ES 2725688 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@NUmero de publicacion: 2 725 688
GDint. Ci.;

A61K 35/00 (2006.01)
A61K 35/14 (2015.01)
A61P 7/00 (2006.01)
C12N 5/078 (2010.02)
C12N 5/0789 (2010.01)
C12N 5/10 (2006.01)
C12N 15/09 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  15.09.2010 E 16202612 (4)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 06.03.2019  EP 3159001

T3

Tl'tulo: Método novedoso para la produccién de células diferenciadas

Prioridad:

15.09.2009 JP 2009213645

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
26.09.2019

@ Titular/es:

THE UNIVERSITY OF TOKYO (100.0%)
3-1, Hongo 7-chome,Bunkyo-Ku
Tokyo 113-0033, JP

@ Inventor/es:

ETO, KOJI;

NAKAMURA, SOU;
NAKAUCHI, HIROMITSU y
TAKAYAMA, NAOYA

Agente/Representante:
VALLEJO LOPEZ, Juan Pedro

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

Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2725 688 T3

DESCRIPCION
Método novedoso para la produccion de células diferenciadas
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método para la produccién de células diferenciadas especificas, asi como a
una célula producida por el método. La presente invencion se refiere, en particular, a un método para la produccion
de glébulos diferenciados, asi como a un globulo producido por el método.

Estado de la técnica

Cuando se necesitan células especificas para el tratamiento de una enfermedad, debe obtenerse una cantidad de
células suficiente para alcanzar los objetivos del tratamiento. Sin embargo, es complicado obtener una cantidad
suficiente de células utilizadas para el tratamiento de organismos vivos. Por lo tanto, se estan estudiando métodos
tal como un método de preparacion de células diana mediante la induccién de la diferenciacion de sus células
progenitoras o similares ex vivo.

En el caso de tratar enfermedades sanguineas o de realizar tratamiento quirargico, se necesitan glébulos utilizados
para el tratamiento. Entre los glébulos, se necesitan especialmente plaquetas, esenciales para la coagulacion
sanguinea (hemostasia) y células megacariociticas, responsables de la producciéon de proplaquetas y que también
producen plaquetas. En particular, existe una gran demanda de plaquetas en el tratamiento de la leucemia, el
trasplante de médula 6sea y la terapia contra el cancer, entre otros, y existe una gran necesidad de tener un
suministro estable de plaquetas. Los métodos utilizados para la obtenciéon de plaquetas incluyen, ademas de un
método de recoleccion de sangre de donantes, un método de administracion de productos TPO-miméticos, un
método de diferenciacion de células megacariociticas de sangre de cordon umbilical o de células mieloide, entre
otros. Asimismo, se estan estudiando métodos tal como un método de preparacion de globulos a partir de células
madre hematopoyéticas o células progenitoras hematopoyéticas después de la amplificacién de estas células
progenitoras ex vivo. Entre los ejemplos de métodos dados a conocer, se incluye un método de determinacion de
una linea de células madre hematopoyéticas a partir de células madre embrionarias de ratones (Documento de
patente 1), un método de diferenciacion de células madre embrionarias de primates en células hematopoyéticas
(Documento de patente 2), asi como un método de amplificacién facil y estable de células CD34 positivas/CD38
negativas que mantienen la no diferenciacion de células madre hematopoyéticas ex vivo (Documento de patente 3).

En la induccién de la diferenciacion de células, las células madre pluripotentes son extremadamente utiles. Pueden
utilizarse células madre pluripotentes, tales como células madre embrionarias y células iPS, como fuente de
produccion artificial de glébulos, por ejemplo, plaquetas. En los ultimos afos, la determinacion de células iPS ha
contribuido a aumentar la atencién sobre la utilidad de células madre pluripotentes como fuente importante para la
terapia celular en medicina regenerativa. Por ejemplo, Takayama et al. han conseguido inducir la diferenciacion de
células madre embrionarias humanas en células megacariociticas y plaquetas, por lo que han ofrecido la posibilidad
de utilizar plaquetas diferenciadas de células madre embrionarias como fuente de transfusion de plaquetas
(Documento de patente 4 y Documento no patente 1). En el documento de patente EP 2,096,169 se da a conocer un
proceso para generar, de forma eficaz, células madre pluripotentes inducidas de forma segura a partir de células
somaticas, mientras que en el documento de patente EP1970446 se da a conocer un factor de reprogramacion
nuclear para una célula somatica, como medio para producir una célula madre pluripotente inducida. Asimismo, en
Moon et al. (Cell research, 2011, 21(9), pp. 1305-1315) se da a conocer la transdiferenciacion de fibroblastos de
raton en células similares a NSC, asi como la reprogramacion de fibroblastos en células madre pluripotentes
inducidas. Los inventores, ademas, han establecido un método de preparacion de células megacariociticas y
plaquetas a partir de células iPS, lo que posibilita la resolucion de un problema de emparejamiento de antigeno
leucocitario humano (HLA, por sus siglas en inglés), inevitable en la transfusion de plaquetas derivadas de células
madre embrionarias. Si bien tradicionalmente ha sido complicado contar con un suministro estable de una cantidad
suficiente de plaquetas por medio de la donacién de sangre debido a factores tales como una escasez crénica de
donantes, este problema parece poder solucionarse mediante la induccion de la diferenciacion de plaquetas a partir
de células madre embrionarias o células iPS. Sin embargo, de acuerdo con los métodos propuestos hasta la fecha,
sblo puede prepararse una pequefa cantidad de plaquetas a partir de células iPS o células madre embrionarias v,
asimismo, ha de llevarse a cabo cada vez una serie de operaciones para la produccion. Por consiguiente, se
necesita proporcionar un método mejorado y eficaz para garantizar una estabilidad cuantitativa de plaquetas.

Dicho problema, que ha de resolverse con el fin de suministrar de manera estable una cantidad suficiente de
glébulos, por ejemplo, células megacariociticas, y plaquetas, también puede encontrarse en el suministro de otros
tipos de células.

