Oct4, Kif4, Sox2 y C-Myc. Mas preferiblemente, el factor de induccién de células madre
incluye al menos Oct4. En particular, el polipéptido es un polipéptido de ser humano y/o ratén.

El término “Oct4” usado en el presente documento indica un miembro de la familia de factores de transcripcion de
octameros. Desempefia un papel crucial en mantener la pluripotencia de las células. En la bibliografia, Oct4 también
se denomina Oct3.

El término “Kif4” usado en el presente documento indica un miembro de la familia de tipo Kriippel de factores de
transcripcion.

El término “Sox2” usado en el presente documento indica un miembro de la familia de Sox de factores de
transcripcion.

El término “c-myc” usado en el presente documento indica un factor de transcripcion que conocen bien los expertos
en la técnica. Regula la expresién de muchos genes y capta histona transacetilasa. Sus mutaciones estan
relacionadas con muchos canceres.

El término “modificaciéon de histona” usado en el presente documento indica una variedad de modificaciones para
histona, tal como acetilacion, metilacion, desmetilacion, fosforilacion, adenilacion, ubiquitinacion y ADP-ribosilacion.
En particular, la modificacion de histona incluye la desmetilacion de histona.

El término “objeto” usado en el presente documento 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, oveja, cerdo y caballo) o animales de laboratorio (tales como mono, rata, ratén, conejo y cobaya).

» o« » o«

El término “consistencia”, “porcentaje de consistencia”, “homologia” o “identidad” usado en el presente documento se
refiere a la identidad de secuencia entre dos secuencias de aminoacidos o secuencias de acido nucleico. El
porcentaje de consistencia puede determinarse mediante la alineacion de dos secuencias, y se refiere al numero de
residuos idénticos (es decir, aminoacidos o nucleétidos) en las posiciones comunes a las secuencias comparadas.
La alineaciéon y comparacion de secuencias puede llevarse a cabo mediante los algoritmos convencionales 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. Natl. Acad. Sci., USA, 85:2444) o una version computerizada de esos
algoritmos (Wisconsin Genetics Software Package Release 7.0, Genetics Computer Group 575 Science Drive,
Madison, WI). La version computerizada esta disponible publicamente como BLAST y FASTA. Adicionalmente,
ENTREZ disponible del Instituto Nacional de Salud (Betesda MD) puede usarse para comparacion de secuencias.
Cuando se usan los programas BLAST y BLAST con huecos, pueden usarse los parametros por defecto de los
programas respectivos (tal como BLASTN, que esta disponible del sitio de internet del Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica). En una realizacion, puede usarse GCG con valor de hueco de 1 para determinar el
porcentaje de identidad entre dos secuencias, de manera que a cada hueco de aminoacido se le da un valor como si
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fuera un apareamiento erréneo de un solo aminoacido entre las dos secuencias. Alternativamente, puede usarse el
programa ALIGN (version 2.0), que es forma parte del paquete de software de alineacion de secuencias GCG
(Accelrys, San Diego, CA).

El término “vector” usado en el presente documento se usa en el significado bien conocido por los expertos en la
técnica y puede ser un vector de expresion. El vector puede incluir virus (tales como poxvirus, adenovirus y
baculovirus); vectores de levadura, bacteriéfagos, cromosomas, cromosomas artificiales, plasmidos, cosmidos,
vectores de episomas y vectores de ARNm, o pueden sintetizarse quimicamente de manera directa.
Preferiblemente, el vector de virus es un vector de retrovirus y/o lentivirus. Mas preferiblemente, el retrovirus es un
vector pMXs.

El término “excesivo” usado en el presente documento indica que se encuentra en una cantidad significativamente
mayor que el nivel normal, e indica particularmente que la expresion de un polipéptido es estadisticamente mayor de
manera significativa que en células normales. Preferiblemente, es mayor en 20, 50, 100, 200 o incluso 5, 10 6 100
veces.

El término “sobreexpresion” usado en el presente documento indica que el nivel de expresion es significativamente
mayor que el nivel normal, e indica particularmente que la expresion de un polipéptido es estadisticamente mayor de
manera significativa que en células normales. Preferiblemente, es mayor en 20, 50, 100, 200 o incluso 5, 10 6 100
veces.

El término “incorporacién” usado en el presente documento indica a procedimiento para introducir sustancias
exogenas (tales como acidos nucleicos o proteinas) en células mediante por ejemplo, transfeccion de fosfato de
calcio, infeccion de virus, transfeccion de liposomas, electroporacion, pistola génica o similares.

En el presente documento, la administracién de un polipéptido exégeno a las células puede llevarse a cabo
mediante diversos métodos, por ejemplo, mediante transportadores o factores de transporte, y preferiblemente,
mediante liposomas, fragmentos polipeptidicos bacterianos o similares (véase el documento W02002/079417, cuyo
contenido se incorpora al presente documento como referencia).

Las células que pueden usarse en el método de la presente invencion son preferiblemente células de mamifero, y
mas preferiblemente células de ser humano y ratéon. En particular, las células son células somaticas, tal como
células epiteliales, células neurales, fibroblastos, células endoteliales, miocitos, células hematopoyéticas,
inmunocitos y linfocitos. Mas particularmente, las células son células beta pancreaticas, células madre neuronales
adultas, hepatocitos, células gastricas, células B maduras, células hematopoyéticas, meningocitos, células madre
derivadas de tejido adiposo, células de sangre de cordon umbilical, células positivas para CD34 de sangre periférica
y queratinocitos.

Ejemplo 1
1. Construccioén de vectores que comprenden regiones codificantes Jhdm1a y Jhdm1b:
a. Disefio de cebadores para clonacién

Se obtuvieron los datos de secuencia de ADNc de Jhdm1a y Jhdm1b de http://www.ncbi.him.nih.gov/pubmed, en los
que la secuencia de la region codificante del ADNc de Jhdm1a es SEQ ID NO: 1, y la secuencia de la region
codificante del ADNc de Jhdm1b es SEQ ID NO: 2. Las secuencias codificantes de Jhdm1a y Jhdmib se
amplificaron mediante el disefio de cebadores especificos.

