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DESCRIPCION
Célula megacariocitica polinucleada y método para la elaboracion de plaquetas
Campo técnico

[0001] La presente invencion hace referencia a un método para poliploidizar megacariocitos de forma eficiente
antes de la poliploidizacion, un método para la produccion de plaquetas a partir de dichos megacariocitos y
similares.

Estado de la técnica

[0002] Para el tratamiento de enfermedades relacionadas con la sangre o tratamientos quirirgicos, se necesitan
grandes cantidades de glébulos. Entre los gldbulos, una plaqueta, que es una célula indispensable para la
coagulacion sanguinea y la hemostasia, constituye uno de los glébulos especialmente importantes. La plaqueta
tiene una gran demanda para la leucemia, el trasplante de médula 6sea, el tratamiento contra el cancer y
similares, por lo que existe una gran necesidad de tener un suministro estable. Hasta ahora, la plaqueta se ha
suministrado de manera estable, asi como un método que consiste en recogerla de la sangre que donan los
donantes, un método que consiste en administrar un farmaco que tiene una estructura similar a TPO (mimética),
un método que consiste en diferenciar megacariocitos de la sangre de cordén umbilical o las células de la
médula 6sea, o métodos similares. Recientemente, se ha desarrollado una tecnologia consistente en inducir una
diferenciacion in vitro de células madre pluripotentes, tales como células madre embrionarias (ES, por sus siglas
en inglés) o células iPS para preparar gldbulos, tales como plaquetas.

[0003] Los presentes inventores han establecido una tecnologia consistente en inducir una diferenciacion de
megacariocitos y plaquetas de células madre embrionarias y han demostrado la eficacia de las células madre
embrionarias como fuente de plaquetas (Documento de patente 1 y Documento no patente 1). Asimismo, los
presentes inventores han establecido un método para la preparacién de megacariocitos y plaquetas de células
iPS y han permitido resolver el problema de la compatibilidad de un antigeno leucocitario humano (HLA, por sus
siglas en inglés) que se producia, de manera inevitable, en la transfusion de plaquetas obtenidas de células
madre embrionarias (Documento de patente 2).

[0004] Ademas, con el fin de superar el problema relativo a la cantidad de plaquetas, entre otros, preparadas a
partir de células madre, los presentes inventores han descubierto un método consistente en establecer y, de esta
manera, preparar una linea celular progenitora de megacariocitos inmortalizados a partir de las células madre y,
por lo tanto, han desarrollado una tecnologia importante para la preparacion in vitro de una gran cantidad de
plaquetas y similares (Documento de patente 3).

[0005] /n vivo, los megacariocitos forman una formaciéon pseudopodial denominada proplaquetas (progenitores
de plaquetas), fraccionan su citoplasma y liberan plaquetas. Se cree que la poliploidizacion de megacariocitos se
produce mediante endomitosis hasta que liberan plaquetas. La endomitosis de los megacariocitos es mitosis
multipolar no acompafiada de formacién de surcos de escision y extension de husos y se produce por la
cariocinesis anormal y la mitosis del citoplasma. Como resultado de la endomitosis, se forman células que
contienen diversos nucleos segmentados. La poliploidizacion de megacariocitos se induce mediante la repeticion
de dicha endomitosis.

[0006] Hasta ahora, se han dado a conocer muchos resultados de estudios sobre la poliploidizacion de
megacariocitos. Lodier, et al. han elucidado (Documento no patente 1) que, en la endomitosis de megacariocitos,
no se ha reconocido la localizacién de la célula no muscular miosina Il en un anillo contractil a pesar de la
formacion de surco de escision y se producen defectos en la formacion del anillo contractil y la extension de
husos. Se ha demostrado que dichas anomalias en el anillo contractil o en la extensién de husos son mas
notables mediante la inhibicion de actividades de RhoA y Rock (Documento no patente 2). RhoA se acumula en
el surco de escision y estimula la activacion de algunos factores efectores, incluida la Rho quinasa (Rock), la
citron quinasa, la LIM quinasa y mDia/forminas. Estos resultados indican que mediante la inhibicion de las
actividades de factores tales como RhoA y Rock, implicados en la formacién de un anillo contractil, se estimula la
endomitosis de megacariocitos. También se ha dado a conocer que cuando se refuerza una sefial Rho ubicada
en direccion 3’ de alfa2/beta1 integrina, se inhibe la formacion de proplaquetas de los megacariocitos inmaduros
antes de la poliploidizacion.

[0007] Se ha dado a conocer que el acido transretinoico (ATRA), factor de transcripcion, y el acido valproico, que
se conoce como inhibidor de la histona deacetilasa, estan implicados en la diferenciacion de megacariocitos.
Schweinfurth, et al. han descubierto que el tratamiento de megacariocitos inmaduros con acido transretinoico o
acido valproico estimula la poliploidizacion (Documento no patente 3). Asimismo, se da a conocer que la
poliploidizacion de megacariocitos se estimula cuando p53, producto génico que suprime el cancer, se reduce
(Documento no patente 4). Zhang et al. (Haematologica 2004; 89(10)) expone que bcL-XL se regula
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negativamente de manera temprana durante la diferenciacién in vitro de megacariocitos de pacientes con
trombocitemia esencial.

[0008] Sanz et al. (Exp. Haematol., 29(6), junio 2001, 728-735) expone que BCL-XL se expres6 claramente
durante los primeros 15 dias de cultivo de CD41+ células megacariociticas y que la expresion reducida de BCL-
XL el dia 20 de cultivo vino acompafiada de un incremento de la cantidad de células apoptéticas.

[0009] Terui et al. (Exp. Haematol., 26(3), marzo 1998, 236-244) expone que BCL-XL se expreso claramente en
lineas celulares con propiedades megacariociticas, asi como que la cantidad de BCL-XL aumenté 10 veces
cuando las lineas celulares K562 se diferenciaron especificamente en linaje megacariocitico.

[0010] Zhao et al. (Thrombosis Research, 127, febrero 2011, 122-130) expone que los megacariocitos carentes
de funcién Per2 presentaban una ploidia creciente y mostraban una expresion considerablemente aumentada de
BCL-XL, asi como que el indice de formacion de proplaquetas disminuyo.

[0011] Takayama et al. (J. Exp. Med., 207(13), noviembre 2010, 2817-2830) expone que la expresion sostenida y
excesiva de c-MYC en megacariocitos vino acompafiada de la produccién deficiente de plaquetas funcionales.

[0012] También se ha demostrado que como factor que puede influir en un procedimiento de diferenciacion de
megacariocitos, el cultivo de megacariocitos inmaduros a 39 °C, una temperatura superior a la temperatura de
cultivo convencional, estimula la induccion a megacariocitos maduros poliploidizados y la formacion de
proplaquetas (Documento no patente 5).

Lista de citas
Documentos de patente
[0013]

Documento de patente 1: W02008/041370
Documento de patente 2: WO2009/122747
Documento de patente 3: W0O2011/034073

Documentos no patente
[0014]

Documento no patente 1: Takayama, et al., Blood, 111: 5298-5306 2008
Documento no patente 2: Lordier, et al., Blood, 112: 3164-3174 2009
Documento no patente 3: Schweinfurth, et al., Platelets, 21: 648-657 2010
Documento no patente 4: Fuhrken, et al., J. Biol. Chem., 283: 15589-15600 2008
Documento no patente 5: Proulx et al., Biotechnol. Bioeng., 88: 675-680 2004

Sumario de la invencion
Problema que ha de solucionar la invencién

[0015] Teniendo en cuenta que la cantidad de plaquetas funcionales (plaquetas que presentan actividades in
vivo, por ejemplo, accidon hemostatica y caracterizadas como CD42b+) disponibles de megacariocitos cuya
"poliploidizacién" no se ha desarrollado suficientemente, es demasiado pequefia como para desarrollar una
aplicacion clinica, los presentes inventores pensaron que deberia estimularse la poliploidizacion de
megacariocitos con el fin de producir de forma eficiente plaquetas funcionales in vitro.

[0016] Por consiguiente, un objeto de la presente invencion consiste en dar a conocer un método de estimulacion
de la poliploidizacién de megacariocitos y, de esta manera, la preparacion de mas megacariocitos
poliploidizados, un método de produccion eficiente de plaquetas a partir de megacariocitos poliploidizados y
similares.

Medios para solucionar el problema

[0017] Con el problema anterior en mente, los presentes inventores trataron de estimular la poliploidizacion de
megacariocitos que se han preparado a partir de células madre pluripotentes (células madre embrionarias,
células iPS y similares) y cuya poliploidizacion no se ha desarrollado suficientemente. En primer lugar, los
presentes inventores realizaron esta prueba con la linea celular progenitora de megacariocitos inmortalizados
(véase el Documento de patente 3) preparados a partir de células madre pluripotentes desarrolladas por ellos
mismos. Esta linea celular progenitora de megacariocitos inmortalizados es la que se distribuye con potencial
proliferativo mejorado y se establece (inmortaliza) mediante la induccién de la expresion de un oncogén, tal como
MYC o un gen tal como BMI1 en las células progenitoras de megacariocitos obtenidas de células madre
pluripotentes.
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[0018] Con el fin de estimular la poliploidizacion con esta linea celular progenitora de megacariocitos
inmortalizados, los presentes inventores han tenido éxito en la estimulaciéon eficiente de la poliploidizacion
forzando la expresion de un gen supresor de apoptosis cuando se lleva a cabo la supresién de la expresion de
un oncogén y un gen polycomb.

[0019] Los presentes inventores también han confirmado que, al igual que la expresion forzada de un gen
supresor de apoptosis, la inhibicion de la expresiéon o funcién de un producto génico p53 también hace que
aumente la eficacia de la poliploidizacién. Asimismo, han confirmado que la sumisién de la linea celular
progenitora de megacariocitos a tratamiento con un inhibidor ROCK (doble espiral asociada a Rho que forma
quinasa/quinasa asociada a Rho) o un inhibidor HADC, a un cultivo a 39 °C y similares, también es eficaz para
inducir la poliploidizaciéon. Ademas, se ha descubierto que el tratamiento con un inhibidor de funcién de complejo
de actomiosina (complejo de actina y miosina) estimula la poliploidizaciéon enormemente.

[0020] Se ha descubierto que los megacariocitos altamente poliploidizados producidos por la presente invencion
contienen megacariocitos de 4N u 8N o mayores en una proporcién mayor que la de los conocidos y, al mismo
tiempo, contienen dichas células en una proporciéon mucho mayor que la de los megacariocitos maduros
producidos in vivo.

[0021] Asimismo, los presentes inventores han descubierto que en los megacariocitos maduros suficientemente
poliploidizados, la cantidad de plaquetas producidas a partir de un megacariocito muestra un incremento radical
mediante la supresion de la expresion forzada de un gen supresor de apoptosis. Ademas, se ha confirmado que
la eficacia de produccion de plaquetas también puede aumentarse mediante el cultivo en un medio al que se le
afiade un inhibidor ROCK. Después de estudiar las condiciones optimas para el periodo de cultivo, la
temperatura de cultivo y similares, han llevado a cabo la presente invencion.

La presente invencién hace referencia a:
[0022]

[1] un método de produccién de megacariocitos poliploidizados, que incluye una etapa de obtencién de los
megacariocitos forzando la expresién de oncogén seleccionado de la familia de genes MYC y BMI1, en
células en cualquier fase de diferenciacion de células progenitoras hematopoyéticas en megacariocitos antes
, forzando la expresion de BCL-XL en megacariocitos antes de la poliploidizacion y cultivar y proliferar las
células resultantes, preferiblemente donde un gen c-MYC se utiliza como oncogén;

[2] el método descrito anteriormente en [1], donde en la etapa de cultivo, se inhibe la expresién o funcion de
un producto génico p53;

[3] el método descrito anteriormente en [1] o [2], donde en la etapa de cultivo, se somete a los megacariocitos
antes de la poliploidizacion a al menos uno de los siguientes (a) a (c):

(a) tratamiento con un inhibidor de funcién de complejo de actomiosina;

(b) tratamiento con un inhibidor ROCK; y
(c) tratamiento con un inhibidor HDAC;

preferiblemente donde el inhibidor ROCK es Y27632; el inhibidor HDAC es acido valproico; y el inhibidor de
funcién de complejo de actomiosina es blebbistatin;

[4] el método descrito anteriormente en cualquiera de [1] a [3], donde la etapa de cultivo se lleva a cabo a una
temperatura superior a 37° C;

[5] el método descrito anteriormente en cualquiera de [1] a [4], donde las células progenitoras
hematopoyéticas se obtienen a partir de células seleccionadas del grupo que consiste en células iPS, células
madre embrionarias, células madre hematopoyéticas derivadas de la sangre de cordén umbilical, sangre de
médula ésea o sangre periférica y células madre hematopoyéticas;

[6] el método descrito anteriormente en cualquiera de [1] a [4], que también comprende la etapa de supresion
de la expresion forzada de BCL-XL.

[7] un método de produccion de una plaqueta, que incluye:

una etapa de obtenciéon de megacariocitos poliploidizados mediante la utilizacion del método descrito
anteriormente en cualquiera de [1] a [6] y de cultivo de las células; y

una etapa de recoleccion de una plaqueta del cultivo de los megacariocitos poliploidizados;

donde la etapa de cultivo de los megacariocitos poliploidizados se lleva a cabo al tiempo que se suprime
la expresion de BCL-XL que se ha expresado de forma forzada o después de que se elimine BCL-XL de
las células;

[8] el método descrito anteriormente en [7], donde la etapa de cultivo de los megacariocitos poliploidizados se
lleva a cabo en ausencia de un suero y/o en ausencia de una célula alimentadora;

[9] el método descrito anteriormente en [7] u [8], donde la etapa de cultivo de los megacariocitos
poliploidizados se lleva a cabo entre un dia y 15 dias;
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[10] el método anteriormente en cualquiera de [7] a [9], donde la etapa de cultivo de los megacariocitos
poliploidizados se lleva a cabo a 37 °C;

[11] el método descrito anteriormente en cualquiera de [7] a [9], donde en la etapa de cultivo de los
megacariocitos poliploidizados, se afiade un inhibidor ROCK y/o un inhibidor de funcién de complejo de
actomiosina a un medio;

preferiblemente donde el inhibidor ROCK es Y27632 y el inhibidor de funcién de complejo de actomiosina es
blebbistatin.