Por lo tanto, incluso en el caso de preparar células deseadas mediante la induccion de la diferenciacion de células,
aun no es facil preparar células progenitoras de células deseadas en una gran cantidad, por lo que, en la actualidad,
es dificil garantizar una cantidad suficiente de células deseadas terminalmente diferenciadas.
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Documentos del estado de la técnica
Documentos de patente

Documento de patente 1: Solicitud de patente japonesa abierta n°. 2006-141356
Documento de patente 2: Solicitud de patente japonesa abierta n°. 2004-350601
Documento de patente 3: Solicitud de patente japonesa abierta n°. 2006-61106
Documento de patente 4. W0O2008/041370

Documentos no patente

Documento no patente 1: Takayama et al., Blood, 111: 5298-5306, 2008
Sumario de la invencién

Problemas que se han de solucionar por medio de la invenciéon

Por lo que se refiere a los globulos, los presentes inventores han establecido el método de obtencién de
megacariocitos y plaquetas a partir de células iPS. En la aplicacion clinica de este método, sin embargo, ha de
mejorarse el método de manera que los megacariocitos y las plaquetas puedan producirse en una gran cantidad.
También es importante permitir que las plaquetas se suministren de forma rapida y estable en funcion de las
necesidades, para la realizacion de aplicaciones clinicas en el futuro.

En vista de las circunstancias mencionadas anteriormente, en el presente documento se desvela un método para la
produccién de células diana por medio de la induccion de la diferenciacién de células, mediante el aumento de la
capacidad de crecimiento de las células en una fase de diferenciacion deseada y la amplificacion de las células para
producir las células diana a partir de las células.

También se da a conocer en el presente documento un glébulo diferenciado deseado mediante la utilizacion de este
método. En particular, en el presente documento se da a conocer una célula progenitora megacariocitica con una
gran capacidad de crecimiento que es un glébulo que sirve como fuente de células megacariociticas maduras y
plaquetas, y un método para la produccion de dichas células progenitoras megacariociticas.

Asimismo, el método que se da a conocer en el presente documento produce células megacariociticas maduras y
plaquetas a partir de las células progenitoras megacariociticas de forma estable en una gran cantidad, y en el
presente documento se da a conocer una célula megacariocitica madura producida mediante este método y una
plaqueta inducida por diferenciacion a partir de la célula megacariocitica madura.

La presente invencién tiene el objeto de proporcionar un método para la produccién de células eritroides y una
poblacion celular tal como se define en las reivindicaciones, puesto que también se requiere el suministro estable de
células eritroides, al igual que ocurre con las plaquetas.

En la presente memoria, también se da a conocer un método de conservacion de larga duracion de células
progenitoras megacariociticas, es decir, células en un estado inmaduro de células megacariociticas maduras, que
son células progenitoras de plaquetas.

Medios para solucionar los problemas

Como resultado de la comparacion de la productividad de los megacariocitos y las plaquetas de células iPS
establecidas mediante la utilizacién de cuatro genes (OCT3/4, SOX2, KLF-4, c-MYC) y de células iPS establecidas
mediante la utilizacion de los tres genes (OCT3/4, SOX2, KLF-4) distintos de c-MYC, los presentes inventores han
descubierto que las células iPS que utilizan los cuatro genes producen megacariocitos y plaquetas de forma
considerablemente mas eficaz. Los presentes inventores también han descubierto que, si bien se suprime la
expresion de los cuatro genes introducidos tras el establecimiento en células iPS, se induce la reactivacion del gen
¢c-MYC con diferenciacion megacariocitica, lo que esta relacionado con un aumento de la cantidad de produccion de
megacariocitos. Los presentes inventores también han descubierto que las células progenitoras megacariociticas sin
poliploidizacion multiple en las que se ha expresado el gen c-MYC de forma forzada obtienen una capacidad de
crecimiento elevada.

Normalmente, en el caso en que un oncogén, tal como c-MYC, se sobreexpresa en las células, tiene lugar la
progresion del ciclo celular y se activa el crecimiento. Se sabe que las células perciben este crecimiento como estrés
e inducen una respuesta defensiva (senescencia inducida por oncogenes: OIS, por sus siglas en inglés) para
suprimir el estrés, de manera que se suprime el crecimiento celular excesivo. Los presentes inventores han percibido
este fendbmeno y han descubierto, ademas, un método para la producciéon de células diferenciadas especificas en
una gran cantidad mediante la regulacion de la OIS de las células en una fase de diferenciacion.
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La presente invencion se ha llevado a cabo a partir de los descubrimientos mencionados anteriormente.

La presente invencién se ajusta a lo que se define en las reivindicaciones. En los siguientes apartados (1) a (30) se
establecen aspectos relacionados de la exposicion.
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(1) Un método para la produccion de células especificas mediante la induccion de la diferenciaciéon de células,
donde se expresa un oncogén de forma forzada en células en una fase de diferenciacion deseada para amplificar
las células en la fase de diferenciacion deseada.

(2) ElI método para la produccién de células especificas de acuerdo con el apartado mencionado anteriormente
(1), donde se suprime la senescencia inducida por oncogenes, que se induce mediante la expresion forzada del
oncogén en las células en la fase de diferenciacién deseada.

(3) El método para la produccién de células especificas de acuerdo con los apartados mencionados
anteriormente (1) o (2), donde se consigue la supresién de la senescencia inducida por oncogenes mediante la
expresion de un gen polycomb.

(4) ElI método para la produccion de células especificas de acuerdo con cualquiera de los apartados
mencionados anteriormente (1) a (3), donde las células en la fase de diferenciacion deseada son células
inducidas por diferenciacion a partir de células madre embrionarias o células iPS.

(5) El método para la produccién de células especificas de acuerdo con cualquiera de los apartados
mencionados anteriormente (1) a (4), donde se introduce un oncogén exégeno o se introduce un oncogén y un
gen polycomb en las células en la fase de diferenciacién deseada y el oncogén introducido o el oncogén y el gen
polycomb introducidos se expresan de forma forzada.

(6) El método para la produccién de células especificas de acuerdo con el apartado mencionado anteriormente
(5), donde se introduce el oncogén exdgeno o el gen polycomb en células progenitoras de las células en la fase
de diferenciacion deseada y el oncogén introducido o el oncogén y el gen polycomb introducidos se expresan de
forma forzada.

(7) El método para la produccion de células especificas de acuerdo con los apartados mencionados
anteriormente (5) o (6), donde el oncogén y/o el gen polycomb estan, cada uno, unidos de forma operativa a un
lado en direccién 3’ de un promotor inducible y el oncogén unido o el oncogén y el gen polycomb unidos se
expresan de forma inducida y forzada.

(8) El método para la produccion de células especificas de acuerdo con cualquiera de los apartados
mencionados anteriormente (5) a (7), donde se suprime la expresién del oncogén o la expresién del oncogén y
del gen polycomb en las células en la fase de diferenciacion deseada para estimular la diferenciacion de las
células en la fase de diferenciacion deseada.