La secuencia de base del cebador en el sentido de 5’ de Jhdm1a se muestra como SEQ ID NO: 3;
La secuencia de base del cebador en el sentido de 3’ de Jhdm1a se muestra como SEQ ID NO: 4;
La secuencia de base del cebador en el sentido de 5 de Jhdm1b se muestra como SEQ ID NO: 5;
La secuencia de base del cebador en el sentido de 3’ de Jhdm1b se muestra como SEQ ID NO: 6;
b. Amplificaciéon de secuencias codificantes mediante RT-PCR

Se extrajeron los ARNm totales de fibroblastos embrionarios aislados de ratén ICR (MEF) y células madre
embrionarias HI humanas segun el método siguiente: se retir6 un medio de cultivo de una bandeja de cultivo, se
aclararon las células con 3-5 ml de solucion salina normal (PBS) (Gibco) y se desecho la disolucion de aclarado.
Entonces, se afiadié 1 ml de lisado celular Trizol (Takara) en la bandeja de cultivo y se us6 una pipeta para extraer
la disolucién de mezcla resultante y se soplaron suavemente las células de modo que se disolvieron completamente
en el lisado. A continuacion, se transfirieron a un tubo de centrifuga transparente de 1,5 ml para almacenarse a
-80°C o se sometieron inmediatamente a la siguiente etapa de extraccion. Después, se afiadieron al mismo 200 pl
de triclorometano y se mezclo bien la mezcla girando el tubo hacia arriba y hacia abajo durante aproximadamente 30
segundos y luego se centrifugé a 4°C a 12000 rpm durante 5 minutos. Se extrajo cuidadosamente el sobrenadante y
se transfirid a un tubo de centrifuga transparente de 1,5 ml y entonces se afiadié al mismo un volumen igual de
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isopropanol. Se mezcloé bien, se dejo estar a temperatura ambiente durante 5 minutos, y entonces se centrifugd a
4°C a 12000 rpm durante 5 minutos, tiempo en el cual se encontré un pequefio precipitado blanco en el fondo del
tubo. Se desechd cuidadosamente el sobrenadante y a continuacion se afiadieron 500 pl de una disolucion de etanol
80 en el tubo para aclarar el isopropanol residual. Se centrifugé el tubo a 12000 rpm para retirar la disolucion de
etanol. Se mantuvo el centrifugado a temperatura ambiente durante 30 minutos de modo que se seco
completamente el ARNm total blanco en el fondo del tubo. A continuacion, se afiadieron 30-50 pul de agua destilada
doble al tubo de centrifuga para incubar a 55°C durante 30 minutos. Después, se extrajo el tubo y se midi6 para
determinar la concentracién del ARNm total mediante un espectrofotémetro. Se almacené el ARNm total extraido a
-80°C o se usé directamente para preparar ADNc mediante transcripcion inversa para su uso posterior.

El procedimiento y el método especificos de transcripcion inversa son tal como sigue. En general, se tomé 1 ug de
ARNm total para realizar transcripcion inversa, al que se afiadié oligodT (Takara), dNTP (Takara), RTace (Toyobo),
tampon RT y RRI (inhibidor de ARNasa, Takara), y se afiadié agua libre de ARNasa/ADNasa. Se hizo reaccion la
mezcla con un instrumento de PCR a 42°C durante 60 minutos, se incubo a 98°C durante 5 minutos y entonces se
enfrié hasta temperatura ambiente. Una vez obtenida con éxito la transcripcion inversa, se extrajeron 0,5 pl de la
reaccion para actuar como molde para amplificar el gen diana mediante PCR usando los cebadores disefiados
mediante el método anterior. Los reactivos usados incluyen polimerasa de alta fidelidad KOD y su tampdn (Toyobo),
dNTP (Takara) y cebadores. Se realizé el procedimiento siguiente en el instrumento de PCR: desnaturalizacion a
96°C durante 5 minutos, a 95°C durante 30 segundos, hibridacion a 60°C durante 25 segundos, y elongacion a 68°C
durante 3,5 minutos; se repitieron 2-4 etapas durante 32 veces.

c. Construccion de plasmidos

Véase la figura 13. Una vez completada la amplificacion, se sometio el producto de PCR a electroforesis en gel de
agarosa y se extrajeron fragmentos de PCR usando un kit de extraccion en gel (TIANGEN, DP214-03). Se uso el
vector pMXs (adquirido de addgene, e insertado con muiltiples sitios de clonacién y secuencias y secuencias de
marcaje FLAG). El vector pMXs modificado se denomina pMXs-FLAG, cuya presentacion de plasmido se muestra en
la figura 13. El vector se escindié con pmel y se desfosforil6 con fosfatasa alcalina intestinal calf (CIAP) para evitar
su auto-ligamiento. Se recupero el vector tratado usando un kit de extraccién en gel (TIANGEN, DP214-03) para su
uso posterior. El vector pMX-FLAG y los fragmentos génicos de Jhdm1a/Jhdm1b se ligaron mediante un kit de
ligamiento (Takara, kit de ligamiento de ADN), y entonces se uso6 el producto de ligamiento para transformar E. coli
competentes. Se seleccionaron los clones positivos, se extrajeron los plasmidos y se secuenciaron, y finalmente se
prepararon plasmidos a gran escala.

2. Introduccidn de las secuencias codificantes de Jhdm1a/Jhdm1b y la célula madre pluripotente induciendo el factor
(factor de transcripcion) en fibroblastos embrionarios de raton

A menos que se indique especificamente otra cosa, se llevd a cabo la reprogramacion somatica basada en ratén de
la siguiente manera en todos los casos.

Medio de cultivo

El medio de cultivo para las células de la capa alimentadora, células MEF y células PlatE consiste en: medio DMEM
basal con alto contenido en glucosa (Gibco), mas suero bovino fetal 10 (FBS, PAA).

Medio de induccién: la presente invencidon usé un medio de inducciéon que es convencional en el laboratorio, y la
composicion de un medio de induccién preferido incluye medio DMEM con alto contenido en glucosa (Gibco), suero
bovino fetal 15 (FBS, Gibco), aminoacidos no esenciales 0,1 mM (NEAA, Gibco), L-glutamina 2 mM (Glutamax,
Gibco), piruvato sédico 1 mM (Gibco), B-mercaptoetanol 55 uM (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, vitamina C 50 pg/ml
(sigma).

Medio de cultivo de células madre: la presente invencion usé un medio de cultivo de células madre que es
convencional en el laboratorio, y preferiblemente el medio de cultivo de células madre mES, cuya composicion de
consiste en: medio DMEM con alto contenido en glucosa (Gibco) complementado con suero bovino fetal 15,
aminoacidos no esenciales 0,1 mM (NEAA, Gibco), L-glutamina 2 mM (Glutamax, Gibco), piruvato sédico 1 mM
(Gibco), B-mercaptoetanol 55 uM (Gibco), penicilina (50 U/ml) y estreptomicina (50 mg/ml), y factor inhibidor de
leucemia 1000 U/ml (LIF, Millipore). Se incorporé vitamina C 50 pg/ml (sigma) segun fue necesario.