En la presente memoria, también se da a conocer una plaqueta producida mediante el método descrito en
cualquiera de [7] a [11]; ¥

un producto sanguineo que contiene la plaqueta descrita anteriormente.

Efecto de la invencion

[0023] La presente invencion posibilita la estimulacion artificial de la poliploidizacion de megacariocitos. En
particular, la presente invencion también es eficaz para la estimulacion de la poliploidizacién de megacariocitos
preparados in vitro como se indica anteriormente, y la invencién posibilita el suministro de megacariocitos (por
ejemplo, una poblacion de megacariocitos que presenta megacariocitos de 4N o mayores en una proporcion
elevada) cuyo nivel de poliploidizacion se ha desarrollado mas que los megacariocitos disponibles in vivo.

[0024] Asimismo, la presente invencion posibilita el incremento notable del nimero de plaquetas producidas por
megacariocito poliploidizado.

[0025] Por lo tanto, se hace posible disminuir radicalmente el tiempo necesario para producir plaquetas de
células madre y, entonces, llevar a cabo la produccién masiva de las plaquetas mediante induccion de
megacariocitos antes de la poliploidizacion de las células madre, proliferacion de los megacariocitos antes de la
poliploidizacion mediante la utilizacion, por ejemplo, del método descrito en el Documento de patente 3, y
poliploidizacion de los megacariocitos antes de la poliploidizacién para producir plaquetas de acuerdo con el
método de la presente invencion. Las plaquetas obtenidas segun se describe anteriormente son CD42b positivas
y contribuyen ampliamente a la aplicacion clinica.

Breve descripcion de los dibujos
[0026]

[FIG. 1A] Se muestra el esquema de un ensayo llevado a cabo para analizar la dependencia de citoquina de
la proliferacién de iIMKPC-tipo I.

[FIG. 1B] Se muestra un cambio en la cantidad de células cuando se cultivd iMKPC-tipo | en medios a los que
se habia afiadido SCF y TPO (S+T), SCF y EPO (S+E), SCF (S), TPO (T) y EPO (E), respectivamente, de
acuerdo con el plan que se muestra en la figura 1A.

[FIG. 1C] Se muestran histogramas de citometria de flujo de la expresion de un marcador de superficie de
iMKPC-tipo | el dia 8 del plan que se muestra en la figura 1A.

[FIG. 1D] Se muestran los resultados de forzar la expresion de c-MYC y BMI1 con células CD34 positivas
derivadas de la sangre de cordén umbilical y de estimular la proliferacion de megacariocitos antes de la
poliploidizacion.

[FIG. 2A] Se muestran los resultados del analisis de la influencia de citoquina en la proliferacion de iIMKPC-
tipo 1.

[FIG. 2B] Se muestran los resultados del analisis de la expresion de CD41a y CD42b en iMKPC-tipo IlI.

[FIG. 3] Se muestran las observaciones microscopicas de la poliploidizacién de iIMKPC-tipo Il cuando se llevd
a cabo la expresion forzada de BCL-XL y la supresion de la expresion de un gen p53, y de la poliploidizacion
cuando se afiadié blebbistatin al medio.

[FIG. 4] Se muestran las observaciones microscopicas del analisis de la influencia de BCL-XL en la
proliferacién de iIMKPC-tipo Il.

[FIG. 5] Influencia de un inhibidor ROCK en la poliploidizacién de megacariocitos. Después de que se
suprimiera la expresion de MYC/BMI1 en megacariocitos (mediante cultivo en presencia de doxiciclina y en
ausencia de estradiol), se afiadié un inhibidor ROCK (Y27632) (10 uM). Tras cultivo durante 7 dias, se
analizo6 el grado de poliploidizacion. A muestra histogramas de citometria de flujo de células (vehiculo) a las
que no se habia afiadido inhibidor ROCK y de células (Rock i) a las que se habia afiadido el inhibidor, donde
estas células se tifieron con Hoechst, colorante nuclear, a continuacién CD41a, marcador de megacariocitos,
se tifd con un anticuerpo antiCD41a. B es un grafico en el que se muestran los resultados de A.

[FIG. 6] Resultados del analisis del nivel de expresion de un gen implicado en la maduraciéon de
megacariocitos en cultivo a 39 °C. Después de suprimirse la expresion de MYC/BMI1 en megacariocitos, se
cultivaron las células resultantes a 39 °C durante 5 dias. Se analiz6 el nivel de expresion de un grupo de
genes (GATA1 (A), PF4 (B), NFE2 (C) y B-tubulina (D)) indispensable para la maduracién de megacariocitos
mediante PCR cuantitativa (g-PCR, por sus siglas en inglés). El nivel de expresion que se muestra en estos
graficos es una proporcion con respecto al nivel de expresion de GAPDH.
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[FIG. 7] Resultados del analisis de la influencia de BCL-XL, uno de los genes supresores de apoptosis, en la
poliploidizacion de megacariocitos. El grado de poliploidizacion se analizé después de la supresion de la
expresion de MYC/BMI1 en megacariocitos, la induccion de la expresion de BCL-XL en presencia de un
inhibidor ROCK (10 uM) y el cultivo de las células resultantes durante 7 dias. A muestra los histogramas de
citometria de flujo de cada una de las células expresadas MYC/BMI1 (grafico izquierdo), de las células
tratadas con un inhibidor ROCK después de la supresion de la expresion de MYC/BMI1 (grafico central), y de
las células sometidas a expresion de BCL-XL ademas de la supresion de la expresion de MYC/BMI1 vy el
tratamiento con un inhibidor ROCK (grafico derecho), donde estas células se tifieron con un colorante
nuclear, Hoechst y, a continuacion, CD41a, marcador de megacariocitos, se tifid con un anticuerpo
antiCD41a. B es un grafico en el que se muestran los resultados de A. C incluye micrografias de células que
tienen un nucleo de 2N, 4N, 8N y 8N o superior.

[FIG. 8] Curva de crecimiento de células BCL-XL expresadas. Se muestran los resultados de un cambio en la
cantidad de células BCL-XL expresadas (CD41a+) (m) y la cantidad de células no expresadas (CD41a+) (A)
como una funcién de los dias de cultivo al tiempo que se suprime la expresién de MYC/BMI1 en
megacariocitos en presencia de un inhibidor ROCK (10 uM).

[FIG. 9] Influencia de la reduccion de p53 en la poliploidizacion. Se analizé el grado de poliploidizaciéon de
CD41a+ mediante la supresion de la expresion de MYC/BMI1 en megacariocitos, la induccion de BCL-XL en
presencia de un inhibidor ROCK (10 pM), la reducciéon de un gen p53 y, a continuacion, el cultivo de las
células resultantes a 39 °C durante 7 dias. A muestra los histogramas de citometria de flujo de cada una de
las células control (control) en las que p53 no se habia reducido y de las células (SiP53) en las que p53 se
habia reducido, donde estas células se tifieron con un colorante nuclear Hoechst y, a continuacion, CD41a,
marcador de megacariocitos, se tifié con un anticuerpo antiCD41a. B es un grafico en el que se muestran los
resultados de A.

[FIG. 10] Influencia de tratamiento con acido valproico en la poliploidizacion. Se analizé el grado de
poliploidizacién de las células CD41a+ después de la supresién de la expresion de MYC/BMI1 en
megacariocitos, la induccion de la expresion de BCL-XL en presencia de un inhibidor ROCK (10 uM), la
reduccion de un gen p53, el tratamiento de las células resultantes con acido valproico (0,5 mM) y el cultivo a
39 °C durante 7 dias. A muestra los histogramas de citometria de flujo de cada una de las células (Si P53) no
tratadas con acido valproico y de las células (SiP53 VLP) tratadas con acido valproico, donde estas células se
tiferon con un colorante nuclear Hoechst y, a continuacion, CD41a, marcador de megacariocitos, se tifid con
un anticuerpo antiCD41a. B es un grafico en el que se muestran los resultados de A.

[FIG. 11] Influencia de un inhibidor de IIA/B ATPasa de cadena pesada de miosina (inhibidor de funcién de
complejo de actomiosina) en la poliploidizacion de megacariocitos. Se analizé el grado de polimerizacion
después de la supresion de la expresion de MYC/BMI1 en megacariocitos (mediante cultivo en presencia de
doxiciclina y en ausencia de estradiol), la adicién de blebbistatin (10 pg/ml), inhibidor de IA/B ATPasa de
cadena pesada de miosina y el cultivo durante 7 dias. A muestra histogramas de citometria de flujo de células
(-) a las que no se habia afiadido blebbistatin y de células (+) a las que se habia afiadido blebbistatin (10
pg/ml), donde estas células se tifieron con un colorante nuclear Hoechst y, a continuacion, CD41a, marcador
de megacariocitos, se tifid con un anticuerpo antiCD41a. B es un grafico en el que se muestran los resultados
de A.

[FIG. 12] Influencia, en la poliploidizacion de megacariocitos, del tratamiento con blebbistatin utilizado en
combinacion con los ofros tratamientos. Se analizé el grado de poliploidizacion de las células CD41a+
después de la supresion de la expresion de MYC/BMI1 en megacariocitos, la induccién de la expresion de
BCL-XL en presencia de Y27632 (10 uM) y acido valproico (0,5 mM), la reduccién de un gen p53, la adicion
de blebbistatin (10 pug/ml) y el cultivo a 39 °C durante 7 dias. A muestra los histogramas de citometria de flujo
de cada una de las células (-) no tratadas con blebbistatin y de las células (+) tratadas con blebbistatin, donde
estas células se tifieron con un colorante nuclear, Hoechst y, a continuacion, CD41a, marcador de
megacariocitos, se tifié con un anticuerpo antiCD41a. B es un grafico en el que se muestran los resultados de
A.

[FIG. 13] Curva de crecimiento de células sometidas a tratamiento con blebbistatin en combinacién con los
otros tratamientos. Se hizo un grafico (A) de un cambio en la cantidad de las células siguientes como una
funcion de los dias de cultivo: células (CD41a+) tratadas con blebbistatin (CD41a+) (A) y células (CD41a+)
no tratadas con blebbistatin (m); cada una después de que se suprimiera la expresion de MYC/BMI1 en
megacariocitos, se expres6 BCL-XL en presencia de Y27632 (10 uM) y acido valproico (0,5 mM) y se redujo
un gen p53. En B, se muestran las micrografias de estas células.

[FIG. 14] Se muestran los resultados del analisis de la expresién de CD41a y CD42b en megacariocitos y
plaquetas en ambos casos, donde se suprimio la expresion de BL-XL y donde no se suprimié durante una
fase de liberacion de plaguetas.

[FIG. 15] Se muestran recuentos de células medidos al mismo tiempo de ON/OFF de la expresién de BCL-XL
a partir de los resultados de la figura 14. A muestra la cantidad de plaquetas CD42b positivas, B muestra la
cantidad de megacariocitos CD41a positivos/CD42b positivos y C muestra la cantidad de megacariocitos
CD41a positivos.

[FIG. 16] Se muestran los resultados del analisis de la influencia de temperaturas de cultivo establecidas a
35°C, 37 °C y 39 °C en la cantidad de plaquetas en ambos casos, donde se suprimié la expresion de BCL-XL
y donde no se suprimié durante una fase de liberacién de plaquetas.
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[FIG. 17] Se muestran los resultados del analisis de la influencia de la presencia o ausencia de un suero,
células alimentadoras y blebbistatin en la cantidad de plaquetas.

[FIG. 18] Se muestran los resultados del analisis de la influencia de un suero, células alimentadoras y
blebbistatin en la proporcién de plaquetas CD42b.

[FIG. 19] Se muestra un ejemplo de condiciones de cultivo preferibles en la etapa de poliploidizacion
(expansion MCB) de megacariocitos y durante una fase de liberacion de plaquetas (produccion de plaquetas).
[FIG. 20] Se muestra un aumento de una proporcién de plaguetas CD42b mediante la supresion de la
expresion de BCL-XL y un aumento adicional de una proporcion de plaquetas CD42b mediante la eliminacion
del suero y las células alimentadoras del medio y la adicion de blebbistatin.

[FIG. 21] Se muestran los resultados del analisis de la influencia de un anticuerpo inhibitorio funcional HIP1
contra CD42b en el efecto de aglutinacion de ristocetina de plaquetas periféricas.

[FIG. 22] Se muestran los resultados del analisis de la influencia de un anticuerpo inhibitorio funcional HIP1
contra CD42b en la formacion de trombos in vivo.

[FIG. 23] Se muestran los resultados de trasplantar respectivamente, a ratones NOG, de plaquetas derivadas
de células iPS producidas con la adicion simultanea de KP-457 (S-45457), un inhibidor de ADAM17 y, de esta
manera, aumentar el nivel de expresion de GPlba (CD42b) y las plaquetas derivadas de células iPS
producidas sin la adicion de un inhibidor de ADAM17 y medir la cantidad de plaquetas que contribuyeron a la
formacion de trombos.

[FIG. 24] Se muestran los resultados de trasplantar plaquetas periféricas humanas deterioradas de forma
falsa mediante la adicion de 100 um de CCCP, un agente dafiino para las plaquetas, en presencia de KP-
457, plaquetas a las que se afiadi6 CCCP en ausencia de KP-457 y plaquetas frescas, respectivamente, y
medir la cantidad de plaquetas que contribuyeron a la formacion de trombos.

Modo de llevar a cabo la invencion
(Método de produccién de megacariocitos poliploidizados)

[0027] La presente invencion da a conocer un método de estimulacion de la poliploidizacion de megacariocitos y,
de esta manera, preparacion de poliploidizacion de megacariocitos.

[0028] Un modo del método de produccion de megacariocitos poliploidizados segun la presente invencion incluye
una etapa de obtencion de megacariocitos forzando la expresion de un oncogén seleccionado de la familia de
genes MYC, y BMI1, en células en cualquier fase de diferenciacion de células progenitoras hematopoyéticas en
megacariocitos antes de la poliploidizacion, forzando la expresion de BCL-XL en megacariocitos antes de la
poliploidizacion y cultivar y proliferar las células resultantes, preferiblemente donde un gen c-MYC se utiliza como
oncogeén.