(9) El método para la produccién de células especificas de acuerdo con el apartado mencionado anteriormente
(8), donde la supresion de la expresion del oncogén o de la expresion del oncogén y del gen polycomb se
alcanza mediante la unién operativa del oncogén o del oncogén y el gen polycomb, cada uno, a un lado en
direccién 3’ de un promotor supresor para, de esta manera, suprimir la expresion del oncogén o la expresion del
oncogén y del gen polycomb.

(10) ElI método para la produccion de células especificas de acuerdo con cualquiera de los apartados
mencionados anteriormente (1) a (9), donde el oncogén es un gen de la familia MYC.

(11) El método para la produccién de células especificas de acuerdo con cualquiera de los apartados
mencionados anteriormente (3) a (10), donde el gen polycomb es BMI1.

(12) El método para la produccién de células especificas de acuerdo con cualquiera de los apartados
mencionados anteriormente (6) a (11), donde las células progenitoras de las células en la fase de diferenciacion
deseada son células progenitoras hematopoyéticas, las células en la fase de diferenciacion deseada son células
progenitoras megacariociticas sin poliploidizacion multiple y las células especificas son células megacariociticas
maduras.

(13) El método para la produccién de células especificas de acuerdo con cualquiera de los apartados
mencionados anteriormente (6) a (11), donde las células progenitoras de las células en la fase de diferenciacion
deseada son células progenitoras hematopoyéticas, las células en la fase de diferenciacion deseada son células
progenitoras megacariociticas sin poliploidizacion multiple y las células especificas son plaquetas.

(14) El método para la produccién de células especificas de acuerdo con cualquiera de los apartados
mencionados anteriormente (12) a (13), donde las células progenitoras hematopoyéticas se encuentran en una
estructura similar a una red preparada a partir de células madre embrionarias o células iPS.

(15) Una célula megacariocitica madura, que es una célula especifica producida mediante el método de acuerdo
con los apartados mencionados anteriormente (12) o (14).

(16) Una plaqueta, que es una célula especifica producida mediante el método de acuerdo con los apartados
mencionados anteriormente (13) o (14).

(17) Un producto sanguineo que comprende, como principio activo, la plaqueta de acuerdo con el apartado
mencionado anteriormente (16).

(18) Un kit para la produccién de la célula megacariocitica madura de acuerdo con el apartado mencionado
anteriormente (15) o la plaqueta de acuerdo con el apartado mencionado anteriormente (16).

(19) Un globulo en una fase de diferenciacion deseada, donde se expresa un oncogén de forma forzada.

(20) El glébulo de acuerdo con el apartado mencionado anteriormente (19), donde también se expresa un gen
polycomb de forma forzada.

(21) El glébulo de acuerdo con los apartados mencionados anteriormente (19) o (20), donde el globulo en la fase
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de diferenciacién deseada es una célula inducida por diferenciacién a partir de una célula madre embrionaria o
una célula iPS.

(22) El glébulo de acuerdo con cualquiera de los apartados mencionados anteriormente (19) a (21), donde se
introduce un oncogén exégeno o se introduce un oncogén y un gen polycomb en el glébulo en la fase de
diferenciacion deseada y el oncogén introducido o el oncogén y el gen polycomb introducidos se expresan de
forma forzada.

(23) El gloébulo de acuerdo con el apartado mencionado anteriormente (22), donde se introduce el oncogén
exogeno o el gen polycomb en una célula progenitora del glébulo en la fase de diferenciacion deseada vy el
oncogén introducido o el oncogén y el gen polycomb introducidos se expresan de forma forzada.

(24) El globulo de acuerdo con los apartados mencionados anteriormente (22) o (23), donde el oncogén y/o el
gen polycomb estan, cada uno, unidos de forma operativa a un lado en direccion 3’ de un promotor inducible y el
oncogén unido o el oncogén y el gen polycomb unidos se expresan de forma inducida y forzada.

(25) El globulo de acuerdo con cualquiera de los apartados mencionados anteriormente (19) a (24), donde el
oncogén es un gen de la familia MYC.

(26) El glébulo de acuerdo con cualquiera de los apartados mencionados anteriormente (20) a (25), donde el gen
polycomb es BMI1.

(27) El glébulo de acuerdo con cualquiera de los apartados mencionados anteriormente (23) a (26), donde la
célula progenitora del globulo en la fase de diferenciacion deseada es una célula progenitora hematopoyética y el
glébulo en la fase de diferenciacion deseada es una célula progenitora megacariocitica previa a la
multinucleacién.

(28) EIl glébulo de acuerdo con el apartado mencionado anteriormente (27), donde la célula progenitora
hematopoyética se encuentra en una estructura similar a una red preparada a partir de una célula madre
embrionaria o una célula iPS.

(29) Una composicioén celular congelada que comprende el glébulo de acuerdo con cualquiera de los apartados
mencionados anteriormente (19) a (28).

(30) Un kit para la produccion de la célula progenitora megacariocitica previa a la multinucleacion, que es el
glébulo de acuerdo con los apartados mencionados anteriormente (27) o (28).

Efecto ventajoso de la invencion

Tal y como se expone en la presente memoria, es posible amplificar células en una fase de diferenciacion deseada,
asi como producir células especificas diferenciadas de las células amplificadas en una gran cantidad.

Asimismo, en el caso de la produccion de glébulos diferenciados, es posible producir glébulos tales como células
megacariociticas y plaquetas a partir de células madre pluripotentes de forma estable en una gran cantidad.

Ademas, los glébulos producidos de acuerdo con la presente invencién y tal como se da a conocer en el presente
documento pueden crioconservarse. Por ejemplo, cuando se producen células progenitoras megacariociticas sin
poliploidizacion multiple como glébulos, las células pueden crioconservarse. Por lo tanto, es posible suministrar
células megacariociticas maduras y plaquetas derivadas de la misma fuente de células progenitoras
megacariociticas.

En particular, en el método desvelado en el presente documento, las células progenitoras megacariociticas sin
poliploidizacion multiple (células progenitoras de células megacariociticas maduras) que pueden crioconservarse,
pueden prepararse a partir de células iPS en una gran cantidad. Mediante la utilizacion de estas células progenitoras
megacariociticas sin poliploidizacién multiple como fuente, es posible producir y suministrar una cantidad suficiente
de plaquetas para repetidas transfusiones de sangre al tiempo que se evita el problema de emparejamiento de HLA.