Medio de cultivo libre de suero KSR: KSR, la abreviatura de Knockout Serum Replace (sustitutivo de suero
Knockout), es un suero comercializado que sustituye al aditivo de cultivo de células madre y se usa como medio libre
de suero KSR completo para cultivar clones de células madre o iPS, cuya composicion consiste en: KNOCKOUT
DMED (un medio basal con presion osmotica optimizada que es adecuada para cultivar células madre), un aditivo de
KSR 15, aminoacidos no esenciales 0,1 mM (NEAA, Gibco), L-glutamina 2 mM (Glutamax, Gibco), piruvato sédico 1
mM (Gibco), B-mercaptoetanol 55 uM (B-ME, Gibco), penicilina (50 U/ml) y estreptomicina (50 mg/ml), factor
inhibidor de leucemia 1000 U/ml (LIF, Millipore). Todos los medios de cultivo de clonacion y procesos de iPS estan
complementados con factor inhibidor de leucemia de leucemia (LIF, Millipore, nombre comercial: ESGRO, un factor
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de crecimiento que inhibe la diferenciacion de células madre de ratdn) a una concentracion final de 1000 U/ml.
3. Células para reprogramacion

Todas las células somaticas para reprogramacion son fibroblastos embrionarios de raton OG2 (preparado en el
laboratorio), cuyo numero de pases no supera tres. Una propiedad del ratén OG2 es que hay una proteina
fluorescente verde (GFP) bajo el control del promotor de Oct4 que se expresa especificamente por las células
madre. En la reprogramacion, cuando se activa el Oct4 enddgeno de los fibroblastos embrionarios de raton de OG2,
la proteina fluorescente verde se expresa de manera concomitante. Tal como se observa a través de un microscopio
de fluorescencia, los agregados celulares clonados o células reprogramadas satisfactoriamente son verdes y es facil
comparar las eficacias de reprogramacion en diferentes condiciones afiadiendo directamente el numero de clones
reprogramados, es decir, el nimero de clones de fluorescencia verde, o analizando la proporciéon de células de
fluorescencia verde a través de un citometro de flujo.

Las células reprogramadas se prepararon tal como sigue. Se sembraron las células en placas de 12 pocillos
(Corning) a una densidad de 20000 células por pocillo, y tras 6-18 horas, se infectaron con virus basandose el factor
de reprogramacion de ratén en la densidad y el estado de las células.

4. Preparacion de virus

Los factores de transcripcion para reprogramacion incluyen el vector de retrovirus pMXs para ADNc de ratéon Oct4,
Sox2, KlIf4 y c-Myc (de Addgene, numerados Plasmido 13366, Plasmido 13367, Plasmido 13370 y Plasmido 13375
respectivamente); Oct4, nimero de registro de NCBI: NM_013663; Sox2, numero de registro de NCBIl: NM_011443;
KIf4, nimero de registro de NCBI: 010637; y c-Myc, nimero de registro de NCBI: NM_001177353. Se transfectaron
los plasmidos de factor de reprogramacion en el vector pMX en las células de empaquetamiento viral (PlatE) usando
un reactivo de transfeccion de fosfato de calcio preparado en el laboratorio, y el procedimiento especifico es: se
sembraron 7500000 células PlatE en una bandeja de cultivo de 10 cm de diametro (Corning), y 12 horas después,
se sustituyé el medio de cultivo antiguo por 7,5 ml de un medio de cultivo libre de penicilina/estreptomicina, y
entonces se colocaron las células en un incubador. A continuacién, se prepard la mezcla de transfeccién: se
tomaron 25 mg de de plasmidos y se colocaron en un tubo de centrifuga de 15 ml, y se afiadioé al mismo 156,25 pl
de una disolucion de cloruro de calcio 2 M secuencialmente y se afiadié adicionalmente una cantidad apropiada de
agua de modo que el volumen total del mismo fuera de 1,25 ml; se mezclaron bien y se afadieron la mismo 1,25 ml
de una disolucion de HBS; se mezclé bien la mezcla resultante inmediatamente, se permitié que reposara durante 2
minutos, y entonces se afnadié gota a gota a una bandeja de cultivo de PlatE y se mezcl6 bien. 9-12 horas tras la
transfeccion, se sustituyd el medio de cultivo antiguo por 10 ml de una disolucién de cultivo recién preparada; 48
horas tras la transfeccion, se recogio6 la disolucion de cultivo y se filtré con una membrana de filtro de 0,45 um que
iba a usarse como disolucion viral para la primera infeccion; al mismo se afiadié una disolucion de cultivo recién
preparada 24 horas después, y se recogié de nuevo la disolucion de cultivo de este modo para usarse como
disolucién viral para la segunda infeccion.

5. Infeccion de células MEF con el virus

Se llevé a cabo la infeccién en dos rondas, en las que los factores de inducciéon usados infectaron las células
simultaneamente, cada pocillo de las placas de 12 pocillos se infectd con 1 ml del virus, la segunda ronda de
infeccion se llevd a cabo 24 horas tras la primera ronda de infeccion, y la disolucién viral se sustituyé con el medio
de cultivo mES (tal como se describié anteriormente) 24 horas tras la segunda ronda de infeccion. El dia de la
sustitucion de disolucion se registré como el dia 0 (DO0); en diferentes puntos de tiempo tras la infeccion, en los
pocillos originales, se conté el nimero de clones de fluorescencia de GFP o se analizé la proporcion de células de
fluorescencia de GFP usando un citdmetro de flujo segun se requirid por el experimento.

6. Cultivo de células infectadas hasta la formacion de clones de células madre

Se recogieron monoclones del tipo de células madre embrionarias con forma hinchada y bordes claros usando
agujas de vidrio y se transfirieron directamente a placas de cultivo (Corning) depositadas con células de la capa
alimentadora (las células de la capa alimentadora son fibroblastos de raton ICR tratados con mitamicina) antes del
cultivo con el medio de cultivo KSR. En el dia 2 tras la infeccion, se sustituy6 el sistema de cultivo con un medio de
induccion recién preparado, y después, se sustituyd el medio de induccion cada dia hasta que se completo el
experimento.

Basandose en el método anterior para producir clones de células madre, se llevaron a cabo los experimentos
usando diferentes combinaciones de factores de induccién de células madre pluripotentes.

Las combinaciones de factores de induccion de células madre pluripotentes se describen a continuacion:
La combinacién de Kif4, Sox2, c-Myc y Oct4 se abrevia como SKOM.

La combinacién de Kif4, Sox2 y Oct4 se abrevia como SKO.
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La combinacién de Kif4 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.

C4, C14, C15y C16 son los cuatro clones recogidos de las células reprogramadas inducidas por OB.