[0029] EI término "megacariocitos antes de la poliploidizacion" segin como se utiliza en la presente memoria no
esta particularmente limitado y puede hacer referencia a megacariocitos disponibles a partir de células de sangre
del cordén umbilical o de la médula ésea y cuya poliploidizacion no se ha desarrollado suficientemente, o
megacariocitos que se han diferenciado por induccion de células madre embrionarias, células iPS, células madre
hematopoyéticas derivadas de sangre de cordon umbilical, sangre de médula 6sea o sangre periférica, células
progenitoras o similares y cuya poliploidizacion no se ha desarrollado suficientemente.

[0030] Ademas, el término "megacariocitos antes de la poliploidizacion”, segun como se utiliza en la presente
memoria, abarca células que se caracterizan, por ejemplo, como CD41a positivas/CD42a positivas/CD42b
positivas.

[0031] EI término "megacariocitos poliploidizados" o "megacariocitos que se han sometido a poliploidizaciéon" se
refiere a células o a una poblacién celular en la que ha aumentado la cantidad de nucleos en términos relativos
en comparacion con "megacariocitos antes de la poliploidizacion”. Por ejemplo, cuando los megacariocitos a los
que se ha de aplicar el método de la presente invencién tienen un nucleo 2N, las células que tienen un nucleo 4N
o superior corresponden a "megacariocitos poliploidizados" o "megacariocitos que se han sometido a
poliploidizacion". Incluso en megacariocitos antes de la poliploidizacion, la cantidad de nucleos no se limita a uno.
En una poblacién celular, la cantidad de nucleos en la poblacién celular entera muestra un aumento significativo
después de un término predeterminado, la poblacion celular antes del término predeterminado puede
denominarse "megacariocitos antes de la poliploidizacién" y la poblacion celular después de un término
predeterminado puede denominarse "megacariocitos que se han sometido a poliploidizacién”.

[0032] La presente invencion puede aplicarse también a megacariocitos antes de la poliploidizacion que se han
diferenciado por induccién de células madre pluripotentes (tal como células madre embrionarias y células iPS),
células madre hematopoyéticas derivadas de sangre de cordon umbilical, sangre de médula 6sea o sangre
periférica, y células progenitoras. Por ejemplo, se prefieren los megacariocitos disponibles a partir de una
estructura similar a una red (que también pueden denominarse saco madre embrionario o saco iPS) preparados
a partir de células madre embrionarias o células iPS. En la presente memoria, la "estructura similar a una red"
preparada a partir de células madre embrionarias o células iPS significa una estructura similar a un saco estérico
(que tiene un espacio interno) derivada de células madre embrionarias o células iPS. Se hace con una poblacion
7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2659262 T3

celular endotelial y similares, y contiene en la misma células progenitoras hematopoyéticas (véase el Documento
de patente 1, el Documento de patente 2 y el Documento no patente 2).

[0033] En la presente memoria, se da a conocer que es posible utilizar las que se establecen finalmente como
una linea celular ES mediante cultivo de huevos fecundados en la fase de blastocito junto con células
alimentadoras, con el aislamiento de células proliferantes derivadas del grupo de células interior en células
individuales y la repeticion del subcultivo.

[0034] Cuando se utilizan células iPS, pueden utilizarse células de cualquier origen en la medida en que hayan
adquirido diferenciacién pluripotente similar a células madre embrionarias mediante la introduccién de diversos
tipos de genes de factor de transcripcion (que, de ahora en adelante, se denominara "factor de diferenciacion
pluripotente") capaces de proporcionar células somaticas (por ejemplo, fibroblastos o glébulos) con diferenciacion
pluripotente. Como factores de diferenciacion pluripotente, ya se han dado a conocer muchos factores. Entre los
ejemplos se encuentran, pero sin caracter limitativo, la familia Oct (ex. Oct3/4), la familia SOX (ex. SOX2, SOX1,
SOX3, SOX15 y SOX17), la familia KIf (ex. KIf4 y Kif2), la familia MYC (ex. c-MYC, N-MYC y L-MYC), NANOG y
LIN28.

[0035] Los presentes inventores han dado a conocer que al forzar la expresion de un oncogén, tal como MYC, y
un gen, tal como BMI1, en megacariocitos antes de la poliploidizacién (incluidos los denominados "células
progenitoras de megacariocitos" en el Documento de patente 3) derivados de células madre pluripotentes, los
megacariocitos resultantes presentan capacidad proliferativa mejorada (Documento de patente 3, JEM, 207:
2817-2830 2010).

[0036] Los megacariocitos antes de la poliploidizacién obtenidos mediante la utilizacion del método mencionado
anteriormente son adecuados para su utilizacion en el método de la presente invencion.

[0037] Segun se da a conocer en el presente documento, los megacariocitos antes de la poliploidizaciéon son
aquellos que se obtienen mediante una etapa de, en cualquier fase de diferenciacién de células progenitoras
hematopoyéticas en megacariocitos antes de la proliferacion, forzar la expresion de un oncogén y cualquiera de
los siguientes genes (i) a (iii):

(i) un gen supresor de la expresion de un gen p16 o un gen p19;
(i) un gen supresor de la expresion de un gen Ink4a/Arf; y
(iii) un gen polycomb;

y cultivar y proliferar las células resultantes.

[0038] Entre los ejemplos del oncogén, se incluye el gen de la familia MYC, el gen de la familia Src, el gen de la
familia Ras, el gen de la familia Raf y los genes de la familia de proteina quinasa, tal como c-Kit, PDGFR y Abl.
Entre los ejemplos de los genes (i) a (iii), se incluyen BMI1, Mel18, Ring1a/b, Phc1/2/3, Cbx2/4/6/7/8, Ezh2, Eed,
Suz12, HADC y Dnmt1/3a/3b, prefiriéndose particularmente un gen BMI1. Los expertos en la materia pueden
llevar a cabo el control de la expresion del oncogén y el gen polycomb de manera convencional. Por ejemplo,
puede utilizarse el método descrito en detalle en el Documento de patente 3 y similares. El oncogén y cualquiera
de los genes (i) a (iii) pueden introducirse en las células en cualquier fase de las células progenitoras
hematopoyéticas en megacariocitos antes de la poliploidizacion. Sin embargo, esto no se limita, puesto que la
expresion de estos genes se induce en los megacariocitos antes de la poliploidizaciéon que se han de utilizar en la
presente invencion.

[0039] El oncogén y los genes (i) a (iii) (por ejemplo, un gen BMI1) incluyen tanto genes que tienen una
secuencia de ADNc ya conocida como homoélogos identificados mediante la utilizacion de la técnica anterior a
partir de la homologia con la secuencia de ADNc conocida.

[0040] Por ejemplo, entre los genes de la familia MYC, el gen c-MYC es un gen que tiene una secuencia de
acido nucleico de SEQ ID NO: 1. Los homélogos del gen c-MYC son genes que tienen una secuencia de ADNc
sustancialmente igual que la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1. El ADNc que tiene una secuencia
sustancialmente igual que la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1 es un ADN que tiene
aproximadamente un 60 % o mas de identidad de secuencia, preferiblemente aproximadamente un 70 % o mas
de identidad de secuencia, mas preferiblemente aproximadamente un 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %,
86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 % o0 98 % de identidad de secuencia,
mas preferiblemente aproximadamente un 99 % de identidad de secuencia en relaciéon con un ADN que tiene
una secuencia de SEQ ID NO: 1 o un ADN capaz de hibridarse con un ADN que tiene una secuencia
complementaria a la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1 en condiciones estrictas, donde una proteina
codificada por un ADN de este tipo contribuye a la amplificacion de las células en una fase de diferenciacion, tal
como megacariocitos antes de la poliploidizacion.

[0041] EI gen BMI1 es un gen que tiene una secuencia de acido nucleico de, por ejemplo, SEQ ID NO: 2. Un
homadlogo del gen BMI1 es un gen que tiene una secuencia de ADNc sustancialmente igual que la secuencia de
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acido nucleico de, por ejemplo, SEQ ID NO: 2. EI ADNc que tiene una secuencia sustancialmente igual que la
secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 2 es un ADN que tiene aproximadamente un 60 % o mas de
identidad de secuencia, preferiblemente aproximadamente un 70 % o mas de identidad de secuencia, mas
preferiblemente aproximadamente un 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 % o 98 % de identidad de secuencia, mas preferiblemente
aproximadamente un 99 % de identidad de secuencia en relacion con un ADN que tiene una secuencia de SEQ
ID NO: 2 o un ADN capaz de hibridarse con un ADN que tiene una secuencia complementaria a la secuencia de
acido nucleico de SEQ ID NO: 2 en condiciones estrictas, donde una proteina codificada por un ADN de este tipo
suprime la senescencia inducida por oncogenes en las células en las que el oncogén, tal como el gen de la
familia MYC, se ha expresado, de manera que se estimula la amplificacion de las células.

[0042] EI oncogén mencionado anteriormente y los genes (i) a (iii) son necesarios para la proliferacion celular,
pero pueden inhibir la estimulacién de la poliploidizacion o la liberacion de plaquetas, de manera que la expresion
de estos genes puede suprimirse antes de una etapa de poliploidizacién. La supresion de la expresion de estos
genes en las células facilita la liberacion de plaquetas funcionales (Documento de patente 3).

[0043] El término "gen supresor de apoptosis”, segun se utiliza en el presente documento, no se limita
particularmente en la medida en que es un gen que suprime la apoptosis. Ejemplos del mismo incluyen un gen
BCL2, un gen BCL-XL, survivina y MCL1.

[0044] Los presentes inventores han descubierto que, cuando se suprime la expresion forzada del oncogén y de
cualquiera de los genes (i) a (iii), puede inducirse la muerte de los megacariocitos proliferados antes de la
poliploidizacién. Tal y como se muestra mas adelante en los Ejemplos, la supresion de la expresion del oncogén
y de cualquiera de los genes (i) a (iii) en los megacariocitos antes de la poliploidizacién y la expresion forzada de
un gen supresor de apoptosis en las células estimulan la poliploidizaciéon de los megacariocitos, lo que da lugar a
la produccién eficiente de plaquetas a partir de los megacariocitos antes de la poliploidizacion.

[0045] Tal y como se muestra mas adelante en los Ejemplos, los megacariocitos siguen con una proliferacion de
larga duracion forzando la expresion de un gen supresor de apoptosis.

[0046] Los genes supresores de apoptosis, tal como el gen BCL-XL y el gen BCL2, incluyen tanto los genes cuya
secuencia de ADNc ya se ha publicado como los homélogos identificados mediante la técnica anterior a partir de
la homologia con la secuencia de ADNc conocida. Por ejemplo, un gen BCL-XL, uno de los genes supresores de
apoptosis, es un gen que tiene una secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 3. Un homdlogo del gen BCL-XL
es un gen que tiene una secuencia de ADNc sustancialmente igual que la secuencia de acido nucleico de SEQ
ID NO: 3. El ADNc que tiene una secuencia sustancialmente igual que la secuencia de acido nucleico de SEQ ID
NO: 3 es un ADN que tiene aproximadamente un 60 % o mas de identidad de secuencia, preferiblemente
aproximadamente un 70 % o mas de identidad de secuencia, mas preferiblemente aproximadamente un 80 %,
81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 % o
98 % de identidad de secuencia, mas preferiblemente un 99 % de identidad de secuencia en relaciéon con un
ADN que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 3 o un ADN capaz de hibridarse con un ADN que tiene una
secuencia complementaria a la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 3 en condiciones estrictas, donde
una proteina codificada por un ADN de este tipo es eficaz para la supresion de la apoptosis.

[0047] EI término "condiciones estrictas"”, segun se utiliza en la presente memoria, se refiere a las condiciones de
hibridacidon que los expertos en la materia pueden determinar faciimente y son condiciones experimentales y
empiricas que, normalmente, dependen de una longitud de sonda, una temperatura de lavado y una
concentracion de sal. Normalmente, una temperatura para el recocido adecuado aumenta cuando se utiliza una
sonda mas larga y disminuye cuando se utiliza una sonda mas corta. La formacion hibrida depende,
normalmente, de la capacidad de renaturalizacién de una cadena complementaria situada en un entorno en el
que una temperatura es ligeramente inferior que su punto de fusion.

[0048] En condiciones estrictas bajas, por ejemplo, en una fase de lavado de filtro después de la hibridacion, se
lava un filtro en una solucion 0,1xSSC, 0,1 % SDS en condiciones de temperatura de entre 37 °C y 42 °C. En
condiciones estrictas altas, por ejemplo, en la fase de lavado, se lava un filtro en una solucién 5xSSC, 0,1 %
SDS a 65 °C. Puede obtenerse un polinucleétido con homologia superior mediante el aumento de las
condiciones estrictas.

[0049] Con el fin de forzar la expresion de genes tales como el oncogén, los genes (i) a (iii) y el gen supresor de
apoptosis en células, puede emplearse cualquier método que conozcan los expertos en la materia. Por ejemplo,
el gen puede introducirse en las células mediante la utilizacion de un sistema de introduccion de genes con un
lentivirus o un retrovirus y, a continuacion, expresarse. Cuando se lleva a cabo la expresién de genes mediante
la utilizacion de un vector de introduccion de genes viral, puede expresarse un gen diana mediante la union
operativa del gen en direccion 3’ de un promotor adecuado, la inserciéon del gen resultante en el vector de
introduccion de genes y, a continuacion, su introduccion en las células. En el presente documento, el término
"unién operativa" significa que un gen diana se une a un promotor para alcanzar la expresion deseada del gen
diana. En modos de realizacion de la presente invencion, por ejemplo, el gen diana puede expresarse de forma
9
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constante con la utilizacién de un promotor CMV, un promotor EF1 o similares. De forma alternativa, un promotor
adecuado (promotor inducible) puede situarse bajo el control de un elemento que tiene actividad controlada por
un factor trans, por ejemplo, un elemento de respuesta a farmacos, tal como un elemento de respuesta a
tetraciclina y puede expresarse, por induccion, un gen diana si se lleva a cabo un control de este tipo como la
adicién de farmacos. Puesto que un sistema de expresion de genes con la utilizacion de un farmaco puede llevar
a cabo un control de expresion deseado del oncogén o de los genes (i) a (iii), los expertos en la materia pueden
seleccionar facilmente un sistema adecuado. Con el fin de llevar a cabo dicha expresién, puede utilizarse un kit
disponible en el mercado. El oncogén y los genes (i) a (iii), que son los genes diana en el control de expresion,
pueden insertarse en vectores respectivos 0 en un vector.