Asimismo, de acuerdo con la presente invencion, se da a conocer un método para el suministro estable de células
eritroides in vitro.

Breve descripcion de los dibujos

En la figura 1, se muestra un grafico para la comparacion de la cantidad de células megacariociticas producidas
a partir de células iPS con cuatro factores y de células iPS con tres factores. El eje vertical representa la cantidad
de células megacariociticas CD42b positivas derivadas de cada célula, donde la cantidad de células
megacariociticas CD42b positivas derivadas de células madre embrionarias el dia 22 de cultivo se establece en
1. El eje horizontal representa la cantidad de dias después del inicio del cultivo de células iPS y de células madre
embrionarias. "3-f" indica una linea celular derivada de células iPS con tres factores, "4-f' indica una linea celular
derivada de células iPS con cuatro factores y "ES" indica células madre embrionarias.

En la figura 2 se muestra una vista para la confirmacion de la reactivacion de transgenes en células
megacariociticas derivadas de células iPS humanas. Se analiz6 la expresion de cada transgén (OCT3/4, SOX2,
KLF-4, c-MYC) en células iPS con cuatro factores (TkDA3-2, TkDA3-4 y TkDA3-5) y en células iPS con tres
factores (TkDN4-M) para células iPS no diferenciadas y células megacariociticas diferenciadas. También se
analizo la expresion de cada gen introducido en fibroblastos dérmicos humanos (HDF, por sus siglas en inglés)
como control de introduccién de genes. "endo" indica un gen enddgeno y "Tg" indica un transgén. También se
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analizo la expresion de REX1y NANOG para células iPS no diferenciadas.

En la figura 3, se muestra un aumento de la cantidad de células megacariociticas mediante la expresion forzada
de c-MYC en células progenitoras hematopoyéticas derivadas de células madre embrionarias. Se extrajeron las
células progenitoras de sangre de una estructura similar a una red el dia 15 de cultivo de células madre
embrionarias humanas, se introdujeron los genes (OCT3/4, SOX2, KLF-4, c-MYC) cada uno, por separado, en
las células progenitoras de sangre y se reconto, a lo largo del tiempo, la cantidad de células megacariociticas
producidas posteriormente. El eje vertical representa la cantidad de células megacariociticas CD42b positivas
derivadas de cada célula, donde la cantidad de células megacariociticas CD42b positivas derivadas de células
progenitoras hematopoyéticas (mock) en las que solo se introdujo un vector viral, se establece en 1. El eje
horizontal representa la cantidad de dias después del inicio del cultivo de células madre embrionarias.

En la figura 4, se muestra un grafico para la comparacion de la cantidad de plaquetas producidas a partir de
células iPS con cuatro factores y de células iPS con tres factores. El eje vertical representa la cantidad de
plaguetas derivadas de cada célula, donde la cantidad de plaquetas derivadas de células madre embrionarias el
dia 21 de cultivo se establece en 1. El eje horizontal representa la cantidad de dias después del inicio del cultivo
de células iPS y de células madre embrionarias. "3-f" indica una linea celular derivada de células iPS con tres
factores, "4-f" indica una linea celular derivada de células iPS con cuatro factores y "ES" indica células madre
embrionarias.

En la figura 5, se muestra un experimento de transfusién en un modelo de ratébn mediante la utilizacion de
plaguetas derivadas de células iPS. Se proporcionaron con antelacion ratones con deficiencia inmunitaria de un
modelo con trombocitopenia mediante irradiacion (A). Las plaquetas producidas a partir de una linea celular
TkDA3-4 se transfundieron a través de la vena caudal de los ratones con deficiencia inmunitaria. B se refiere a
los cambios en funcién del tiempo después de la transfusion (30 minutos, 2 horas, 24 horas). "PB" se refiere a
sangre periférica humana.

En la figura 6, se muestra una vista para la confirmacion de la capacidad de formacion de trombos de plaquetas
derivadas de células iPS humanas in vivo. Las plaquetas derivadas de células iPS humanas se tifieron con éster
etilico de tetrametilrodamina (TMRE: pigmento rojo), se mezclaron con hematoporfirina y se inyectaron a través
de la vena caudal de los ratones. Se observé un estado de formacion de trombos en el vaso sanguineo 0
segundos, 6 segundos, 13 segundos y 20 segundos después de la irradiacién de la arteria mesentérica con laser
mediante microscopia confocal secuencial. "Flujo sanguineo” indica corriente sanguinea.

En la figura 7, se muestra de manera esquematica un protocolo de introducciéon de genes en células progenitoras
hematopoyéticas preparadas a partir de células madre embrionarias.

En la figura 8, se muestran los resultados del analisis FACS el dia 9 después de la introduccion del gen c-MYC
en células progenitoras hematopoyéticas preparadas a partir de células madre embrionarias. A hace referencia a
los resultados del analisis FACS y B hace referencia a las fotomicrografias de las células el dia 9 después de la
introduccion de c-MYC. Las células en las que solamente se introdujo un vector viral MYC se utilizaron como
control.

En la figura 9, se muestra la capacidad de crecimiento de células progenitoras megacariociticas que expresan el
gen c-MYC. El eje vertical representa la cantidad de células CD42b positivas. El eje horizontal representa la
cantidad de dias después de la introduccién del gen c-MYC en las células. m se refiere a los resultados de un
control en el que solamente se introdujo un vector viral, en lugar de c-MYC.

En la figura 10, se muestran los resultados del analisis FACS de células progenitoras megacariociticas en las
que se introdujo el gen c-MYC y el gen BMI1. c-MYC/BMI1 (vista superior) hace referencia a los resultados del
analisis FACS de las células en las que se introdujo tanto el gen c-MYC como el gen BMI1, mientras que c-MYC
unicamente (vista inferior) hace referencia a los resultados del andlisis FACS de las células en las que solamente
se introdujo el gen c-MYC.

En la figura 11, se muestran los resultados del analisis FACS de las células el dia 35 de cultivo, en las que se
introdujo el gen c-MYC y el gen BMI1. A hace referencia, de manera esquematica, a las moléculas funcionales
especificas de los megacariocitos y B hace referencia a los resultados del analisis FACS.

En la figura 12, se muestran los resultados del anadlisis de la capacidad de crecimiento de las células de
expresion de MYC/BMI1. El eje vertical representa la cantidad de células. El eje horizontal representa la cantidad
de dias después de la introduccion de los genes en las células.