Los resultados de los experimentos usando las combinaciones de factor de induccion de células madre son tal como
sigue:

en referencia a la figura 1, independientemente de si estaba presente vitamina C o no, Jhdm1a o Jhdm1b mejoraron
obviamente la eficacia de la reprogramacion, y en presencia de vitamina C, la mejora fue mas significativa. La figura
1 muestra los datos de que Jhdm1a o Jhdm1b mejoraron la eficacia de induccion de células madre pluripotentes
mediado por SKO, en la que el control es un vector vacio pMXs-FLAG sin secuencia génica insertada en el mismo;

en referencia a la figura 2, independientemente de si estaba presente vitamina C o no, Jhdm1a o Jhdm1b mejoraron
obviamente la eficacia de la reprogramacion, y en presencia de vitamina C, la mejora fue mas significativa. La figura
2 muestra los datos de que Jhdm1a o Jhdm1b mejoraron la eficacia de induccion de células madre pluripotentes
mediado por SKOM, en la que el control es un vector vacio pMXs-FLAG sin secuencia génica insertada en el mismo;

en referencia a la figura 3, en presencia de vitamina C, Jhdm1b y Jhdm1b actuaron juntos para permitir la induccion
de células madre pluripotentes solo en disponibilidad de SO, KO u Oct4, en la que mESC+Vc indica que el medio de
cultivo usado en la induccion es medio de cultivo de células madre mES complementado con vitamina C 50 pg/ml, y
el control es un vector vacio pMXs-FLAG.

Por tanto, la presente invencién alcanza la conclusién de que Jhdm1a y Jhdm1b pueden mejorar significativamente
la eficacia de induccion de células madre pluripotentes, reducir enormemente los tipos de factores de transcripcion
requeridos para incorporarse a la vez que se mantiene una alta eficacia de reprogramacion, lo que proporciona
grandes beneficios para reducir la acumulacion de mutaciones celulares reprogramadas y reducir su carcinogénesis.
Ademas, el método de la presente invencion también mejora la capacidad de funcionamiento de la técnica de
reprogramacion, reduce la dificultad operativa y facilita las aplicaciones médicas posteriores.

Ejemplo 2
Identificacion de las células madre pluripotentes inducidas a partir del ejemplo 1:

Tal como se muestra en la figura 3 y de la figura 6 a la figura 10, se llevaron a cabo una series de experimentos de
identificacion en clones de células madre pluripotentes inducidas por Oct4 y Jhdm1b para verificar si son células iPS
(células madre pluripotentes inducidas). Los experimentos de identificacion incluyen: PCR cuantitativa, ensayo de
inmunofluorescencia de sus marcadores de superficie, analisis del grado de metilacion del promotor, identificacion
del cariotipo, formacién de quimeras, etc.

Experimentos de PCR cuantitativa:

Todos los experimentos de PCR cuantitativa se realizaron en un instrumento de PCR cuantitativa 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, lectura del valor de fluorescencia, repeticion durante 40 ciclos.

Analisis de metilacion de la regiéon promotora

El analisis se llevo a cabo mediante secuenciacion con bisulfito sodico. Se extrajeron los ADN genomicos en las
células diana (Promega, kit de purificacion de ADN Wizard Genomic), se midié la concentraciéon, se colocaron
aproximadamente 2 ug de los ADN en un tubo de 1,5 ml EP donde se diluyeron con ddH,O hasta 50 pl, al mismo se
afnadieron 5,5 ul de NaOH 3 M recién preparado, y se tratd la disolucion resultante en un bafio de agua a 42°C
durante 30 minutos; a continuacion, se extrajo la disolucion, se afiadieron 30 pl de hidroguinona 10 mM (sigma) en la
disoluciéon de mezcla tras el tratamiento en bafio de agua, y entonces se afiadieron adicionalmente 520 pl de bisulfito
sédico 3,6 M (Sigma, S9000) a la disolucion tras el tratamiento en bafio de agua; se envolvio el tubo EP con papel
de lamina de aluminio exterior para evitar la luz, y se mezclo bien la disolucion girando suavemente el tubo EP hacia
arriba y hacia abajo; se afiadieron al mismo 200 pl de aceite de parafina para impedir la evaporacion de agua y la
oxidacion, y se trat6 la disolucidon en un bafio de agua a 50°C en la oscuridad durante 16 horas.

A continuacion, se coloco la punta de una pipeta por debajo de la capa de aceite de parafina para introducir la
disolucién de mezcla en un tubo de centrifuga transparente de 1,5 ml, y se recuperé el ADN modificado usando un
sistema de purificacion y retraccion de ADN Wizard Cleanup de Promega (Promega, A7280), y entonces se
almacend a -20°C o se sometié a un experimento adicional. Se tomaron 50 ng de los ADN extraidos anteriores como
molde para realizar la reaccion de PCR. Después, se recuperd el producto de PCR mediante extraccion en gel
(TIANGEN, DP214-03), y entonces se ligaron y se transformaron el producto de PCR y un vector T (Takara). Se
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seleccionaron los clones positivos y se enviaron a una empresa de secuenciacion para la secuenciacion y se
compararon los resultados para analizar estadisticamente la metilacion de las islas CpG.

Identificacion del cariotipo de células iPS

La identificacion del cariotipo de células iPS se realizé segun el método siguiente: 2-3 horas antes de la recogida, se
afadié a las células que iban a analizarse para determinar el cariotipo, 0,1 ml de colchicina 5 ug/ml (disponible
comercialmente, con una concentracion final de 0,1 ug/ml). Se mezclaron bien, se cultivaron adicionalmente durante
2-3 horas, se transfirieron a un tubo de centrifuga de 10 ml, y luego se centrifugaron a 1500-2000 rpm durante 10
minutos. Se desecho el sobrenadante y se afiadieron al tubo 8 ml de una disolucién hipoténica (KCI 0,075 M,
precalentado a 37°C). Se sopl6 el precipitado celular de manera homogénea y se coloc6 en un incubador a 37°C
durante media hora. Al mismo se afadié 1 ml de un liquido estacionario recién preparado (una mezcla de metanol y
acido acético glacial a una razén de volumen de 3:1, disponible comercialmente). Se mezclé suavemente la mezcla
resultante y se centrifugé a la misma velocidad de rotacién durante el mismo periodo de tiempo que anteriormente.
Se trasvaso el sobrenadante. Se afiadieron al mismo 8 ml del liquido estacionario. Se mezclaron adecuadamente las
células, se fijaron a temperatura ambiente durante al menos media hora, y se centrifugaron de nuevo. Se descart6 el
sobrenadante y se afiadié al mismo un liquido estacionario recién preparado para mezclar adicionalmente las células
durante al menos media hora (de manera deseable durante la noche). Al precipitado celular obtenido tras la
centrifugacion y la retirada del sobrenadante, se afiadieron aproximadamente 0,2 ml de un liquido estacionario
recién preparado, y se mezcldo bien la mezcla resultante. Se vertid la suspension celular resultante sobre
portaobjetos enfriados previamente (es aconsejable verter 3 gotas de la suspension celular sobre cada portaobjetos)
que entonces se calentaron en una lampara de alcohol. Entonces se enfriaron las células y se dispusieron en
bandas.