[0050] La supresion de la expresion del oncogén o de cualquiera de los genes (i) a (iii) en megacariocitos puede
alcanzarse, por ejemplo, mediante la eliminacion del farmaco o similares y, de esta manera, liberar la induccion
de la expresion con la utilizacion del sistema de expresién inductivo anteriormente mencionado. De forma
alternativa, el oncogén o cualquiera de los genes (i) a (iii) que se haya introducido puede eliminarse con la
utilizacion de un sistema Cre/lox o similar para controlar, de manera supresora, la expresion de estos genes.
Segun sea necesario, puede utilizarse un kit disponible en el mercado con el fin de regular, de manera
supresora, la expresion del oncogén o del gen (i) a (iii).

[0051] Un modo del método de producciéon de megacariocitos poliploidizados segun la presente invencion incluye
una etapa consistente en forzar la expresion de un gen supresor de apoptosis en células y, en paralelo, inhibir la
expresion o funciéon de un producto génico p53 en las células. El término "expresion” se utiliza como un concepto
que abarca la transcripcion y la traduccién. Por ejemplo, el término "expresion inhibidora" puede incluir el
significado "inhibidor en un nivel de transcripcion" o "inhibidor en un nivel de traduccion”.

[0052] EI producto génico p53 es ampliamente conocido como un gen supresor de tumores y se conoce su
secuencia y similares en diversas especies animales.

[0053] Puede alcanzarse un método de inhibicién de la funcién del producto génico p53 en megacariocitos
mediante una tecnologia convencional en este campo técnico. Ejemplos del método incluyen un método de
introduccion de mutacion (sustitucion, insercién o delecion, o alteracion, o modificacion) en un gen p53 y, de esta
manera, inhibir la produccion del producto génico y un método de inhibiciéon directa de la funcién del producto
génico. Ejemplos del método de introduccion directa de mutacion (sustitucion, insercion o delecion, o alteracion,
o modificacion) en un gen incluyen un método de destruccion del gen p53 entero mediante recombinacion
homologa con la utilizacién de un vector de reconocimiento génico adecuado y un método de introduccion de
mutacién en una region importantes para la actividad del producto génico con la utilizacion de un sistema Cre/lox
o similar.

[0054] Como método de inhibicion de la funcién del producto génico p53, puede utilizarse un método dominante
negativo. El método dominante negativo es un método de induccidn en células de una expresion abundante de
una proteina p53 con mutacién introducida en la misma para reducir su actividad o quitarsela, haciendo que una
proporcion de la proteina p53 inerte a la proteina p53 normal en células sea abrumadoramente elevada y, de
esta manera, obtener células que muestran un comportamiento celular que han perdido la funcién de la proteina
p53.

[0055] Como método de supresion de la expresion del producto génico p53, puede utilizarse un método
antisentido, un método de ribozima, un método de ARNi o similares.

[0056] EI método antisentido es un método de supresion de la expresion de un gen mediante la utilizacion de un
acido nucleico monocatenario que presenta una secuencia base complementaria a un gen diana (basicamente,
un ARNm como producto de transcripcion) y que presenta normalmente una longitud de entre 10 bases y 100
bases, preferiblemente entre 15 bases y 30 bases. La expresion de genes se inhibe mediante la introduccion de
un acido nucleico antisentido en células y mediante su hibridacion con el gen diana. El acido nucleico antisentido
no es completamente complementario al gen diana en la medida en que puede producirse un efecto de inhibicion
de la expresion del gen diana. Segun sea necesario, los expertos en la materia pueden disefiar el acido nucleico
antisentido con la utilizaciéon de software conocido o similares. El acido nucleico antisentido puede ser cualquiera
entre ADN, ARN y quimera de ADN/ARN o puede modificarse.

[0057] Una ribozima es una molécula de acido nucleico que hidroliza de forma catalitica un ARN diana y esta
compuesta por una region antisentido que presenta una secuencia complementaria al ARN diana y una region
central catalizadora implicada en la reaccion de ruptura. Segun sea necesario, los expertos en la materia pueden
disefiar una ribozima de manera conocida. Una ribozima es, normalmente, una molécula de ARN, pero puede
utilizarse una molécula quimera de ADN-ARN en su lugar.

[0058] El método de ARNi es un mecanismo de supresion de la expresion de genes de secuencia especifica
inducido por un acido nucleico bicatenario. EI método presenta una especificidad elevada y, ademas, es muy
seguro porque emplea un mecanismo de supresion de la expresion de genes originalmente presentes in vivo.
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[0059] Ejemplos del acido nucleico bicatenario que presentan un efecto de ARNi incluyen ARNip. Cuando se
utiliza ARNip para células de mamiferos, se trata de un ARN bicatenario que presenta, normalmente, entre 19y
30 bases, preferiblemente entre aproximadamente 21 y 25 bases. El acido nucleico bicatenario que presenta un
efecto de ARNi tiene, normalmente, como una de las cadenas, una secuencia complementaria a una parte de un
acido nucleico diana y, como la otra cadena, una secuencia complementaria a la misma

[0060] EIl acido nucleico bicatenario que presenta un efecto de ARNi puede disefiarse de manera conocida a
partir de la secuencia base de un gen diana. El acido nucleico bicatenario que presenta un efecto de ARNi puede
ser cualquiera entre un ARN bicatenario, un acido nucleico bicatenario de tipo quimera de ADN-ARN, un acido
nucleico artificial y un acido nucleico sometido a diversas modificaciones.

[0061] EI ARNip, el acido nucleico antisentido y la ribozima pueden expresarse en células mediante la
introduccion, en células, de vectores (por ejemplo, vectores lentivirus) que contienen los acidos nucleicos que los
codifican, respectivamente. Como ARNip, pueden utilizarse ADN que codifica dos cadenas, respectivamente, o
puede utilizarse un ADN que codifica un acido nucleico monocatenario obtenido mediante unién de las dos
cadenas de un acido nucleico bicatenario a través de un bucle. En este ultimo caso, el ARN monocatenario
obtenido mediante transcripcion intracelular presenta una estructura en horquilla porque su parte complementaria
se hibrida en las moléculas. Este ARN se denomina ARNhc (ARN horquillado corto). Cuando el ARNhc se
exporta al citoplasma, la parte de bucle es escindida por una enzima (Dicer) para ser un ARN bicatenario y
produce un efecto de ARNi.

[0062] Como otro método de inhibicion de la funcién del producto génico p53 en megacariocitos, puede
emplearse un método de inhibicidon directa o indirecta de la funcion del producto génico p53, un método de
inhibicién de la fosforilacion de p53 y, de esta manera, inhibicion indirecta de la activacion de p53 o métodos
similares.

[0063] Como se describe mas adelante en los Ejemplos, los megacariocitos antes de la expresion forzada de un
gen supresor de apoptosis y la inhibicion de la expresion o la funcion del producto génico p53, contintian con la
proliferaciéon, donde se incluyen los megacariocitos cuya dependencia de citoquina es SCF y las plaquetas
liberadas de los mismos no son CD42b positivas. Cuando se lleva a cabo la expresion forzada de un gen
supresor de apoptosis y la inhibicién de la expresiéon o funcion del producto génico p53, los megacariocitos se
poliploidizan parcialmente al tiempo que contindan la proliferacion y liberan muchas plaquetas CD42 positivas.
En esta fase, la dependencia de citoquina de los megacariocitos cambia de SCF a TOP vy la proliferacion y la
maduracién se llevan a cabo en paralelo.

[0064] Un modo del método de produccién de megacariocitos poliploidizados de acuerdo con la presente
invencion incluye, adicionalmente, al menos una entre una etapa de tratamiento de los megacariocitos antes de
la poliploidizacion al tiempo que se cultivan, con (a) un inhibidor de funcién de complejo de actomiosina, (b) un
inhibidor ROCK y (c) un inhibidor HDAC. Por medio del tratamiento mencionado anteriormente, prosigue una
proliferacién y una poliploidizaciéon mas estables.

[0065] EI término "complejo de actomiosina”, segun se utiliza en la presente memoria, significa un complejo entre
actina y miosina Il y constituye, por ejemplo, un anillo contractil que aparecera en el momento de la citocinesis.
En el complejo de actomiosina, la miosina Il actia como una proteina motora al tiempo que se relaciona con
actina y esta implicada en la contraccion del anillo contractil, entre otros. El "inhibidor de funcién de complejo de
actomiosina" en la presente invencion puede inhibir la funcion mediante cualquier mecanismo. Incluye, por
ejemplo, los que inhiben la formacién de un complejo de actomiosina y, de esta manera, inhiben la funcion del
complejo de actomiosina; los que inhiben la l1IA/IIB ATPasa de cadena pesada de miosina (MHC, por sus siglas
en inglés) y, de esta manera, inhiben la funciéon del complejo de actomiosina; y los que inhiben la quinasa de
cadena ligera de miosina (MICK) y, de esta manera, inhiben la funcién del complejo de actomiosina. La IIA/B
ATPasa de cadena pesada de miosina es una molécula que tiene una funcién importante en la contracciéon de un
anillo contractil, mientras la quinasa de cadena ligera de miosina fosforila L2, entre cadenas ligeras de miosina, e
induce un movimiento deslizante entre la actina y la miosina.

[0066] Se ha dado a conocer, hasta la fecha, que un inhibidor ROCK suprime la endomitosis de megacariocitos y
estimula la poliploidizacion. La IIA/B ATPasa de cadena pesada de miosina o la quinasa de cadena ligera de
miosina que controla la formacion o la funcion de un complejo de actomiosina actda en direccion 3’ de una sefal
ROCK y, mas directamente, controla la contraccion de un anillo contractil a través de la regulacion de la
formacion o la funcién de un complejo de actomiosina. Por lo tanto, el inhibidor de funcién de complejo de
actomiosina se supone que suprime la endomitosis de megacariocitos de forma mas eficiente y estimula mas la
poliploidizacién en comparacién con el inhibidor ROCK.

[0067] Ejemplos del inhibidor de funcién de complejo de actomiosina utilizables en la presente invencioén incluyen
blebbistatin (Science, 299: 1743-1747 2003), inhibidor de IIA/B ATPasa de cadena pesada de miosina y ML7,
inhibidor de quinasa de cadena ligera de miosina. También pueden utilizarse acidos nucleicos (por ejemplo,
ARNnhCc) o anticuerpos que inhiben la actividad de IIA/B ATPasa de cadena pesada de miosina o de quinasa de
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cadena ligera de miosina como inhibidor de IIA/B ATPasa de cadena pesada de miosina o como inhibidor de
quinasa de cadena ligera de miosina.

[0068] Cabe recalcar que el término "tratamiento”, segun se utiliza en la presente memoria, se refiere a una
operacion llevada a cabo para producir el efecto de un inhibidor o similares en células diana, por ejemplo, la
adicién de una cantidad adecuada de un inhibidor o similares a un medio de cultivo de células para incorporarlo
en las células. En algunos casos, puede utilizarse conjuntamente una operacion que estimula su incorporacion
en células.

[0069] Un modo del método de produccién de megacariocitos de acuerdo con la presente invencion, incluye, de
forma adicional, una etapa de tratamiento de los megacariocitos antes de la poliploidizacién con un inhibidor
ROCK al tiempo que se cultivan.

[0070] Entre los ejemplos del inhibidor ROCK (doble espiral asociada a Rho que forma quinasa/quinasa asociada
a Rho), se incluye [(R)-(+)-trans-N-(4-piridil)-4-(1-aminoetil)-ciclohexano carboxamida-2HCI-H.O] (Y27632). En
algunos casos, también pueden utilizarse anticuerpos o acidos nucleicos (por ejemplo, ARNhc) que inhiben la
actividad de la Rho quinasa como inhibidor ROCK.

[0071] Un modo del método de produccion de megacariocitos de acuerdo con la presente invencion, incluye, de
forma adicional, una etapa de tratamiento de los megacariocitos antes de la poliploidizacién con un inhibidor
HDAC al tiempo que se cultivan las células.

[0072] El inhibidor HDAC presenta una accion de inhibicion de la actividad de la histona deacetilasa (HDAC).
Hasta la fecha, se han conocido muchos inhibidores HDAC. Entre los ejemplos de los mismos, se incluye el
acido valproico, la tricostatina A, el SAHA (acido hidroxamico suberoilanilida) y el APHA (aroil-pirrolil-
hidroxiamida). En particular, se utiliza, preferiblemente, el acido valproico y la tricostatina A. Cuando un farmaco
que se ha de utilizar se suministra en forma de sal, puede utilizarse el inhibidor en forma de sal.

[0073] Los expertos en la materia pueden determinar de antemano la concentracion 6ptima cuando las células
se tratan con un inhibidor de funcién de complejo de actomiosina, un inhibidor ROCK, un inhibidor HDAC o
similares a partir de los resultados de un ensayo preliminar. Los expertos en la materia también pueden
seleccionar el tiempo de tratamiento, el método o similares segin sea necesario. Por ejemplo, cuando las células
se tratan con blebbistatin, inhibidor de || ATPasa de cadena pesada de miosina, puede afiadirse en una cantidad
de entre aproximadamente 2 y 15 pug/ml o entre aproximadamente 5 y 10 pg/ml a un medio de cultivo y
cultivarse, por ejemplo, preferiblemente durante aproximadamente 5 y 10 dias, en particular, preferiblemente,
durante aproximadamente 6 y 7 dias. Y27632, inhibidor ROCK, puede afiadirse en una cantidad de entre 5y 15
MM o entre 8 y 12 uM, preferiblemente entre aproximadamente 10 uM, mientras que el acido valproico, inhibidor
HDAC, puede afadirse en una cantidad de entre aproximadamente 0,1 y 1 mM o entre aproximadamente 0,2 y
0,7 mM, preferiblemente aproximadamente 0,5 mM. El tiempo de tratamiento con Y27632 o acido valproico
puede ser de entre 10 y 21 dias, preferiblemente de aproximadamente 14 dias.