En la figura 13, se muestra una imagen de plaquetas liberadas de células progenitoras megacariociticas
derivadas de células de expresion de c-MYC/BMI1, segun se observa a través de un microscopio electrénico.

En la figura 14, se muestran los resultados del analisis FACS de las células el dia 105 después de la introduccién
del gen c-MYC y del gen HOXA2 en células progenitoras hematopoyéticas derivadas de células madre
embrionarias (KhES) y el dia 27 después de la introduccion del gen c-MYC y el gen BCLXL en células
progenitoras hematopoyéticas derivadas de células madre embrionarias (KhES).

En la figura 15, se muestra una vista para la confirmacion de un sistema de regulacion de expresion de genes
mediante un vector pMX tet off. Se expresé un constructo en el que c-MYC y BMI1 se unieron al vector pMX tet
off con 2A en medio en células 293GPG para analizar si la regulacion de la expresion de genes funciona o no. A
se refiere al constructo y el mecanismo del vector y B se refiere a los resultados del analisis de la expresién de c-
MYC en células en un estado en el que se afiade o no tetraciclina y B-estradiol, mediante la utilizacion de un
citbmetro de flujo. El eje horizontal en B representa un nivel de expresion de c-MYC. "293gpg" se refiere a los
resultados de las células 293GPG de un control.

En la figura 16, se muestran los resultados del analisis de la capacidad de crecimiento y la capacidad de
diferenciacion de lineas celulares de expresion de vector de regulacion de genes. A se refiere a los resultados
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del analisis de la capacidad de crecimiento de las células de expresion de c-MYC y BMI1 mediante diversos
vectores. El eje vertical representa la cantidad de células y el eje horizontal representa la cantidad de dias
después de la introduccion de los genes en las células. B se refiere a los resultados del analisis de las células
tefiidas con un anticuerpo anti-CD42b (GPlb-alfa) y un anticuerpo anti-CD41a (complejo integrina alfallb/beta3)
(vista superior) y un anticuerpo antiglicoforina A y un anticuerpo anti-CD41a (vista inferior), mediante la utilizacion
de un citémetro de flujo. Tanto en la vista superior como en la inferior de B, se muestran por separado los
resultados de células que expresan forzadamente pMX c-MYC y Dsam BMI1 en el lado izquierdo y en el lado
derecho se muestran los resultados de las células que expresan pMX tet off c-MYC 2A BMI1.

En la figura 17, se muestra el analisis del grado de multinucleacion de una linea celular megacariocitica que
expresa pMX tet off ccMYC 2A BMI1 en presencia de B-estradiol. A se refiere a los resultados de las células de
un control con solamente un vector (una linea celular que no expresa genes) y B se refiere a los resultados de
las células que expresan c-MYC y BMI1.

En la figura 18, se muestran los resultados de la realizacién de ensayos de unién de fibrin6genos en plaquetas
derivadas de megacariocitos que expresan de forma forzada c-MYC y BMI1. En la vista superior (plaqueta
humana), se muestran los resultados de plaquetas derivadas de sangre periférica humana; en la vista media
(pMX tet off c-MYC 2A BMI1), se muestran los resultados de plaquetas derivadas de una linea celular de pMX tet
off c-MYC 2A BMI1 en presencia de B-estradiol; y en la vista inferior (pMX Myc Dsam Bmi1), se muestran los
resultados de plaquetas derivadas de una linea celular que expresa de forma forzada c-MYC y BMI1 mediante
pMX c-MYC y Dsam BMI1.

En la figura 19, se muestran los resultados del andlisis de la capacidad de activacién de integrina de plaquetas
producidas a partir de una linea celular megacariocitica en la que se suprimi6 la expresién de c-MYC y BMI1. En
la vista izquierda, se muestra el andlisis de la capacidad de activacion de integrina en ausencia de ADP mediante
la utilizacién de un citometro de flujo, mientras que en la vista derecha se muestra un analisis de la capacidad de
activacion de integrina en presencia de ADP (50 uM) mediante la utilizacion de un citometro de flujo.

En la figura 20, se muestra una via de diferenciacion desde células madre embrionarias a una linea celular
megacariocitica.

Modo de llevar a cabo la invencion

En la presente memoria, se da a conocer un método para la produccion de células especificas mediante la induccion
de la diferenciacién de células que sirven como fuente, donde un oncogén se expresa de forma forzada en células
en una fase de diferenciacion deseada en un proceso de diferenciacién desde las células que sirven como fuente en
las células especificas, con el fin de amplificar (o0 hacer crecer) las células en la fase de diferenciacién deseada.

En el presente documento, "células que sirven como fuente" corresponden a células progenitoras de células diana
(células especificas) obtenidas mediante la induccion de la diferenciacién y pueden ser cualesquiera células que
conserven la capacidad de diferenciacion distintas de las células terminalmente diferenciadas. Por ejemplo, las
"células que sirven como fuente" pueden ser células madre pluripotentes completamente no diferenciadas o células
que estan diferenciadas en cierta medida pero todavia conservan la capacidad de diferenciacion (p. ej., células
progenitoras hematopoyéticas de globulos). Asimismo, las "células especificas" producidas en este modo de
realizaciéon son células diferentes a células completamente no diferenciadas (p. €j., células madre pluripotentes) y
pueden ser células que presentan un estado no diferenciado en cierta medida. Es decir, las "células especificas" son
células que aparecen entre una fase no diferenciada completa y una fase diferenciada terminal, excepto células
completamente no diferenciadas. Cuando se toman glébulos como ejemplo, las "células especificas" en este modo
de realizacion son células megacariociticas maduras, plaquetas, células eritroides o similares.

Tal y como se expone en la presente memoria, las "células en una fase de diferenciacién” que se han de amplificar
(o crecer) son células que aparecen entre la fase no diferenciada completa y la fase diferenciada terminal, es decir,
células diferentes de células en la fase no diferenciada completa (p. €j., células madre pluripotentes, etc.) y células
en la fase de diferenciacion terminal. Cuando se toman los glébulos como ejemplo, las "células en una fase de
diferenciacion” en este modo de realizacion son células progenitoras hematopoyéticas o células progenitoras
megacariociticas sin poliploidizacion multiple, que son células progenitoras de células megacariociticas maduras.
Por ejemplo, las células inducidas de células madre pluripotentes como células madre embrionarias o células iPS
pueden utilizarse como "células en una fase de diferenciacion".