Prueba de quimera de blastula

En la prueba de quimera de blastula, se inyectaron células iPS en el blastocele de ratones donantes, y entonces se
trasplantaron las blastulas inyectadas a los Uteros de ratones hembra pseudoprefiadas para obtener ratones
quiméricos. Se determind si los ratones nacidos producian quimeras basandose en el color de su pelaje.

Se llevaron a cabo los experimentos segun el método anterior y se analizaron los resultados tal como sigue:

en referencia a la figura 5, los resultados de amplificacién por 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, C15y C16, sdlo se integra Oct4 con Jhdm1b, en el que el control es son ADN gendmicos extraidos de células
infectadas con Sox2, kif4, oct4, cMyc y Jhdm1b, y MEF indica ADN gendmicos extraidos de fibroblastos
embrionarios de ratén;

en referencia a la figura 6, los resultados de la PCR cuantitativa muestran que los genes exdgenos de los clones de
células madre pluripotentes inducidas por OB C4, C14, C15 y C16 se expresaron de manera silenciosa, en los que
el control de OB D4 es un molde de ADNc obtenido mediante transcripcion inversa de ARNm extraidos de células
que se han infectado con Oct4 y Jhdm1b y se han cultivado durante 4 dias, y MEF es fibroblasto embrionario de
raton;

en referencia a la figura 7. Tal como se muestra en la figura 7, los resultados de la PCR cuantitativa en tiempo real
muestran que los clones de células madre pluripotentes inducidas por OB C4, C14, C15 y C16 expresaron genes
especificos de células madre embrionarias, en los que R1 es la linea de células madre embrionarias de raton y MEF
es fibroblasto embrionario de ratén; el nivel de expresién de factores de transcripcion de células madre embrionarias
enddgenas obtenidos usando la combinacién de Oct4 con Jhdm1b fue sustancialmente coherente con el de 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 embrionarias, y por tanto indica que las células madre
pluripotentes inducidas por el método de la presente invencion tienen las caracteristicas de células madre
pluripotentes.

Referencia a la figura 8. Tal como se muestra en la figura 8, los resultados de inmunofluorescencia muestran que las
células madre pluripotentes obtenidas a través de OB expresaban SSEA-1 sobre la superficie y también expresaban
Rex1.

Referencia a la figura 9 que muestra el analisis de metilacion de islas CpG en la region promotora de Oct4, en el que
las islas CpG de las células donantes se metilaron, mientras que las islas CpG en las posiciones correspondientes
de las células madre pluripotentes inducidas se desmetilaron significativamente.

Referencia a la figura 10 que muestra el analisis de metilacion de islas CpG en la region promotora de Nanog, en el
que OB-C14, OB-C15 y OB-C16 son tres células madre pluripotentes inducidas por Oct4 y Jhdm1b. Las partes
negras indican metilacion y las partes blancas indican ausencia de metilacion. Las islas CpG de las células donantes
se metilaron, mientras que las islas CpG en las posiciones correspondientes de las células madre pluripotentes
inducidas se desmetilaron significativamente; Nanog y Oct4 son genes que se expresan especificamente por células
madre embrionarias y sus estados de expresion estan estrechamente relacionados con el destino celular. Estos

11



10

15

20

25

30

ES 2628912 T3

resultados muestran que las células obtenidas usando el grupo OB tenian un destino cambiado, es decir, se
indujeron para dar células madre pluripotentes.

Referencia a la figura 11 que muestra que las células madre obtenidas mediante el método de la presente invencion
tenian cariotipos normales, en las que OB-14, OB-C15 y OB-C16 son tres células madre pluripotentes inducidas por
Oct4 y Jhdm1b y tienen cariotipos normales.

Referencia a la figura 4. Tal como se muestra en la figura 4, a y d son las microfotografias de las células madre
pluripotentes inducidas formadas finalmente por Oct4 + Jhdm1b (abreviado como OB); b y e son las fotografias de
descendencia quimérica que se desarrollan una vez que las células madre pluripotentes inducidas formadas
finalmente mediante OB se inyectan en la blastula; c y f son fotografias de la descendencia que se generan una vez
que las quimeras se aparean con ratones de tipo silvestre, en las que las quimeras se desarrollan una vez que las
células madre pluripotentes inducidas formadas finalmente usando OB se inyectan en la blastula. Esto muestra que
las células madre obtenidas mediante el método de la presente invencién pueden formar quimeras, en las que las
células donantes son células madre pluripotentes inducidas originadas a partir de células 0OG2/129, mientras que los
ratones pseudoprefiados son ratones ICR alimentados en el laboratorio. Las quimeras pudieron transmitir las células
donantes originales a la descendencia a través de la linea germinal, lo que indica que tales células madre tienen
buena calidad.

Determinacion de las funcionalidades de variantes de Jhdm1b:

Referencia a la figura 12. Tal como se muestra en la figura 12, las variantes de Jhdm1b que estan mutadas no
tenian la actividad de mejorar la eficacia de reprogramacion, por lo que el dominio de union a ADN (CXXC) y el
dominio catalitico (Jmic) de Jhdm1b son necesarios para la reprogramacion y una carencia de cualquiera de ellos
hara que no se promueva el proceso de reprogramacion. Ademas, la combinacién de Oct4 con Jhdm1b puede
completar la reprogramacion en un medio de cultivo comun, y logra efectos mas significativos en presencia de
vitamina C.