[0074] Un modo del método de produccién de megacariocitos poliploidizados de acuerdo con la presente
invencion incluye, de forma adicional, la colocacion de células megacariociticas a una temperatura de 37 °C o
superior, donde BCL-XL se ha expresado de forma forzada al tiempo que se cultivan las células.

[0075] Se ha confirmado que mediante el cultivo de megacariocitos a una temperatura habitual de 37 °C o
superior, se estimula la diferenciacion de megacariocitos que se han sometido a poliploidizacion. Las
"temperaturas de 37 °C o superiores" se encuentran, por ejemplo, entre aproximadamente 37 °C vy
aproximadamente 42 °C, preferiblemente entre aproximadamente 37 °C y aproximadamente 39 °C, puesto que
las temperaturas que no dafan las células son adecuadas. Si bien puede determinarse un plazo de cultivo a
temperaturas de 37 °C o superiores, segun sea necesario, mientras se monitoriza la cantidad de megacariocitos
que se han sometido a poliploidizacion, el plazo es, por ejemplo, entre 10 dias y 28 dias, preferiblemente entre
14 dias y aproximadamente 21 dias.

[0076] No se impone ninguna limitacién particular en las demas condiciones de cultivo en la etapa de llevar a
cabo la expresion forzada de un gen supresor de apoptosis en megacariocitos que no se han sometido a
poliploidizacion y, a continuacion, cultivar las células resultantes en la medida en que el efecto de la presente
invencion puede producirse, de manera preferible, en las condiciones. Pueden utilizarse condiciones de cultivo
conocidas o condiciones equivalentes a las mismas. Por ejemplo, TPO, IL-1, IL-3, IL-4, IL5, IL-6, IL-9, IL-11,
EPO, GM-CSF, SCF, G-CSF, ligando FIt3 y heparina pueden utilizarse, bien por separado, bien en combinacion
de dos o mas y afiadirse a un medio.

[0077] De forma alternativa, puede utilizarse una célula alimentadora, segun sea necesario, para el cultivo.

[0078] Los megacariocitos que se han sometido a poliploidizacion obtenida mediante la utilizacion del método
mencionado anteriormente producen, de forma eficiente, plaquetas funcionales CD42b positivas. Segun se
muestra mas adelante en los Ejemplos, las plaquetas CD42b positivas presentan una capacidad de formacién de
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trombos elevada tanto in vivo como in vitro. Ademas, los megacariocitos que se han sometido a la
poliploidizacion pueden producir plaquetas funcionales incluso cuando se descongelan después de la
criopreservacion.

[0079] En la presente memoria, también se da a conocer una composicion globular que presenta un contenido
elevado de megacariocitos poliploidizados. El término "composiciéon globular" puede comprender, al igual que
"megacariocitos poliploidizados" cuya poliploidizacién se ha estimulado mediante el método de la presente
invencion, megacariocitos preparados mediante la utilizacién de otro método, y los demas glébulos.

[0080] EI tratamiento de los megacariocitos antes de la poliploidizacién mediante el método de la presente
invencion puede estimular su diferenciacion en megacariocitos poliploidizados de 4N o superior. Por
consiguiente, la aplicacién del método de la invencién a una poblacién de megacariocitos diferenciados, por
ejemplo, de células madre pluripotentes o similares, posibilita la obtenciéon de una composicién globular que
presenta un contenido elevado de megacariocitos poliploidizados de 4N o superior. Cuando la poblacion de
megacariocitos se trata mediante la utilizacion del método de la presente invencion, es posible aumentar el
contenido de megacariocitos poliploidizados con 4N o superior a al menos un 20 % o mas, 30 % o mas,
preferiblemente 40 % o mas, 50 % o mas, mas preferiblemente 80 % o mas (véase, por ejemplo, la figura 11B).
En consecuencia, la presente invencién posibilita la preparacion de una poblacién de megacariocitos o una
poblacién de glébulos con una proporcion de existencia elevada de megacariocitos poliploidizados.

[0081] Dicha composicion globular también puede criopreservarse. Por lo tanto, dicha composicion globular se
distribuye en un estado congelado y el método de produccion de plaquetas que se describe a continuacion puede
llevarse a cabo del lado del usuario.

[0082] Los megacariocitos y similares que se hayan tratado para estimular la poliploidizacion mediante el método
de la presente invencion son eficaces también para su trasplante in vivo y para producir plaquetas funcionales in
vivo mediante un método adecuado.

[0083] Actualmente, las células madre hematopoyéticas se han trasplantado a través del trasplante de médula
Osea, trasplante de sangre de corddon umbilical o similares. En particular, el trasplante de sangre de cordén
umbilical permite la reduccién de los problemas del trasplante de médula ésea, tal como la escasez de la
cantidad de donantes y una gran carga para los donantes, de modo que, recientemente, ha habido mas
oportunidades de trasplante de sangre de cordén umbilical. Los megacariocitos producidos in vivo mediante
trasplante de sangre de cordon umbilical, sin embargo, no se han sometido a poliploidizaciéon de forma suficiente
y la produccion de una cantidad suficiente de plaquetas in vivo lleva tiempo. Cuando una capacidad de
produccion de plaquetas deberia aumentar rapidamente, el trasplante de sangre de cordon umbilical no puede
satisfacer esta demanda suficientemente en la actualidad.

[0084] Con el trasplante de megacariocitos poliploidizados obtenidos mediante la utilizacion del método de la
presente invenciéon se pueden superar los problemas asociados al trasplante de médula 6sea, tal como la
escasez de la cantidad de donantes y una gran carga de donantes, asi como los problemas asociados al
trasplante de sangre de cordon umbilical, tal como la capacidad de produccion de plaquetas in vivo. Por
consiguiente, el método de la presente invencion es muy superior a los métodos de trasplante convencionales.

(Método de produccién de plaquetas)

[0085] Asimismo, el método de produccién de plaquetas de acuerdo con la presente invencion permite producir
plaquetas in vitro a partir de los megacariocitos poliploidizados y similares obtenidos mediante la utilizacion de la
presente invencion.

[0086] EI método de produccion de plaquetas de acuerdo con la presente invencion incluye una etapa de cultivo
de los megacariocitos poliploidizados obtenidos por medio del método mencionado anteriormente y de recogida
de plaquetas del producto cultivado.

[0087] Si bien no se impone ninguna limitacién en las condiciones de cultivo, los megacariocitos poliploidizados
pueden cultivarse durante entre aproximadamente 7 a 15 dias, por ejemplo, en presencia de TPO (entre
aproximadamente 10 y 200 ng/mL, preferiblemente entre aproximadamente 50 y 100 ng/mL) o en presencia de
TPO (entre aproximadamente 10 y 200 ng/mL, preferiblemente entre aproximadamente 50 y 100 ng/mL), SCF
(entre 10 y 200 ng/mL, preferiblemente aproximadamente 50 ng/mL) y heparina (entre aproximadamente 10 y
100 U/mL, preferiblemente aproximadamente 25 U/ml).

[0088] EI método de produccion de plaquetas de acuerdo con la presente invencion comprende, en la etapa de
cultivo de megacariocitos poliploidizados, la supresion de la expresion forzada anteriormente mencionada de
BCL-XL o la eliminacion del BCL-XL anteriormente mencionado de los megacariocitos poliploidizados.

[0089] La supresion de la expresion de un gen supresor de apoptosis también puede alcanzarse, por ejemplo,

mediante la eliminacion del producto quimico o similar para liberar la induccién de la expresion mediante el

sistema de expresion inductivo anteriormente mencionado. De forma alternativa, el gen supresor de apoptosis
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introducido puede eliminarse mediante la utilizacion de un sistema Cre/lox y, de esta manera, puede controlarse,
de manera supresora, la expresion de este gen. Seguin sea necesario, puede utilizarse un kit disponible en el
mercado o similar con el fin de regular, de manera supresora, la expresion de un gen supresor de apoptosis.

[0090] Como se muestra mas adelante en los Ejemplos, cuando la expresion de un gen supresor de apoptosis
que se ha expresado de forma forzada para estimular la poliploidizacién conlleva un aumento de la eficacia de
produccién de plaquetas funcionales CD41a positivas/CD42b positivas.

[0091] La supresion de la expresion o la eliminacién de un gen supresor de apoptosis comienza 15 dias,
preferiblemente 10 dias, mas preferiblemente entre 3 y 7 dias, todavia mas preferiblemente aproximadamente 3
dias antes de la recogida de plaquetas.

[0092] En esta etapa, puede suprimirse la expresion tanto de un gen supresor de apoptosis exdgeno como de un
gen supresor de apoptosis endégeno. La inhibicién de la expresion o la funcion de un producto génico p53 puede
llevarse a cabo de forma exitosa después de la presente etapa.

[0093] La temperatura de cultivo no se limita particularmente en la medida en que puede producirse el efecto de
la presente invencion. El cultivo puede llevarse a cabo a entre 35 °C y 40 °C, siendo adecuado entre 37 °C y
39 °C, como se muestra mas adelante en los Ejemplos.

[0094] En el método de produccion de acuerdo con la presente invencion, la etapa de cultivo de megacariocitos
poliploidizados puede realizarse en condiciones exentas de suero y/o exentas de célula alimentadora. Como se
muestra mas adelante en los Ejemplos, no se encontraron grandes diferencias en la cantidad de produccion de
plaquetas entre el cultivo en un medio que contiene un suero bovino fetal y el cultivo en un medio exento de
suero. Sin embargo, una proporciéon de plaquetas CD42b positivas era superior cuando las células se cultivaron
en un medio exento de suero o en un medio exento de célula alimentadora. Si la etapa de produccién de
plaquetas puede llevarse a cabo en un medio exento de suero y en un medio exento de célula alimentadora, las
plaquetas asi obtenidas pueden utilizarse clinicamente sin causar el problema de la inmunogenicidad.

[0095] La produccién de plaquetas sin la utilizacion de una célula alimentadora permite suprimir un coste de
produccion y es adecuada para la produccion en masa porque no se necesita la adhesion de la célula
alimentadora y, por consiguiente, puede llevarse a cabo el cultivo en suspensiéon en un matraz o similar. Cuando
no se utiliza la célula alimentadora, puede utilizarse un medio condicionado. El medio condicionado no se limita
particularmente y los expertos en la materia pueden prepararlo de manera conocida. Por ejemplo, puede
obtenerse mediante cultivo de una célula alimentadora, segin sea necesario y, a continuacion, eliminacion de la
célula alimentadora del producto cultivado mediante la utilizaciéon de un filtro o similar.

[0096] En un modo del método de produccion de plaquetas de acuerdo con la presente invencion, se afiade un
inhibidor ROCK y/o inhibidor de funcion de complejo de actomiosina a un medio. Puede utilizarse el inhibidor
ROCK vy el inhibidor de funcidon de complejo de actomiosina similar a los utilizados en el método anteriormente
mencionado de produccion de megacariocitos poliploidizados. Ejemplos del inhibidor ROCK incluyen Y27632.
Ejemplos del inhibidor de funcién de complejo de actomiosina incluyen blebbistatin, inhibidor de Il ATPasa de
cadena pesada de miosina. El inhibidor ROCK puede afiadirse por separado; el inhibidor ROCK vy el inhibidor de
funcion de complejo de actomiosina pueden afadirse individualmente; o pueden afiadirse conjuntamente.

[0097] EI inhibidor ROCK y/o el inhibidor de funciéon de complejo de actomiosina se afiade, preferiblemente, en
una cantidad de entre 0,1 uM y 30 puM, por ejemplo, entre 0,5 uM y 25 uM, entre 5 uM y 20 uM o similar.

[0098] EI plazo de cultivo después de la adicion del inhibidor ROCK y/o el inhibidor de funciéon de complejo de
actomiosina puede encontrarse entre un dia y 15 dias. Puede ser de 3 dias, 5 dias, 7 dias o similar. Mediante la
adicion del inhibidor ROCK y/o el inhibidor de funcion de complejo de actomiosina, puede aumentarse, de forma
adicional, una proporcién de plaquetas CD42b positivas.

[0099] En la presente memoria, se da a conocer un kit para la estimulacion de la poliploidizacion de
megacariocitos y la produccién de megacariocitos maduros y/o plaquetas. El kit incluye, ademas de un vector de
expresion, entre otros, necesario para la induccion de la expresion intracelular del oncogén, cualquiera de los
genes (i) a (iii) mencionados anteriormente, un gen BCL-XL o similares y un reactivo, un medio para el cultivo de
células, un suero, un suplemento tal como un factor de crecimiento (por ejemplo, TPO, EPO, SCF, heparina, IL-6,
IL-11 o similares), un antibidtico, entre otros. Ademas, el kit incluye, por ejemplo, cuando se utilizan células
derivadas de células madre embrionarias o células iPS, un anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo contra Flkl, CD31,
CD34, lectina UEA-I o similares) para confirmar un marcador para la identificacion de una estructura similar a una
red preparada a partir de estas células. El reactivo, anticuerpo, entre otros, incluidos en el kit se suministran en
cualquier tipo de recipiente que permita que un ingrediente constitutivo mantenga su actividad de forma eficiente
y que no provoque ni su adsorcion al material del recipiente ni su deterioracion.

[0100] El kit puede incluir, ademas, megacariocitos antes de la poliploidizacién en los que el oncogén vy
cualquiera de los genes (i) a (iii) anteriormente mencionados se han expresado de forma forzada.
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[0101] Las "células" descritas en la presente memoria se obtienen de humanos y animales no humanos (por
ejemplo, ratones, ratas, ganado, caballos, cerdos, ovejas, monos, perros, gatos y pajaros). Si bien no se impone
ninguna limitacién particular, se prefieren particularmente las células obtenidas de humanos.

[0102] La presente invencion y las demas exposiciones del presente documento se describiran, posteriormente,
con mas detalle por medio de ejemplos. Sin embargo, se ha de tener en cuenta que la presente invencion no se
limita a los Ejemplos ni estos la limitan.

EJEMPLOS
1. Preparacion de megacariocitos antes de la poliploidizacion

1-1. (Ejemplo de referencia) Preparacion de megacariocitos antes de la poliploidizacion a partir de células madre
embrionarias

[0103] Con el fin de analizar la poliploidizacién de megacariocitos, se prepararon megacariocitos antes de la
poliploidizacion a partir de células madre embrionarias (véase el Documento de patente 3 para obtener mas
informacion).