Las células madre embrionarias que se usan en la presente memoria no estan particularmente limitadas.
Normalmente, se cultivan conjuntamente huevos fecundados que se encuentran en la fase de blastocisto con células
alimentadoras, se separan células derivadas de masa celular interior desarrollada y se vuelve a repetir el subcultivo,
lo que permite posiblemente el establecimiento de una linea de células madre embrionarias. Por lo tanto, las células
madre embrionarias se obtienen, normalmente, de huevos fecundados. De forma alternativa, pueden utilizarse
células similares a células madre embrionarias que se obtienen, por ejemplo, de tejidos adiposos, vellosidades
coriales, fluidos amniédticos, placentas, células testiculares, entre otros, distintos a huevos fecundados, que
presentan caracteristicas similares a células madre embrionarias y presentan pluripotencia.

Las células iPS pueden ser células de cualquier origen, siempre y cuando sean células que adquieren una
pluripotencia equivalente a la de las células madre embrionarias como resultado de la introduccion de diversos tipos
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de genes de factor de transcripcion (en lo sucesivo, denominado "factor de pluripotencia”) para proporcionar
pluripotencia en células somaticas (p. €j., células de fibroblastos, glébulos, etc.). Ya se han dado a conocer muchos
factores como factores de pluripotencia. Entre los ejemplos de los factores, se incluye la familia Oct (p. ej., Oct3/4),
la familia SOX (p. ej., SOX2, SOX1, SOX3, SOX15, SOX 17, etc.), la familia KIf (p. €j., Kif4, KIf2, etc.), la familia MYC
(p. €j., c-MYC, N-MYC, L-MYC, etc.), NANOG, LIN28, entre otros, aunque la divulgacién del presente documento no
se limita a estos. En muchos documentos, a los que se puede hacer referencia, se describen métodos de
establecimiento de células iPS (véase, por ejemplo, Takahashi et al., Cell 2006, 126: 663-676; Okita et al., Nature
2007, 448: 313-317; Wernig et al., Nature 2007, 448: 318-324; Maherali ef al., Cell Stem Cell 2007, 1: 55-70; Park et
al., Nature 2007, 451: 141-146; Nakagawa et al., Nat Biotechnol 2008, 26: 101-106; Wernig et al., Cell Stem Cell
2008, 10: 10-12; Yu et al., Science 2007, 318: 1917-1920; Takahashi et al., Cell 2007, 131: 861-872; Stadtfeld et al.,
Science 2008, 322: 945-949, etc.).

Un oncogén utilizado en la presente invencién y, segun se expone en la presente memoria, es un gen que induce la
cancerizacion de una célula en la que reside el gen. Entre los ejemplos del gen, se incluyen los genes de la familia
MYC, los genes de la familia SRC, los genes de la familia RAS, los genes de la familia RAF, los genes de la familia
de proteina quinasa, tales como c-Kit, PDGFR y Abl, entre otros.

La expresion forzada del oncogén o del gen polycomb mencionado a continuacién en las células en la fase de
diferenciacion deseada puede alcanzarse de una manera en la que se introduce el oncogén o el gen polycomb en
las células en la fase de diferenciacién deseada y se expresa, de forma forzada, el gen, de modo que se introduce el
gen en las células progenitoras de las células en la fase de diferenciacién deseada, se expresa de forma forzada el
gen y se continda con la diferenciacion al tiempo que se mantiene la expresion, de manera que se mantiene el
estado de expresion forzada del gen en las células en la fase de diferenciacion deseada o de una manera en la que
se introduce el gen en células progenitoras de las células en la fase de diferenciacioén deseada y, cuando las células
progenitoras se diferencian en las células en la fase de diferenciacion deseada, se induce la expresion forzada del
gen. Por ejemplo, en el caso de amplificar las células progenitoras megacariociticas sin poliploidizacion multiple
como células en la fase de diferenciacion deseada, el oncogén o el gen polycomb pueden introducirse en células
progenitoras hematopoyéticas (que se describen mas adelante), que se encuentran en una fase progenitora de las
células progenitoras megacariociticas sin poliploidizacién mudltiple, y expresarse de forma forzada. En el caso de
expresar de forma forzada tanto el oncogén como el gen polycomb en las células en la fase de diferenciacién
deseada, el oncogén y el gen polycomb pueden introducirse en las células al mismo tiempo o en momentos
distintos.

En la presente memoria, se da a conocer un método para amplificar (0 hacer crecer) las células en la fase de
diferenciacion deseada, donde se suprime la senescencia inducida por oncogenes, que se induce mediante la
expresion forzada del oncogén en las células en la fase de diferenciacion deseada.

La senescencia inducida por oncogenes (OIS) es senescencia inducida por estrés inducida mediante estimulos de
crecimiento anormales, entre otros, por medio de un oncogén tal como RAS o MYC. Cuando se expresa de forma
excesiva un producto oncogénico en las células, se induce la expresion de un producto génico supresor de tumores,
tal como p16 o p19, codificados en un locus CDKN2a (INK4a/ARF). De esta manera, se induce la senescencia de
las células y la apoptosis, lo que provoca un descenso de la actividad de crecimiento celular. Por lo tanto, se espera
qgue se mantenga una capacidad de crecimiento celular elevada evitando la OIS inducida por el oncogén.

Por ejemplo, la senescencia inducida por oncogenes puede suprimirse mediante la expresion del gen polycomb en
las células en las que se expresa el oncogén. El gen polycomb (grupo polycomb: PcG) regula, de forma negativa, el
locus CDKN2a (INK4a/ARF) y sirve para evitar la senescencia (véase, por ejemplo, Oguro et al., "Regulation of stem
cell senescence by polycomb group protein complex”, Regenerative Medicine, vol. 6, n°. 4, pp. 26-32; Jseus ef al.,
Nature Reviews Molecular Cell Biology, vol. 7, pp. 667-677, 2006; Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU., vol. 100, pp. 211-
216, 2003). En consecuencia, mediante la expresion del gen polycomb en las células ademas del oncogén, tal como
un gen de la familia MYC, puede evitarse la senescencia inducida por oncogenes y puede mejorarse todavia mas el
efecto de crecimiento celular del producto oncogénico.

Entre los ejemplos del gen del grupo polycomb usados en la presente invencion, incluyen BMI1, Mel18, Ring1a/b,
Phc1/2/3, Cbx2/4/6/7/8, Ezh2, Eed, Suz12, HADC, Dnmt1/3a/3b, entre otros. Un gen del grupo polycomb
especialmente preferible es el gen BMI1.