Lista de secuencias

<110> Instituto Guangzhou de Biomedicina y Salud, Academia China de Ciencias
<120> Método para aumentar la eficacia de induccion de células madre pluripotentes
<160>7

<170> Patentln versién 3.3

<210> 1

<211> 3486

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 1

12



ES 2628912 T3

atggaacctg aagaagaaag gattcggtac agccagagat tgegtggtac catgegtegt 60
cgctatgaag atgatggcat ttcagatgat gaaattgaag ggaaaagaac ttttgacttg 120
gaagagaagc tccaaaccaa caaatataat gocaattttg ttacttttat ggagggaaaa 180
gattttaatg -tagagtatat ccagcggppt ggcttgagag accctctcat tttcaagaat 240
tctgatggac ttggaataaa gatgccggat ccagacttca cagtgaatga tgtcaaaatg 300
tgtgtgpggga gtegtcggat ggtggatgte atggatgtga acacacagaa ggggattgaa 360
atgaccatgg cacaatggac acgatactat gagactccag aggaagageg agaaaaactc 420 |
tataatgtta tcagcctaga gtttagccac accaggcttg agaatatggt gcagcggect 480
tccacggtgg atttcattga ctgggtagat aacatgtgge caaggeactt gaaagaaagt 540
cagacagaat éaacaaatgc catcttagag atgcagtécc ctaaagtgca aaagtactgt 600
ctaatgagtg ttcgaggctg ctatactgac ttccatgtgg attttggagg tacttctgtt 660
tgptatcaca tccaccaagg tggaaaggtc ttetggetea teccceectac ageccacaac 720
ctggagctgt acgagaattg getgetatca gggaaacagg gagacatctt tctgggtgac 780
cgggtgtcag attgccaacg aattgagetc aagcagggct ataccttegt tattccctea 840
ggttggattc atgctgtgta tactcctaca gacacattag tgtttggagg caattttttg 900

catagcttca acatccccat gcaattaaag atatacagca ttgaagatcg aacacgggtt 960
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ccaaataaat tccgttaccc attttactat gaaatgtgtt gotatgtgtt ggagegetat 1020
gtatactgca taaccaaccg atcccaccta actaaggatt ttcagaaaga atcccttagc 1080
atggatatgg agttaaatga gttggagtct ggaaatggtg atgaggaagg ggtggacaga 1140
gaagceecgac geatgaacaa taagegatct gtgettacca geectgttge taatggagtg 1200
aacctggatt acgatggact tggcaaagcc tgeegaagtc ttccaagtct gaagaaaact 1260
ttgtctggag actcatcctc agactctacc cggggatccce acaatggeca agtttgggat 1320
ccccaatgta gecctaaaaa ggataggeaa gtgeatctca cccattttga acttgaaggt 13‘80
cttcgatgtc ttétagataa gttagagtca ctgccactge acaagaagtg tgtccccaca 1440
ggaatagaag acgaagatgc tctgattget gatgtaaaga ttttgetgga agaacttgee 1500
agtagcgatc ccaagttage cctcactgga gtcectatag tacagtggec aaéaagggat 1560
aagcttaaat tccctaccag geccaaaggtg agggttccta caattcccat cacaaageet 1620
cacaccatga agccagctee acgcettaaca cetgtaagge ctgetgeage cteceecatt 1680
gtgtcaggag ccaggcggag aagagtgegg tgcaggaaat gcaaagettg tgtgcaagga 1740
gaatgtggag tctgecacta ctgcagggaé atgaagaaat ttggtggacc tggacgcatg 1800
aagcaatcct gtgtcctceg acagtgcetta gcacccagac tgecteatte agttacgtgt 1860
tctctetgtg gagaagtaga tcagaatgaa gagacccagg actttgaaaa gaaactcatg 1920
gaatgctgca tctgcaacga gatagttcat cctggetgec tccagatgga tggagagggg 1980
ttgctgaacg aggaattgce aaattgetgg gagtgtccaa agtgttacca ggaagacage 2040
tcggacaaag cccagaagcg gaaaatagaa gagagtgatg aagaagctgt acaagccaaa 2100
gtcttacgge cectgaggag ctgegaggag cetetcacac ceccgectea ctcacctact 2160
tccatgetge agctcatcca cgacceggtt tetccceggg gtatggtgac teggtcatce 2220
cctggggcetg gecccagega ccaccacagt gecageegtg atgaacgett caaacggegg 2280
‘cagttgctgc ggctacaage caccgagege accatggtac gggaaaagga gaacaatccc 2340
agcggcaaaa aggagctgtc tgaagttgag aaagccaaga tccggggate gtacctcact 2400

gtcactctac agaggcccac caaagagctc cacgggacat ccattgtgcc caagctgcag 2460
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gccatcacgg cotectetge caaccttege cctaacecce gegtgetaat gecageactge 2520

ccagcccgaa acccccagea tggggatgag gagggpcttg gogeagagga ggaggaagag 2580
gaggaggagg aggaagatga cagtgeagag gaggggegty cagecagget gaatggeegg 2640
ggcagttggg ctcaggatgg agacgaaage tggatgecage gggaggtetg gatgtetgte 2700
ttccgctace tcagecgeaa agaactttgt gaatgtatge gagtgtgcaa gacatggtat 2760
aaatggtgct gtgataaacg actttggaca aaaattgact tgagtaggtg taaggccatc 2820
gtaccacaag ctctcagtgg tatcatcaag cggcagcecag taagectcga cctcagetgg 2880
actaacatct ccaaaaagca getgacatgg ctggtcaata ggetgecagg attaaaagac 2940
ctcctectag caggetgtte ctggtctgea gtatctgeece tcageactte cagetgeceg 3000
cttctcagga cccttgatct tcggtgggea gtaggaatta aagaccctca aattcgggac 3060
ttgctgactc cacccacaga taageccaggt caagacaatc gaagcaéact ccggaacatg 3120
actgacttcc ggetggeagg ccttgacatc acagatgcta ctctcegact catcattcge 3180
cacatgcccec ttttgteteg acttgacctc agtcactgea gteaccttac agatcagtce 3240
tccaacctac taactgetgt cgggtettce actcgatact cccttacaga getcaatatg 3300
gcaggttgca ataaattgac agaccagacc ctgttcttce taaggegaat tgctaatgtc 3360
accttgattg ac‘cttcgagg atgcaaacag atcacgagaa aagcctgtga gecacttcatc 3420
tcagacttgt ccatcaacag éctctactgc ctgtctgatg agaaactgat acagaagatt 3480
agctaa

3486

<210> 2

<211> 3930

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 2
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atggaggcag agaaagactc tggaagaaga ttgcgtgcga ttgaccgeca gagatacgac 60
gagaacgaag acttgtcgga cgtggaggaa attgtcageg tccgtggctt cagectggag 120

gagaagctac gtagccagtt ataccagggg gacttcgtge atgetatgga aggcaaagat 180
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tttaactatg agtacgtaca gagagaagct ctcagggtcc ccctggtttt tcgggacaag 240