[0104] Se cultivd una linea celular ES [KhES-3] durante 14 dias en presencia de 20 ng/ml de VEGF para
preparar una estructura similar a una red. Se recuperaron células progenitoras hematopoyéticas eliminadas de la
estructura similar a una red y se sembraron en células 10T1/2 para obtener un recuento celular de 1x10%/pocillo.

[0105] Las células progenitoras hematopoyéticas preparadas de esta manera se infectaron con un vector de
retrovirus pMx tet off c-MYC 2A BMI1 que contenia c-MYC-2A-BMI1 tres veces cada 12 horas a un MOI = 10
(confirmado mediante la utilizacién de células Jurkat) para inducir la expresion de c-MYC y BMI1 (Documento de
patente 3). El vector pMx tet off c-MYC 2A BMI1 permite la expresion de un gen c-MYC y un gen BMI1 en
presencia de estradiol, al tiempo que suprime la expresion del gen c-MYC y el gen BMI1 en presencia de
doxiciclina (Dox) y en ausencia de estradiol.

[0106] De forma simultanea a la primera infeccion, se afiadieron 2 nM de estradiol y, 12 horas después de la
infeccion final, se elimind el virus. En esa fase, la cantidad liberada de plaguetas CD42b positivas era pequefia
aunque la expresion del gen c-MYC o el gen BMI1 se inactivara, lo que indica que las células eran
megacariocitos inmaduros. Estas células inmaduras pueden, posteriormente, denominarse "iMKPC-tipo I".

[0107] Se analizo la dependencia de citoquina de iIMKPC-tipo | mediante la siembra de 2x10° células iIMKPC-tipo
| en células alimentadoras 10T1/2 y mediante su cultivo durante 14 dias a 37 °C en las condiciones que se
muestran en la figura 1A en presencia de 2 uM de B-estradiol con la utilizacién de las siguientes citoquinas: SCF
(50 ng/ml), TPO (50 ng/ml) y EPO (6 U/ml). Se llevé a cabo un recuento de la cantidad celular de una poblacion
en la que se confirmd la proliferacion el dia 4 y el dia 11 y se volvieron a sembrar 2x10° células, mientras que se
cambio el medio de las otras poblaciones. La cantidad de células se conto el dia 8 y el dia 14 y se volvieron a
sembrar 2x10° células. Al mismo tiempo, el dia 8, se analizaron algunas de las células con un citometro de flujo
después de tincidon con un anticuerpo CD41, un anticuerpo CD42b y un anticuerpo GPA.

[0108] Los resultados se muestran en las figuras 1B y C. Como se muestra en la figura 1B, la proliferacion de
células iIMKPC-tipo | dependié en gran medida de SCF. Como se muestra en la figura 1C, las células de
cualquier poblaciéon eran casi CD41 positivas, pero en las poblaciones sin SCF, la poblacion CD41+/CD42b
mostraba una reducciéon marcada en la proliferacion. La poblacion CD41+/CD42b es una poblaciéon que muestra
una proliferaciéon adecuada entre las células iIMKPC-tipo I.

[0109] Estos descubrimientos, incluida la proliferacién dependiente de SCF, indican que las células iMKPC-tipo |
son megacariocitos inmaduros.

1-2. Preparacion de megacariocitos antes de la poliploidizacion a partir de células CD34 positivas obtenidas a
partir de sangre de cordén umbilical

[0110] Se confirmd que los megacariocitos antes de la poliploidizacion pueden prepararse a partir de células
CD34 positivas obtenidas a partir de la sangre de cordén umbilical de manera similar a cuando se utilizan células
madre embrionarias o células iPS.

[0111] Mas especificamente, se infectaron células CD34 positivas obtenidas a partir de la sangre de cordon
umbilical tres veces con virus pMx-c-MYC y DNsam BMI1 (cada uno, vector de retrovirus) a un MOl = 10 y se
conto la cantidad de células CD41a (marcador megacarioritico) positivas el dia 14 y el dia 21 con la utilizacion de
FACS. Se utilizé6 Mock (vector vacio) como control.

[0112] Los resultados se muestran en la figura 1D. En comparacion con Mock, se observo la proliferacion de
megacariocitos CD41 positivos de una poblaciéon en la que se habian expresado de forma forzada c-MYC vy

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2659262 T3

BMI1. Por lo tanto, se confirmé que los megacariocitos antes de la poliploidizacién pueden obtenerse a partir de
células obtenidas a partir de la sangre de cordén umbilical de manera similar a como se describe en 1-1.

2. Preparacion de megacariocito poliploidizado a partir de megacariocitos antes de la poliploidizacion
2-1. (Ejemplo de referencia) Influencia de la expresion de BCL-XL en la poliploidizacion

[0113] El dia 23, después de la infecciéon con un vector de retrovirus pMx tet off c-MYC 2A BMI1 que contenia c-
MYC-2A-BMI1 en la Seccion 1-1, se infectaron las células una vez con Lv-BCL-XL-GFP inducible por doxiciclina
(vector lentivirus) a un MOI = 10. El vector se prepar6é mediante la introduccion de ADNc de BCL-XL amplificado
por PCR en un vector Ai-Lv tet on (clontech) tratado con EcoRI y BamHI mediante la utilizacion de un kit de
clonacion PCR In-Fusion advance (clontech). Veinticuatro horas después de la infeccion, se eliminé el virus.
Mediante la eliminacion de estradiol y la adicion de doxiciclina, se suprimié la expresion de c-MYC y BMI1 y, al
mismo tiempo, se inicié la expresion de BCL-XL.

2-2. Influencia de la reduccién del gen p53 en la poliploidizacion

[0114] Se redujo un gen p53 mediante su infeccidon con un vector de lentivirus FG12-sh p53 ademas del vector
de lentivirus Lv-BCL-XL-GFP inducible por doxiciclina. Las células asi obtenidas pueden, posteriormente,
denominarse células "iIMKPC-tipo II".

2-3. Dependencia de citoquina de iIMKPC-tipo Il

[0115] En células alimentadoras 10T1/2, se sembraron 2x10° células iIMKPC-tipo Il y, a continuacion, se
cultivaron en presencia de 0,5 pg/ml de Dox a 39 °C durante 21 dias en las condiciones de las citoquinas, es
decir, SCF (50 ng/ml), TPO (50 ng/ml) y EPO (6 U/ml). Los resultados se muestran en la figura 2A. Se confirmo
que la linea celular iIMKPC-tipo Il muestra proliferaciéon en ausencia de citoquina, pero la proliferacion se estimula
todavia mas mediante la adicion de TPO. Si bien las células iIMKPC-tipo | eran dependientes de SCF y el TPO no
influyé en su proliferacion, las células de tipo Il mostraron proliferacién mejorada en presencia de TPO y SCF no
influyo en la proliferacion.

2-4. Analisis del marcador de superficie de iIMKPC-tipo Il

[0116] El dia 21, después de la adicidn de citoquina, se analizaron las células con un citdmetro de flujo después
de la tincion con un anticuerpo CD41, un anticuerpo CD42b y un anticuerpo GPA. Los resultados se muestran en
la figura 2B. La poblacion con TPO afadido mostré una expresion mayor de CD41a y CD42b en comparacion
con las otras poblaciones, lo que indica que es una poblacion mas comprometida con los megacariocitos.

2-5. Cambio morfolégico e influencia de blebbistatin

[0117] Los resultados de la observacion microscépica de iMKPC-tipo | y tipo Il se muestran en la figura 3. Se
observo que, si se apaga la expresion de c-MYC y BMI1, se fuerza la expresion de BCL-XL y se reduce el gen
p53, las células se poliploidizan en gran medida. También se confirmd que las células se poliploidizaban en
mayor medida mediante la adicion de blebbistatin (5 pug/ml).

[0118] Tal y como se muestra en las Secciones 2-3 a 2-5, en la fase de iIMKPC-tipo Il, los megacariocitos
proliferan, una proporcion de plaquetas CD42b positivas en todas las plaquetas liberadas aumento, algunas de
las células se poliploidizaron y la dependencia de citoquina cambié a TPO, lo que indica que la proliferacion y la
maduracion se produjeron simultdneamente.

2-6. Influencia de la supresién de la expresion de BCL-XL

[0119] En células alimentadoras 10T1/2, se sembraron 2x10° células iIMKPC-tipo Il y se llevé a cabo un cultivo
de larga duracion a 39 °C en presencia de 0,5 ug/ml de Dox (BCL-XL ON) o en su ausencia (BCL-XL OFF). Cada
dos o cinco dias, se contd la cantidad de células y se volvieron a sembrar 2x10° células.

[0120] Los resultados se muestran en la figura 4. La supresion de BCL-LX mediante Dox OFF hizo que
disminuyera un indice de proliferacion de células iIMKPC-tipo Il después de un largo periodo (después de 100
dias), las células perdieron su capacidad de proliferacion, lo que indica que BCL-XL es indispensable para la
proliferacion de larga duracién de las células iIMKPC-tipo 1.

2-7. Analisis de la influencia de los demas tratamientos en la poliploidizacién
2-7-1. Influencia del inhibidor ROCK

[0121] Después de la introduccion de los genes MYC y MBI1, los megacariocitos resultantes (aproximadamente
10%) se cultivaron durante aproximadamente 30 dias en ausencia de doxiciclina y presencia de estradiol en las
condiciones de cultivo de 37 °C y en presencia de un 5 % de CO; para su proliferacion a aproximadamente 10",
Se prosiguio el cultivo todavia, al tiempo que se cambié la condicién a la presencia de doxiciclina y ausencia de
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estradiol con el fin de suprimir la expresion del gen MYC y el gen BMI1 en la linea celular de megacariocitos
proliferados de esta manera y se afiadié un inhibidor ROCK (Y27632; producto de Wako Pure Chemicals) al
medio de cultivo para obtener una concentracién de 10 uM con el fin de determinar la influencia de Y27632 en la
poliploidizacion. El dia 7, después de que se iniciara el cultivo con la adiciéon de Y27632 al medio de cultivo, se
analizé el grado de poliploidizacion mediante la utilizacion de FACS (FIG. 5). Las células afadidas con el
inhibidor ROCK mostraron un aumento del numero de células con 4N (grafico superior de la figrua 5 (Rock i),
cuadro en blanco en el grafico inferior) en comparacion con el de las células afadidas sin el inhibidor (grafico
superior de la figura 5 (vehiculo), cuadro relleno). Esto reveld que el inhibidor ROCK estimula la poliploidizacion
de megacariocitos antes de la poliploidizacion, que se obtuvieron a partir de células madre embrionarias y
adquirieron capacidad de proliferacién como resultado de la expresion de un gen c-MYC y un gen BMIA1.

2-7-2. Influencia del inhibidor ROCK + cultivo en condiciones de temperatura elevada

[0122] Hasta la fecha, se ha dado a conocer que como resultado del cultivo de megacariocitos inmaduros a una
temperatura de, por ejemplo, 39 °C, superior a la temperatura de cultivo habitual, se estimula la maduracién de
megacariocitos, incluida la poliploidizacién y la formacién de proplaquetas (Documento no patente 5). Con el fin
de confirmarlo en megacariocitos antes de la poliploidizacién que se han obtenido de células madre
embrionarias, se analizd un nivel de expresion de genes (GATA1, PF4, NFE2 y B-tubulina) conocidos por mostrar
expresion mejorada con la maduracion de megacariocitos mediante la utilizacién de PCR cuantitativa.

[0123] Se estimuld la proliferacion de megacariocitos antes de la poliploidizacion. Con el fin de suprimir la
expresion del gen MYC y el gen BMI1 en los megacariocitos resultantes antes de la poliploidizacion, se llevé a
cabo el cultivo durante 5 dias en condiciones cambiadas, es decir, en presencia de doxiciclina y ausencia de
estradiol a una temperatura de cultivo de 39 °C. A continuacion, se llevo a cabo PCR cuantitativa para medir el
nivel de expresion de los respectivos genes (FIG. 6). Como resultado, se descubrié que el nivel de expresion de
los genes que actian como indicador de la maduracion de megacariocitos es mayor con cultivo a 39 °C que con
cultivo a 37 °C.

2-7-3. Influencia del inhibidor ROCK + expresion forzada de gen BCL-XL

[0124] Se suprimio la expresion de MYC/BMI1 en megacariocitos antes de la poliploidizacion y, al mismo tiempo,
se introdujo un vector lentivirus similar al utilizado en 2-1 para la inducciéon de la expresion de BCL-XL en las
células en presencia de doxiciclina.

[0125] Se analizo si la poliploidizaciéon de células progenitoras megacariociticas se obtuvo a partir de un inhibidor
ROCK mediante la presencia o ausencia de la expresion de un gen BCL-XL (FIG. 7).

[0126] Se analizé6 el grado de poliploidizacion (ensayo ploidia) mediante la supresion de la expresion de
MYC/BMI1 en presencia de 10 uM de Y27632 al tiempo que se indujo la supresion de BCL-XL y se cultivaron las
células resultantes durante 7 dias. Se confirmd que la cantidad de células poliploidizadas con 8N o mas aumentd
en gran medida en la linea celular expresada de BCL-XL (una barra sombreada en la figura 7B) en comparacion
con una linea celular (una barra en blanco en la figura 7B) en la que no se expres6 BCL-XL. Ademas, se observo
que la cantidad de células en las que se expres6 BCL-XL mostraban un aumento gradual (m en la figura 8)
mientras que la cantidad de células en las que se expresé BCL-XL disminuye (A en la figura 8).

[0127] Esto indica que, con el fin de evitar la dependencia de oncogén en megacariocitos antes de la
poliploidizacién que adquirieron una capacidad de proliferacion elevada como resultado de la expresién forzada
del oncogén, los genes que suprimen la apoptosis, tal como el gen BCL-XL, eran eficaces.

2-7-4. Influencia del inhibidor ROCK + expresion forzada del gen BCL-XL + supresion del gen p53

[0128] Se estudid si la supresion de la expresion de p53 estimulaba la poliploidizacion de megacariocitos antes
de la poliploidizacién o no.

[0129] Se suprimid la expresion del gen p53 como en 2-2 mediante infecciéon con lentivirus a un MOI = 10
mediante la utilizacién de un vector lentivirus FG12 en el que se habia introducido un promotor, shp53.