La senescencia inducida por oncogenes también puede suprimirse mediante la expresion del gen HOXA2 o del gen
BCLXL.

Con el fin de expresar de forma forzada el oncogén y el gen polycomb en las células, puede emplearse cualquier
método conocido por un experto en la materia. Por ejemplo, puede introducirse un oncogén exégeno o un gen
polycomb exégeno en las células por medio de la utilizacién de un sistema de introduccion de genes, tal como un
lentivirus o un retrovirus, y expresarse. En el caso de expresar el gen mediante un vector de introducciéon de genes
viral, el gen puede unirse, de manera operativa, a un lado en direccién 3’ de un promotor adecuado que, a
continuacion, se inserta en el vector de introduccion de genes y se introduce en las células para expresar el gen
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diana. En la presente memoria, la union "operable" se refiere a que el promotor y el gen diana estan unidos con el fin
de que el gen diana sea dominado en posicion cis por el promotor y se lleve a cabo la expresion deseada del gen
diana. Por ejemplo, el gen diana puede expresarse de forma constitutiva 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, donde el gen diana se expresa de forma inducible
mediante regulacion por medio de la adicion de farmacos o similares. Por definicion, un experto en la materia puede
seleccionar facilmente un sistema de expresion de genes basado en farmacos, un sistema adecuado con el fin de
llevar a cabo la regulacion de la expresion deseada del oncogén o del gen polycomb. Puede adquirirse un kit
disponible en el mercado para un sistema de expresion de este tipo y ponerse en practica. Si bien el oncogén y el
gen polycomb, que son los genes diana en la regulacion de la expresion, pueden insertarse en vectores por
separado, es mas preferible insertar el oncogén y el gen polycomb en el mismo vector.

En la presente memoria, también se da a conocer un método para la produccion de células especificas diana,
mediante la induccion adicional de la diferenciacion de las células en la fase de diferenciacion deseada, en la que se
expresa el oncogén o el oncogén y el gen polycomb. Para inducir ain mas la diferenciacion de las células en la fase
de diferenciacion deseada, las células en la fase de diferenciacion pueden cultivarse en condiciones de cultivo
(condiciones tales como un medio de cultivo y una temperatura de cultivo) adecuadas para la induccion de la
diferenciacion y, asimismo, la expresion del oncogén o del gen polycomb en las células en la fase de diferenciacion
puede regularse de forma supresora en funcion de las necesidades. En este caso, puede suprimirse la expresién del
oncogén o del gen polycomb, por ejemplo, mediante la eliminacién de la induccién de la expresion génica inducida
por medio del sistema de expresion inducible mencionado anteriormente, por medio de la eliminacién del farmaco,
por ejemplo. De forma alternativa, el oncogén o el gen polycomb pueden unirse de forma operativa a un promotor
supresor que lleva a cabo la regulacion de la expresion constitutiva en ausencia de un farmaco, por ejemplo, y lleva
a cabo la regulacion de la expresion supresora en presencia del farmaco, por ejemplo, para regular, de forma
supresora, la expresion del gen. Asimismo, el oncogén o el gen polycomb introducidos pueden eliminarse mediante
la utilizaciéon de un sistema Cre/Lox, por ejemplo, de manera que se regula, de forma supresora, la expresion del
gen. 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 polycomb.

En la presente memoria, se da a conocer un método para amplificar (hacer crecer) células progenitoras
megacariociticas sin poliploidizacion multiple como células en la fase de diferenciacién deseada y producir, como
células especificas, células megacariociticas maduras a partir de las células progenitoras megacariociticas sin
poliploidizacion multiple. En la presente memoria, en el caso de expresar, de forma forzada, el oncogén o el oncogén
y el gen polycomb en las células progenitoras megacariociticas sin poliploidizacion multiple, es preferible expresar el
oncogén o el oncogén y el gen polycomb en células progenitoras hematopoyéticas en una fase progenitora de las
células progenitoras megacariociticas sin poliploidizacion multiple.

En la presente memoria, "células progenitoras megacariociticas sin poliploidizacién multiple" se refieren a células
mononucleares o binucleares CD41a positivas/CD42a positivas/CD42b positivas con marcador especifico de
megacariocitos que no se han sometido a poliploidizacion nuclear. Asimismo, "células progenitoras
hematopoyéticas" se refiere a células hematopoyéticas caracterizadas como células CD34+ (células CD34
positivas), que pueden ser células derivadas de células madre embrionarias o de células iPS, por ejemplo vy,
preferiblemente, células obtenidas de una estructura similar a una red (también denominadas saco madre
embrionario o saco iPS) preparadas a partir de células madre embrionarias o células iPS (en particular, las células
inmediatamente después de la separacion de la estructura similar a una red). En la presente memoria, "estructura
similar a una red" preparada a partir de células madre embrionarias o células iPS se refiere a una estructura similar a
un saco tridimensional (que contiene un espacio en la misma) derivada de células madre embrionarias o células iPS
formada por una poblacion celular endotelial, por ejemplo, y contiene en su interior células progenitoras
hematopoyéticas. Para obtener mas informacién sobre estructuras similares a una red, véase, por ejemplo,
Takayama et al., Blood 2008, 111: 5298-5306.

Las condiciones de cultivo celular adecuadas para la preparacion de la estructura similar a una red a partir de
células madre embrionarias humanas o células iPS humanas difieren en funcién del tipo de células madre
embrionarias o células iPS utilizadas. Sin embargo, a modo de ejemplo, un medio de cultivo puede ser IMDM, al que
se le afiade FBS en una concentracién final de un 15 %. Puede utilizarse otro medio exento de suero con factores de
crecimiento, suplementos y similares, con su adicién segun sea necesario. Asimismo, se afaden, preferiblemente
entre 0 y 100 ng/ml y mas preferiblemente aproximadamente 20 ng/ml de VEGF, con el fin de formar, de forma
eficaz, la estructura similar a una red. Un entorno de cultivo difiere en funciéon del tipo de células madre embrionarias
o de células iPS utilizadas. Sin embargo, a modo de ejemplo, pueden utilizarse condiciones de un 5 % de CO2 y de
entre 36 y 38 °C, preferiblemente 37 °C. Si bien un periodo de cultivo, hasta que se forma la estructura similar a una
red, difiere en funcién del tipo de células madre embrionarias o de células iPS, la presencia de la estructura similar a
una red puede reconocerse, aproximadamente, los dias 14 a 16 después de la siembra en células alimentadoras.