| gatggactag ggatcaagat gccagaccct gat&cacag tccgagacgt caaéctcctg 300
gtggggagce gocgtttggt ggatgtcatg gacgtcaaca cccagaaggg taccgagatg 360
agcatgtccc agtttgtgeg ctaciacgag acaccagagg cacagcggga taaactgtac 420
aacgtcatca gcctegagtt cagccatacg aagetggage atctggtcaa gegteccact 480
gtggtggacc tggtegactg ggtggacaac atgtggectc ageatctaaa ggaaaageag 540
acagaagcca ccaatgccct tgcagagatg aagtacccca aagtgaaaaa gtactgtetg 600
atgagcgtga agggctgttt cactgacttc cacattgact ttggaggcac ctccgtgtgg 660
taccatgtgt tecgtggtgg caagatettt tggetgatee ctccaaceet geacaacttg 720
getttgtacg aggagtgggt getgtetgge aaacagageg acatctttct gggagaccege 780
gtggaacgct gecaaagaat tgagctgaag caaggetaca cetttttcat cccttccggt 840
tggatccatg cggtttatac geetgtggac tetetggtgt tcggegggaa catcetgeat - 900
agcttcaacg tgeccatgea getgeggate tacgagatcg aggacaggac cegggttcag 960
cccaagttce gttaccectt ctactatgag atgtgctggt atgtcttgga gagatatgtg 1020
tactgtgtga cccagbgctc ctacctcact caggaatacc agagagaatt aatgcttatt 1080
gatgccccaa gaaaaaccag tgtagacgge ttttcatceg actcetgget ggacatggag 1140
gaggagtcct gegageagea gecacaggag gaagaggagg aggaggagga caaggaggag 1200
gaaggagatg gtgcagataa aacacccaagAccacccaccg atgaccccac ctcacccacc 1260
agcacccege ccgaagacca ggacageaca gggaagaagc ctaaagccee tgecatacgg 1320
ttectcaaga ggacgttgtc caatgagtca gaggaaagtg tcaagtcgac ctcgatgece 1380
acggacgatc ccaagacgce cacgggetce ccggeeaceg aggtttctac caagtggact 1440
caccttaccg aatttgaact gaagggcttg aaagccctgg ttgaaaagcet agagtcectt 1500
ccggagaata agaagtgtgt ccctgaggga atcgaggace cecaggeect cctggaéggt 1560
gtaaagaatg tactgaaaga geacgtggat gacgacccca ccétgg’ccat caccggggtc 1620
cctgtgg;rc'a getggcecaaa gaaaactgea aagaaccggg tggtgggtceg gectaaggge 1680
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aagttgggcc cggectcage ggtgaagttg getgecaace gaacaacagce aggagetcge 1740
aggegecgga cgegatgecg caagtgegag gectgectge ggacggagtg tggagagtge 1800
cacttttgca aggacatgaa gaagtttgga ggtcctggge geatgaagea gagetgeatc 1860
atgcggceagt geatcgegee agtgetgece cacaccgeeg tgtgecttgt gtgtggegag 1920
gcagggaagg aggacacagt ggaagaggaa gaaggcaagt ttaacctcat getcatggaa 1980
tgctccatct gcaacgagat catccaccct ggatgectta agattaagga atcggagggt 2040
gtggtcaacg atgagettce caactgetgg gagtgtecga agtgtaacea tgecggecaag 2100
accgggaaac aaaagegtgg ccctggcttt aagtatgect ccaécctgcc tggctecttg 2160
ctcaaggagc agaagatgaa ccgggacaac aaggaaggec aagagectge caageggaga 2220
agtgagtgtg aagaggcetce cegteggagg tcagacgage accccadaaa ggtgeetgea 2280
gatggcatcc tccgecgaaa gtetgatgat gtgeacctga ggaggaageg gaaatacgag 2340
aagccccaag agetgagtgg acgéaagéga gectegtege ttcaaacgte ceceggttee v 2400
tcctetcace tetcgeegag geeececteta ggcagcagtc tcageccttg gtggagat;:c 2460
agtctcactt acttccagca geagctaaaa cctggcaaag aagataagcet tttcaggaaa 2520
aagcggeggt cctggéagqa cgctgaggat cgtetgtcac tggecaacaa geecettegg 2580
cgctttaage aggaaccgga ggﬁcgat'ctg cctgaggcac ctcctaagac ccgggagagt 2640
gatcagtcac gttccagetc acccactget ggtcccagea ctgagggage tgaaggecca 2700
gaagagaaga aaaaggtgaa gatgegeegg aag(.:'ggcgac ttgttaacaa ggagctgagc 2760
aaagagbtaa gcaaggvagct caaccatgag atcéaaaaga cggagagcac cctggcetcac 28ZQ
gagagccagce ageccatcaa gtcagagcect gagagegaga acgacgagec caagaggece 2880
ttaagccact gcgagegecc ccacegette agcaaaggge tcaacggeac acctcgggag 2940
ctgeggeact cgetgggacc tggectgegt agtccaccte gtgttatgte ceggecceeg 3000
ccctetgeat coccacccaa gtgeatecag atggagegte acgtgateeg gecaccgeee 3060

atcagccccc cacctgacte getgecectg gatgatggag cageccacgt catgéatagg 3120

gaggtotgga tggcagtctt cagctacctc agccaccgag acctgtgtgt ctgeatgegg 3180
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gtctgcagga cotggaaccg ctggtgctge. gataageggt tgtggaceeg catcgacctg 3240
aaccgctgcea agtccatcac acccctgatg ctgageggta tcatccggeg acagectgtc 3300
tcecttgace tcagttggac caacatctee aagaagceage tgagttggcet catcaacegg 3360
ttgcctggge tccgagactt ggtgetgtea ggetgetcat ggategetgt ctcageccte 3420
tgtagctcea gttgtecatt getccggace ctggatgtee agtgggtaga aggactaaag 3480
gatgcccaga tgagggatct cctgtctcca cccacagaca acaggecagg tcagatggac 3540
aatcggagca agetccggaa cattgtagag ctgegectag ctggectgga catcacagat 3600
gtctc‘cctgc ggctcattat tcgccatatg cccetgetct cgaagetcea actcagttac 3660
tgtaaccaca tcaatgacca gtccatcaac ctgetcactg cegteggeac caccacecga 3720
gactcgctga cagaggtcaa cctatcagac tgtaataagg taactgacct gtgectgtce 3780
ttcttcaaac getgtggaaa tatctgtcat attgacctga ggtactgcaa geaagtcacc 3840
aaggaaggct gtgagcaatt catagctgaa atgtctgtga gtgtccaatt tgggcaagteg 3900

gaagagaaac tcctgcaaaa actaagttag 3930
<210> 3

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 3

atggaggcag agaaagactc t 21
<210> 4

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 4

acttagtttt tgcaggagtt tct 23
<210>5

<211> 25

<212> ADN
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<213> Secuencia artificial
<400> 5

atggaacctg aagaagaaag gattc
<210>6

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<400> 6

ttagctaatc ttctgtatca gtttc
<210>7

<211> 1162

<212> PRT

<213> Ser humano

<400> 7
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Met Glu Pro Glu Glu Glu Arg Ile Arg Tyr Ser Gln Arg Leu Arg Gly
1 5 10 15