[0130] Después de la supresion de la expresion de MYC/BMI1, la expresion forzada de BCL-XL y la supresion de
la expresion de p53 en presencia de Y27632, se llevd a cabo el cultivo durante 7 dias a 39 °C. Después del
cultivo, se analizé el grado de poliploidizacion. Como resultado, se descubrid que, en comparacién con las
células control (barra en negro en la figura 9B) en las que no se redujo p53, las células (barra en blanco en la
figura 9B) en las que se redujo p53 mostraron un aumento de la cantidad de células con 8N y se estimuld la
poliploidizacion.

2-7-5. Influencia del inhibidor ROCK + expresion forzada del gen BCL-XL + supresiéon del gen p53 + acido
valproico
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[0131] Se analizé la influencia en la poliploidizacién mediante tratamiento adicional de las células, que se
sometieron al tratamiento de 2-7-4, con acido valproico. Después de la supresién de la expresién de MYC/BMIA,
la expresion forzada de BCL-XL, el tratamiento con el inhibidor ROCK (10 uM) y la supresion de la expresion de
p53, se afadioé acido valproico (concentracion final: 0,5 mM) al medio y el cultivo se llevod a cabo a 39 °C durante
7 dias. Como resultado, se descubrié que las células (barra en blanco en la figura 10B) tratadas con acido
valproico mostraron poliploidizacién estimulada en comparacion con las células control (barra en negro en la
figura 10B) que no se sometieron a tratamiento con acido valproico.

2-7-6. Influencia de la expresion forzada del gen BCL-XL + inhibidor de IIA/B ATPasa de cadena pesada de
miosina e influencia del inhibidor ROCK + expresion forzada del gen BCL-XL + supresion del gen p53 + acido
valproico + inhibidor de IIA/B ATPasa de cadena pesada de miosina

[0132] Se analizo si el tratamiento de megacariocitos cuya poliploidizacién no se ha desarrollado suficientemente
con blebbistatin, es decir, un inhibidor de IIA/B ATPasa de cadena pesada de miosina, presenté una influencia en
el grado de poliploidizacion. Después de la supresion de la expresion de MYC/BMI1, la expresion forzada de
BCL-XL y el tratamiento con blebbistatin (10 pug/ml), se cultivaron las células resultantes a 39 °C durante 7 dias.
Se descubrié que la cantidad de células con 8N o mas era superior en las células sometidas a tratamiento con
blebbistatin (barra en blanco en la figura 11) que en las células no sometidas a tratamiento con blebbistatin (barra
en negro en la figura 11B) y mostraron una poliploidizacion estimulada.

[0133] A continuacion, se analiz el grado de poliploidizacion cuando se utilizé el tratamiento con blebbistatin en
combinacion con los otros tratamientos. Las células se sometieron a tratamiento con blebbistatin ademas de los
tratamientos mencionados anteriormente en la Seccion 2-7-5 y se analizé su influencia en la poliploidizacion.
Después de la supresion de la expresion de MYC/BMI1, la expresion forzada de BCL-XL, el tratamiento con un
inhibidor ROCK (10 uM), la supresion de la expresion de p53 y el tratamiento con acido valproico (0,5 mM), se
llevé a cabo el tratamiento con blebbistatin (10 pg/ml) y, a continuacion, se cultivaron las células resultantes a 39
°C durante 7 dias. Se descubrié que la cantidad de células con 8N o mas era superior en las células sometidas a
tratamiento con blebbistatin (barra en blanco en la figura 12) que en las células control no sometidas a
tratamiento con blebbistatin (barra en negro en la figura 12b), lo que mostraba que los tratamientos estimularon
la poliploidizacion. Asimismo, después del cultivo durante 7 dias, las células tratadas con blebbistatin mostraron
una ligera deterioracién en la capacidad de proliferacion (grafico superior en la figura 13) pero se observo
hipertrofia del citoplasma. Por lo tanto, se confirmé la induccién a megacariocitos maduros (grafico inferior en la
figura 13).

3. Produccion de plaquetas a partir de megacariocitos poliploidizados
3-1. Influencia de la supresion de la expresion de BCL-XL en la produccion de plaquetas (1)

[0134] En células alimentadoras 10T1/2, se sembraron 2x10° células iIMKPC-tipo Il obtenidas en la Seccién 2-2
y, a continuacién, se cultivaron a 39 °C en presencia de 0,5 ug/ml de Dox (BCL-XL ON) o después de la
eliminacién de Dox del medio de cultivo (BCL-XL OFF). El dia 3-4, se analizaron los megacariocitos y las
plaquetas en el medio de cultivo con un citdmetro de flujo después de una tinciéon con un anticuerpo CD41 y un
anticuerpo CD42.

[0135] Los resultados se muestran en la figura 14. Se descubrié que la poblacion (B) en la que se suprimio la
expresion de BcelxL mediante DOX OFF esta compuesta, principalmente, por megacariocitos maduros en los que
se expresd CD42b (B) en comparacién con los megacariocitos (A) en los que se expresé BCL-XL mediante Dox
ON. También se descubrié que, con respecto a las plaquetas liberadas de los mismos, una proporcién de las
plaquetas en las que se expres6 CD42b necesario para la expresion de la funcién aumenté (D) en comparacion
con la de las plaquetas (C) liberadas de los megacariocitos de BCL-XL ON.

3-2. Influencia de la supresién de la expresion de BCL-XL en la produccion de plaquetas (2)

[0136] En la figura 15 se muestran los resultados de medicion de la cantidad de células cuando la expresion de
BCL-XL era ON u OFF, a partir de los resultados similares a los que se muestran en la Seccion 3-1. La cantidad
de plaquetas aumenté notablemente en la poblacion en la que se habia suprimido la expresion de BCL-XL.

[0137] A muestra la cantidad de plaquetas CD42b positivas; B muestra la cantidad de megacariocitos CD41a
positivos/CD42b positivos y C muestra la cantidad de megacariocitos CD41a positivos.

[0138] No se observo influencia alguna de la expresion de BcelxL en la cantidad de megacariocitos en los que se
expresé CD41 (C), pero se supuso que una proporcion de expresion de CD42b en CD41 + aumentd debido a la
supresion de la expresion de BclxL y la cantidad de megacariocitos maduros aumento.

3-3. Influencia de la temperatura de cultivo en la produccion de plaguetas

[0139] En células alimentadoras 10T1/2, se sembraron entre 2 y 3x10° células iIMKPC-tipo Il y se cultivaron
durante 3 dias a temperaturas de cultivo de 35, 37 y 39 °C con o sin adicion de 0,5 yg/mL de Dox. Se analizaron
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las plaquetas contenidas en el sobrenadante con un citdmetro de flujo después de una tincién con un anticuerpo
CD41 y un anticuerpo CD42b. En la figura 16, se muestra la desviacion tipica y media de la cantidad de
plaquetas CD41a + CD42b de cada poblaciéon, donde 37 °C Dox+ equivale a 1.

[0140] A partir de los resultados, se descubrié que las temperaturas de cultivo de 37 °C o de 39 °C son
adecuadas. En los ensayos que se llevaron a cabo posteriormente, se fijo la temperatura de cultivo en 37 °C.

[0141] 3-4. Influencia de las células alimentadoras, la utilizacion de suero para el cultivo y la presencia o
ausencia de blebbistatin en la produccion de plaquetas

[0142] Se midi6é una eficacia de produccion de plaquetas con las condiciones siguientes combinadas, como se
muestra en la figura 17: utilizacién/no utilizacién de células alimentadoras, utilizacién/no utilizacién de medio
condicionado, utilizacion de medio con suero/utilizacion de medio exento de suero y administraciéon/no
administracion de blebbistatin.

[0143] EI medio condicionado se prepar6 con la siembra de 8x10° células 10T1/2 tratadas con MMC en una
placa de 10 cm sometida a recubrimiento con gelatina, con el cambio del medio con 10 ml de un medio de
diferenciacion (EBM) que contenia SCF (50 ng/ml) y TPO (50 ng/ml) y que contenia, ademas, un 15 % de suero
0 que no contenia un suero el dia siguiente (después de la adhesion de las células), con la recuperacion del
medio y la adicion de 10 ml de un nuevo medio (que contenia SCF y TPO) 24 horas mas tarde, con la mezcla del
medio condicionado tres dias y con la filtracion del medio a través de un filtro de 0,22 ym para eliminar las
células 10T1/2. Cuando se utilizé el medio resultante para realizar ensayos, se volvié a afiadir SCF y TPO.

[0144] En una célula alimentadora, mediante la utilizacion de poblacion, se sembraron entre 2 y 3x10° células
iMKPC-tipo Il en células alimentadoras 10T1/2, mientras que en la poblacién sin utilizaciéon, las células se
sembraron en una placa recubierta de gelatina de manera similar. En el medio con suero, mediante la utilizacion
de poblacién, se utilizé un medio de diferenciacion con un 15 % de suero o medio condicionado, mientras que en
la poblacién de administracion de blebbistatin, se afiadieron 5 uM de blebbistatin al medio. El cultivo se realiz6 a
37 °C durante 3 dias.

[0145] Se analizaron las plaquetas contenidas en el sobrenadante del medio con un citémetro de flujo después
de una tincion con un anticuerpo CD41 y un anticuerpo CD42b. Con las células obtenidas mediante cultivo en
células alimentadoras con la adicién de un 15 % de suero, sin la adicién de blebbistatin, como células de
condiciéon normal, en el grafico de barras de la figura 17 se muestra la desviacion tipica y media de una
proporcion de la cantidad de plaguetas CD41+ CD42b en cada poblacién con respecto a las de la condicion
normal. No se observé ninguna diferencia considerable en la produccion de plaquetas entre las poblaciones.

[0146] En la figura 18, se muestra una comparacion del nivel de expresion de CD42b en plaquetas CD41
positivas en cada poblacion (una proporcién de la intensidad de la fluorescencia media de cada poblacion con
respecto a la intensidad de la fluorescencia media de la condicion normal). En condiciones exentas de suero y
exentas de célula alimentadora, se produjeron las plaquetas con la expresion de CD42b mas elevada. No se
observo influencia de blebbistatin.

[0147] En la figura 19, se muestra un ejemplo de las condiciones optimizadas. En la figura 20, se muestra una
proporcién de plaquetas CD41 positivas y CD42b positivas (que pueden denominarse "GPlba") en un cultivo con
las condiciones optimizadas.

[0148] Como se muestra en la figura 20, en las plaquetas producidas a partir de los megacariocitos
poliploidizados obtenidos mediante la presente invencion, aproximadamente un 20 % eran CD41 positivas y
CD42b positivas. Cuando se suprimio la expresion de BCL-XL, la proporcion aumentd hasta un 55 % y cuando el
cultivo se realizé con la eliminacion de las células alimentadoras y el suero afadido, la proporcidon aumento
incluso hasta un 81 %.

4. Importancia de la expresion de CD42b para la funcién de plaquetas (referencia)

[0149] Se midié un efecto inhibitorio de un anticuerpo HIP1 en una reaccion de aglutinacién por ristocetina
(reaccion de aglutinacion a través de VWF y un receptor [aqui, pentdmero compuesto por GPlba, GPIX y
similares] en plaquetas) mediante la utilizacion de plaquetas de sangre periférica humana. El anticuerpo HIP1 era
un anticuerpo inhibidor de funcién de GPlba.

[0150] Después de que se inhibiera el efecto de GPlba mediante la suspension de 1x108 plaquetas en un 50 %
de plasma sanguineo, la adicién de un anticuerpo HIP1 al mismo y el precultivo a 37 °C durante 3 segundos, se
afadid ristocetina (concentracion final: 2 mg/ml) para inducir una reaccion de aglutinacion y se monitorizé la
transmision de la luz durante 7 minutos. En el grafico de barras de la figura 21, se muestra la transmision de la
luz maxima (que muestra la intensidad de la aglutinacién) de cada poblacion. El anticuerpo HPI1 inhibio
completamente la aglutinacién debido a la asociacion del factor de von Willebrand (VWWF) GPIlb/alfa a una
concentracion de 10 pg/ml o mayor.
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[0151] A continuacidn, se administraron 100 ug de un anticuerpo HIP1 o IgC control en ratones NOG y se
trasplantaron las plaquetas tefiidas con TAMRA (tinte rojo). Se expuso el endotelio vascular a laser con el fin de
danarlo e inducir la formacién de trombos. Se conté la cantidad de plaquetas humanas (rojas) que habian
contribuido a la formacién de trombos.

[0152] En el grafico de barras de la figura 22, se muestra la desviacion tipica y media de la cantidad de plaquetas
humanas en los trombos corregida con una longitud de vaso sanguineo unitaria. En el grupo al que se administré
anticuerpo HIP1, se inhibi6 la contribucion de plaguetas humanas a los trombos.

[0153] Por lo tanto, se observé que GPIlba (CD42b) es una molécula que cumple una funcién importante en la
formacién de trombos tanto in vivo como in vitro.

Aplicabilidad industrial

[0154] La presente invencion da a conocer un método de estimulacion de la poliploidizacion de células
progenitoras megacariociticas y, ademas, de induccién de forma eficiente de la liberacion de plaquetas. En
particular, el método de la presente invencion es muy eficaz para la preparacion de megacariocitos o plaquetas in
vitro a partir de diversas células madre y contribuye, en gran medida, al desarrollo de curas en campos médicos
o en productos sanguineos.
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atgccecctca
ccgtatttcet
cagccccegg
ctgtececta
tcecectteggg
atggtgaccg
gacgagacct
gccgccaagce
agcccgaacce
ctgagcgeeg
acagcagctce
attctctget
atgaggagac
aaatcgatgt
caccttectge
acgtctccac
ctgccaagag
aatgcaccag
tcttggageg
tececeggagtt
catacatcct
ggaaacgacg
<210>2

< 211> 981
< 212> DNA

acgttagcett
actgcgacga
cgcccagega
geegeegete
gagacaacga
agctgetggg
tcatcaaaaa
tcgtctcaga
ccgeccgegg
ccgctcagag
gcccaagtcecce
ctcctecgacg
accgcccacc
tgtttctgtg
tggaggccac
acatcagcac
ggtcaagttg
ccccaggtcece
ccagaggagg
ggaaaacaat
gtcegteccaa

agaacagttg

< 213> Homo sapiens

<400> 2
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caccaacagg
ggaggagaac
ggatatctgg
cgggetetge
cggcggtgge
aggagacatg
catcatcatc
gaagctggcce
ccacagcgtc
tgcatcgacce
tgecgectege
gagtcctcce
accagcagcg
gaaaagaggc
agcaaacctc
aactacgcag
gacagtgtca
tcggacaccg
aacgagctaa
gaaaaggccce
gcagaggagce

aaacacaaac

aactatgacc
ttctaccage
aagaaattcg
tegeccetect
gggagcttcet
gtgaaccaga
caggactgta
tcctaccagg
tgctccacct
ccteggtggt
aagactccag
cgcagggcag
actctgagga
aggctcctgg
ctcacagccce
cgccteecte
gagtcctgag
aggagaatgt
aacggagctt
ccaaggtagt
aaaagctcat

ttgaacagcet

tcgactacga
agcagcagca
agctgctgece
acgttgeggt
ccacggccga
gtttcatctg
tgtggagcgg
ctgcgcegcecaa
ccagcttgta
cttcecectac
cgccttetcet
ccccgagece
ggaacaagaa
caaaaggtca
actggtccte
cactcggaag
acagatcagc
caagaggcga
ttttgcectg
tatccttaaa
ttctgaagag

acggaactct
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ctcggtgcag
gagcgagctg
caccccgece
cacaccctte
ccagctggag
cgacccggac
cttctcggece
agacagcggc
cctgcaggat
cctectcaacg
ccgtectegg
ctggtgctce
gatgaggaag
gagtctggat
aagaggtgcce
gactatcctg
aacaaccgaa
acacacaacg
cgtgaccaga
aaagccacag
gacttgttge

tgtgcgtaa
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atgcatcgaa
tgtggagggt
acgtgtattg
cacaagacca
aaattagttc
catccttctg
gataagagaa
aacagattgg
aaaagatact
agtaaaatgg
aaggattatt
cttccattga
gatggactga
ccagcaggag
tctecteate
agcggtaacc
tcagcaactt
<210>3
<211>702
< 212> DNA

caacgagaat
acttcattga
ttegttaccet
gaccactact
cagggcetttt
ctgatgctge
ttataactga
atcggaaagt
tacgatgccce
acatacctaa
atacactaat
aatacagagt
caaatgctgg
gtattcccte
cacagtttcc
accaatcttc

cttetggttg

< 213> Homo sapiens

<400> 3

atgtctcaga
ggatacagct
actgaatcgg
gacagccccg
atcecccecatgg
taccggcggg
cagagctttg
gtggcctttt
gtattggtga
tggatccagg
gccgagagec

gccggegtgg

gcaaccggga
ggagtcagtt
agatggagac
cggtgaatgg
cagcagtaaa
cattcagtga

aacaggtagt

tctecttegg
gtcggatcge
agaacggcgg
gaaagggcca

ttetgetggg
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caagatcact
tgccacaacc
ggagaccagce
gaatataagg
caaaaatgaa
caatggctct
tgatgagata
aaacaaagac
agcagcaatg
tactttccag
ggatattgcce
tcgacctact
agaactggaa
cacctcttet
tcacatttcec
ttttgccaat

a

gctggtggtt
tagtgatgtg
ccccagtgee
agccactggce
gcaagcgctg
cctgacatcece
gaatgaactc
cggggcactg
agcttggatg
ctgggatact
ggaacgcttc

ctcactcttce

gagctaaatc
ataatagaat
aagtattgtce
tcagataaaa
atgaagagaa
aatgaagata
ataagcttat
aaagagaaat
actgtgatgc
attgatgtca
tacatttata
tgtaaaagaa
agtgactctg
tgtttgecta
agtactatga

agacctcgaa

gactttctct
gaagagaaca
atcaatggca
cacagcagca
agggaggcag
cagctccaca
ttcegggatg
tgcgtggaaa
gccacttacc
tttgtggaac
aaccgetggt

agtcggaaat

cccacctgat
gtctacattc
ctatttgtga
ctctccaaga
gaagggattt
gaggagaggt
ccattgaatt
ctaaggagga
acttaagaaa
tgtatgagga
cctggagaag
tgaagatcag
ggagtgacaa
gccccagtac
atggaaccag

aatcatcagt

cctacaagct
ggactgaggc
acccatcctg
gtttggatgce
gcgacgagtt
tcaccccagg
gggtaaactg
gcgtagacaa
tgaatgacca
tctatgggaa
tcctgacggg

ga
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gtgtgtgcett
cttctgtaaa
tgtccaagtt
tattgtatac
ttatgcagcet
tgcagatgaa
ctttgaccag
ggtgaatgat
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tcaccagaga
ggccaacagc
tccagtgcag
caacagcccce

aaatgggtca

ttcccagaaa
cccagaaggg
gcacctggca
ccgggaggtg
tgaactgcgg
gacagcatat
gggtcgcatt
ggagatgcag
cctagagect
caatgcagca

catgactgtg
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REIVINDICACIONES

Método de produccion de megacariocitos poliploidizados, donde el método comprende la etapa de
obtencién de los megacariocitos forzando la expresion de un oncogén seleccionado de la familia de genes
MYC, y BMI1, en células en cualquier fase de diferenciacion de células progenitoras hematopoyéticas en
megacariocitos antes de la poliploidizacién, forzando la expresion de BCL-XL en megacariocitos antes de la
poliploidizacién,

y cultivo y proliferacion de las células resultantes, preferiblemente donde un gen c-MYC se utiliza como
oncogeén.

Método de acuerdo con la reivindicacién 1, donde en la etapa de cultivo, se inhibe la expresién o funcion de
un producto génico p53.

Método de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, donde en la etapa de cultivo, se somete a los
megacariocitos antes de la poliploidizacion a al menos uno de los siguientes (a) a (c):

(a) tratamiento con un inhibidor de funciéon de complejo de actomiosina;
(b) tratamiento con un inhibidor ROCK; y

(c) tratamiento con un inhibidor HDAC,

preferiblemente donde,

el inhibidor ROCK es Y27632; el inhibidor HDAC es acido valproico; y el inhibidor de funcion de complejo de
actomiosina es blebbistatin.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la etapa de cultivo se lleva a cabo a
una temperatura superior a 37° C.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde las células progenitoras
hematopoyéticas se obtienen de células seleccionadas del grupo que consiste en células iPS, células
madre embrionarias, células madre hematopoyéticas, preferiblemente donde dichas células madre
hematopoyéticas se obtienen de sangre de cordén umbilical, sangre de médula 6sea o sangre periférica.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que también comprende la etapa de
supresion de la expresion forzada de BCL-XL.

Método de producciéon de una plaqueta, que comprende:

la obtencidon de megacariocitos poliploidizados mediante la utilizacién del método de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y el cultivo de las células; y

la recoleccion de una plagueta del cultivo de los megacariocitos poliploidizados,

donde la etapa de cultivo de los megacariocitos poliploidizados se lleva a cabo al tiempo que se
suprime la expresion de BCL-XL que se ha expresado de forma forzada o después de que se elimine
BCL-XL de las células.

Método de acuerdo con la reivindicacion 7, donde la etapa de cultivo de los megacariocitos poliploidizados
se lleva a cabo en ausencia de un suero y/o en ausencia de una célula alimentadora.

Método de acuerdo con la reivindicacion 7 u 8, donde la etapa de cultivo de los megacariocitos
poliploidizados se lleva a cabo entre 1 dia y 15 dias.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, donde la etapa de cultivo de los
megacariocitos poliploidizados se lleva a cabo a 37 °C.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, donde en la etapa de cultivo de los
megacariocitos poliploidizados, se afiade un inhibidor ROCK y/o un inhibidor de funciéon de complejo de
actomiosina a un medio, preferiblemente donde el inhibidor ROCK es Y27632 y el inhibidor de funcion de
complejo de actomiosina es blebbistatin.
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FIG. 2B

WOdy-0wnd

YNINDOLIO NIS

¥-Ddv-dwiod

%l'i2

%9220

[49) 10

LA tal il i)

gy

e

S

¥dd NYD-duo0

V34 HYO-dwa)

%LSED

10

%¥ve
4]

%SSZ 0
[£9)

i
s

3

+

S

Y-3d HE0-dwed

¥-3d NHO-€WD

%8'Ly

mu«

%6£0°0
49, 10
1
YOdy-dwod
ai at 3 WO 0

£

/184
[49)

%8210
10

L

+

S

V-3d Hyo-dwod

v-2d NHO-dwad

qzvad

29



ES 2659262 T3

FIG. 3

(+€) NOIOVZIQIO1dIT0d

(+1) NOIOVZIQIO1dIT0d S3AI01dONOW
SOLIDOIYVYOVYOIN

Il OdIL — OdMA!I | OdIL - DM
¢6d-ys/Ix-109 LING/OAN-0

30



ES 2659262 T3

FIG. 4

vId
0L OLL OOL 06 08 OL 09 05 OF 0 OZ OFL O

000 1x0"L

0cOLx0"L

0001%0°0

CANTIDAD DE CELULAS

31



FIG.

RECUENTO

RECUENTO DE CELULAS (%)

ES 2659262 T3

5

VEHICULO

ROCKI

100 i Compr— azul de Hoechst — A subconjunto 1 00 Comp - azul de Hoec’hgt:A sub‘(‘:onjunto
{ 8330 b ] 71.96
J Comp - azul de Hoechst — A subconjunto -1 j i'ﬁ"l
80 - 11.89 i 80 - Comp - azul de Hoechst — A subconjunto -1
] 2334 ] —
60 -:. Comp - azul de Hoechst - A subconjunto -2 E 60 - Comp - azul de Hoechst — A subconjunto -2
0.52 \ > 257
] w ] ‘
40 3 40
P T :
! 14 )
20 - 20
bl Bl BN oLl ) L e g L b bl Sl BN LA N S Ll Sans e L |
01 ¢ ¢ 1 01 ¢ 1 1o
Comp - azul de Hoechst -A Comp - azul de Hoechst -A
80~
80~
70- § VEHicuLO
60+~
50+ [] rocki
40+
30+
20~
"ol |
0= y L e

32

4N«<



ES 2659262 T3

A GATA1 / GAPDH B PF4 / GAPDH
0009- Z.
0.08~
0.07-
0.06+
0.05+
0.04- i
0.03~
0.02+
0.01~
0.00= 0
ON OFF ON OFF ON OFF ON OFF
L] T — L]
37 C 39°C 37c 39'c
C NFE2 / GAPDH D 3-TUBULINA / GAPDH
0.2~ .
0.4+ 1
0g- "ON OFF ON OFF
ON OFF ON OFF
T— ————— L R

37C e 37C 39°C

33



1)

RECUENTO DE CELULAS (%)

76n

d

¥

<
[

ES 2659262 T3

] {2 | e i 1\
wt w! mﬁ " wooow " " mﬁ " [T fr ] W' mlg’m [T
MYC BMI1 & MYCBMI1{  MYCBMI1¥
+ ROCK i BCLXL? + ROCK i
(o

B TR

g MYC BMIT ON

U MYC BMI1 OFF

MYC BMI1 OFF
BCLXL ON

34



ES 2659262 T3

FIG. 8

vId

() 1109
440 LING/DAN-2 ===

(+) 1X-109 —
440 LING/OAIN-2

113

00000}

000000}

2000X0°L |
001X0°L

s000X0°L

RECUENTO DE CELULAS

35



FIG. 9

RECUENTO

1004

80

60 -

40+

20+

ES 2659262 T3

Comp - azul de Hoechst - Asubconjunto |
62,27
Comp - azul de Hoechst — A subconjunto -1

30.3%
i

Comp - azul de Hoechst — A subconjunto -2

6.83

RECUENTO DE CELULAS (%)

SR A —
0 ¢ 1w

Comp - azul de Hoechst -A

prepsy

1

36

BN

RECUENTO

100

Si P53

30 4

60

40

20 -1

Comp - azul de Hoechst — A subconjunto

53.80
i ! 1
i
Comp - azul de Hoechst — A subconjunto -1
34.84
™
Comp - azul de Hoechst — A subconjunto -2

11.38 -
Itk

[

D S T R Mty B I A Ll
o1 17 1 1
Comp - azul de Hoechst -A

B ROCKi

[T sips3




FIG. 10

RECUENTO

ES 2659262 T3

Si P53

100-

80 -

60

40|

20 1

Comp - azul de Hoechst — A subconjunto

64.36

Vi
Comp - azul de Hoechst — A subconjunto -1

28.32
”lwﬂ

Comp - azul de Hoechst — A subconjunto -2

6.80
TR TR -".;.ern-' YT

}___.mm.__.._.___m.__

-4

RECUENTO DE CELULAS (%)

o 'w" 16t

Comp - azul de Hoechst -A

Tin
o

= 2 8 = =

T

gy
10

8¢

37

Si P53 VLP

100

80
2
S 60
]
2
QO 40-
L
14

20 A

Comp - azul de Hoechst — A subconjunto
60,19 _
Comp - azul de Hoechst — A subconjunto -1
29,83
{ia!

Comp - azul de Hoechst — A subconjunto -2
9.34
l—nu—n;w

;;

J '}\"ék,.

U EiR00. S —
Y Y ST T

Comp - azul de Hoechst -A

. Si P53

[ sipsavLp




FIG. 11
A

BLEBBISTATIN

100

ES 2659262 T3

50
O
= so-
Z
L
D 40
O

Comp —azul de Hoechst - A subconjunto

$6.91
Comp —azul de Hoechst ~ A subconjunto -1

35.57
i

Comp ~azul de Hoechst ~ A subconjunto 2

—

1,;1

"y

RECUENTO DE CELULAS (%)

Dt Scak

‘; (] ™y baky' |
o ¢ W i
Comp - azul de Hoechst -A
60
50+
40«

-+

100

860
o
[ 60
zZ
L
) 40
O
& 20

Comp —azul de Hoechst - A subconjunto

44,45 i
e
i
Comp —azul de Hoechst - A subconjunto -1
35.24 .
e

Comp -azul de Hoechst - A !suh:anjumo 2
17.03 -
} I | t |

i

J
s I L S S
o 1

Comp - azul de Hoechst -A

Il BLEBBISTATIN —
[J BLEBBISTATIN +

38



ES 2659262 T3

FIG. 12
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