Thr Met Arg Arg Arg Tyr Glu Asp Asp Gly Ile 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 Gin Arg Gly Gly Leu Arg Asp Pro Leu lIle Phe Lys Asn
65 70 75

Ser Asp Gly Leu Gly lle Lys Met Pro Asp Pro Asp Phe Thr Val Asn
85 90 9s

Asp Val Lys Met Cys 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
115 120 125
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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 Gin Thr Glu Ser Thr Asn Ala Ile Leu Glu Met Gln
180 185 190

Tyr Pro Lys Val Gln 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 Gln Gly Gly Lys Val Phe Trp Leu lle 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 lle 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 Ile 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
355 - 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 1 395 - 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 Gln 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 lle Glu Asp Glu Asp Ala Leu lle Ala Asp Val Lys Ile Leu Leu
485 490 495

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

Ile Val Gln Trp Pro Lys Arg Asp Lys Leu Lys Phe Pro Thr Arg Pro
515 520 525
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Lys Val Arg Val Pro Thr lle Pro lle 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 GIn 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

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

Glu Val Asp Gln Asn Glu Glu Thr Gln 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 Gln 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

24
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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
770 775 ' 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 AlaIle 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 Phe Arg Tyr Leu Ser Arg Arg Glu Leu Cys Glu
900 905 910

Cys Met Arg Val Cys Lys Thr Trp Tyr Lys Trp Cyé Cys Asp Lys Arg
915 920 925
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Leu Trp Thr Lys Ile Asp Leu Ser Arg Cys Lys Ala Ile Val Pro Gin
930 935 940

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

Trp Thr Asn Ile Ser Lys Lys Gln Leu Thr Trp Leu Val Asn Arg Leu
965 970 975

Pro Gly Leu Lys Asp Leu Leu Leu Ala Gly Cys Ser Trp Ser Ala Val
‘ 980 985 990

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

ArgTrp AlaValGlyIleLys Asp Pro Glnlle Arg Asp LeuLeu
1010 ' 1015 1020

Thr Pro Pro Ala Asp Lys Pro Gly Gln Asp Asn Arg Ser Lys Leu
1025 1030 1035

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

AlaThr LeuArgLeullelle ArgHis 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 Thr AlaVal Gly Ser Ser Thr Arg Tyr Ser Leu Thr Glu
1085 1090 1095

LeuAsn MetAla Gly Cys Asn Lys Leu Thr Asp Gin Thr Leu Ile
1100 1105 1110

26
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Tyr Leu ArgArglle AlaAsn Val Thr Leulle Asp LeuArg Gly
1115 ' 1120 1125

Cys Lys Glnlle Thr Arg Lys Ala Cys Glu His Phe Ile Ser Asp
1130 1135 1140

Leu Ser Ile Asn Ser Leu Tyr Cys Leu Ser Asp Glu Lys Leu lle
1145 ' 1150 1155

Gln Lys Ile Ser
1160
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REIVINDICACIONES

Método para aumentar la eficacia de induccion de células madre pluripotentes, que comprende las etapas
siguientes:

a. transferir un factor de transcripcion y Jhdm1a a células adultas de mamifero que entonces se cultivan en
un medio de induccién para inducir clones de células madre pluripotentes, en el que las células adultas de
mamifero son fibroblastos embrionarios de ratén, el medio de induccion incluye medio DMEM con alto
contenido en glucosa, suero bovino fetal 15, aminoacidos no esenciales 0,1 mM, L-glutamina 2 mM,
piruvato sédico 1 mM, B-mercaptoetanol 55 uM, penicilina 50 U/ml, estreptomicina 50 ug/ml y factor
inhibidor de leucemia 1000 U/ml, y el factor de transcripcion es una combinacion de Oct4, KIf4 y Sox2, o
una combinacion de Oct4, Kif4, Sox2 y C-Myc.

Método para aumentar la eficacia de induccion de células madre pluripotentes segun la reivindicacion 1,
que comprende ademas la etapa b: cultivar y expandir los clones de células madre pluripotentes inducidas
en un medio de cultivo de células madre que es el medio de induccién tal como se describe en la etapa a.

Método para aumentar la eficacia de induccion de células madre pluripotentes segun la reivindicacion 2,
caracterizado porque la transferencia de Jhdm1a a células adultas de mamifero se logra mediante la
incorporacion de un vector que puede expresar Jhdm1a en las células.

Método para aumentar la eficacia de induccion de células madre pluripotentes segun la reivindicacion 3,
caracterizado porque el vector es un vector viral y un vector de plasmido.

Método para aumentar la eficacia de induccion de células madre pluripotentes segun la reivindicacion 4,
caracterizado porque el vector viral es un retrovirus que es un vector pMXs.

Método para aumentar la eficacia de induccion de células madre pluripotentes, que comprende las etapas
siguientes:

a. transferir un factor de transcripcion y Jhdm1a a células adultas de mamifero que entonces se cultivan en
un medio de induccién para inducir clones de células madre pluripotentes, en el que las células adultas de
mamifero son fibroblastos embrionarios de ratén, el medio de induccion incluye medio DMEM con alto
contenido en glucosa, suero bovino fetal 15, aminoacidos no esenciales 0,1 mM, L-glutamina 2 mM,
piruvato sédico 1 mM, B-mercaptoetanol 55 uM, penicilina 50 U/ml, estreptomicina 50 pg/ml, factor inhibidor
de leucemia 1000 U/ml y vitamina C 50 ug/ml, y el factor de transcripcion es Oct4 solo, o una combinacion
de Oct4 y Sox2, o una combinacion de Oct4 y Kif4, o una combinacion de Oct4, KIf4 y Sox2, o una
combinacion de Oct4, Klif4, Sox2 y C-Myc.

Método para aumentar la eficacia de induccion de células madre pluripotentes segun la reivindicacion 6,
que comprende ademas la etapa b: cultivar y expandir los clones de células madre pluripotentes inducidas
en un medio de cultivo de células madre que es el medio de induccién tal como se describe en la etapa a.

Método para aumentar la eficacia de induccion de células madre pluripotentes segun la reivindicacion 7,
caracterizado porque la transferencia de Jhdm1a a células adultas de mamifero se logra mediante la
incorporacioén de un vector que puede expresar Jhdm1a en las células.

Método para aumentar la eficacia de induccion de células madre pluripotentes segun la reivindicacion 8,
caracterizado porque el vector es un vector viral y un vector de plasmido.

Método para aumentar la eficacia de induccion de células madre pluripotentes segun la reivindicacion 9,
caracterizado porque el vector viral es un retrovirus que es un vector pMXs.
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Mimero de clones positivos para GEP

Miimero de clones posilives para GFP

Miimero de clones positivos para GFP
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Nivel de expresién relativo
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