La estructura similar a una red formada presenta una estructura folicular y contiene células progenitoras
hematopoyéticas en un estado concentrado. Las células progenitoras hematopoyéticas en el interior de la estructura
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similar a una red pueden separarse con medios fisicos, por ejemplo, pasando a través de un instrumento de tamiz
esterilizado (p. ej., un tamiz celular, etc.). Las células progenitoras hematopoyéticas obtenidas de esta manera
pueden utilizarse en la presente invencion.

Si bien el oncogén expresado de forma forzada en las células progenitoras hematopoyéticas puede ser cualquiera
de los oncogenes mencionados anteriormente, se prefiere especialmente un gen de la familia MYC. Entre los
ejemplos de genes de la familia MYC, se incluye c-MYC, N-MYC, L-MYC, entre otros. De entre estos genes, se
prefiere especialmente c-MYC. Si bien el gen polycomb expresado de forma forzada en las células progenitoras
hematopoyéticas puede ser cualquiera de los genes polycomb mencionados anteriormente, se prefiere
especialmente el gen BMI1.

Las células progenitoras hematopoyéticas que expresan el oncogén, tal como el gen de la familia MYC y el gen
polycomb, tal como el gen BMI1, se cultivan en condiciones en las que se afiade cualquiera o una combinacion de al
menos dos de entre SCF (10 a 200 ng/ml, p. €j., 100 ng/ml), TPO (10 a 200 ng/ml, p. €j., 40 ng/ml), FL (10 a 200
ng/ml, p. ej., 100 ng/ml), VEGF (10 a 200 ng/ml, p. €j., 40 ng/ml) y similares, y se convierten en células progenitoras
megacariociticas sin poliploidizacion multiple que han adquirido una capacidad de crecimiento elevada,
aproximadamente, entre los dias 4 y 7 después de la introduccion de los genes. Las células progenitoras
megacariociticas sin poliploidizacion multiple obtenidas de esta manera mantienen su crecimiento celular al menos
durante aproximadamente entre 30 y 50 dias, preferiblemente durante entre aproximadamente 50 y 60 dias o mas y,
mas preferiblemente, durante 60 dias o mas, y se amplifican en la cantidad de células a aproximadamente 1,0 x 10*
veces 0 mas, preferiblemente aproximadamente 1,0 x 10° veces 0 mas y, mas preferiblemente aproximadamente
1,0 x 108 veces o0 mas la cantidad de células cuando se introduce el gen c-MYC y el gen BMI1 (véase, por ejemplo,
la figura 12).

En el presente documento se da a conocer un método para la produccién de células megacariociticas maduras y la
produccién adicional de plaquetas mediante el cultivo, en condiciones adecuadas para la induccion de la
diferenciacion de globulos, de las células progenitoras megacariociticas sin poliploidizacion multiple producidas por
medio del método de acuerdo con las divulgaciones en la presente memoria. Las condiciones adecuadas para la
induccion de la diferenciacion de los glébulos consisten en, por ejemplo, la adicién de cualquiera o una combinacion
de al menos dos de entre TPO, IL-1qa, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-11, EPO, GM-CSF, SCF, G-CSF, ligando FIt3,
heparina, entre otros. En el caso de la induccién de la diferenciacion de las células megacariociticas maduras y las
plaquetas, por ejemplo, el cultivo puede realizarse durante aproximadamente entre 7 y 15 dias en presencia de TPO
(10 a 200 ng/ml, preferiblemente aproximadamente 100 ng/ml) o en presencia de TPO (10 y 200 ng/ml,
preferiblemente aproximadamente 100 ng/ml), SCF (10 a 200 ng/ml, preferiblemente aproximadamente 50 ng/ml) y
heparina (10 a 100 U/ml, preferiblemente aproximadamente 25 U/ml). Se puede aplicar cualquier entorno de cultivo
adecuado para la induccion de la diferenciacion de los globulos in vitro. A modo de ejemplo, el cultivo se lleva a cabo
en condiciones de un 5 % de CO2y entre 36 y 38 °C, y preferiblemente 37 °C.

En el caso de inducir la diferenciacion de las células progenitoras megacariociticas sin poliploidizacién mdltiple, que
han adquirido una capacidad de crecimiento elevada como resultado de la introduccién del oncogén y el gen
polycomb en células megacariociticas maduras, plaquetas y similares, la expresion del oncogén y el gen polycomb
puede regularse de forma supresora en funcion de las necesidades, tal y como se menciona anteriormente.

La presente invencién proporciona un método para la produccién de células eritroides, donde las células eritroides
se producen mediante la expresion forzada de un oncogén y de un gen HOXA2 o el gen BCLXL en células
progenitoras hematopoyéticas para amplificar las células progenitoras eritroides. Explicado con mayor detalle, la
invencion se refiere a un método mediante el cual un gen de la familia MYC, se expresa de forma forzada en células
progenitoras eritroides, que son células en una fase de diferenciacién deseada, y se suprime la senescencia
inducida por oncogenes como consecuencia mediante la expresion del gen HOXA2 o del gen BCLXL para amplificar
las células progenitoras eritroides, de manera que se producen células eritroides como células especificas. Esta
realizacién se basa en el descubrimiento de que, como consecuencia de la introduccion de docenas de tipos de
factores de transcripcion hematopoyéticos y genes asociados a antiapoptosis en células progenitoras
hematopoyéticas junto con MYC como oncogén y de la realizacion de pruebas de deteccién, HOXA2 o BCLXL
induce el crecimiento de células progenitoras eritroides.

Si bien puede utilizarse cualquier oncogén a modo de oncogén expresado de forma forzada en las células
progenitoras hematopoyéticas, tal y como se menciona anteriormente, se prefiere un gen de la familia MYC y el gen
c-MYC es especialmente preferible.

En la presente memoria, "células progenitoras eritroides" son células previas a la enucleacion de glicoforina A
positiva de moléculas especificas de eritrocitos.

Las células progenitoras hematopoyéticas que expresan el oncogén, tal como el gen de la familia MYC y el gen
HOXA2 o el gen BCLXL, se cultivan en condiciones en las que se afiade cualquiera o una combinacién de al menos
dos de entre SCF (10 a 200 ng/ml, p. €j., 100 ng/ml), TPO (10 a 200 ng/ml, p. €j., 40 ng/ml), FL (10 a 200 ng/ml, p.
ej., 100 ng/ml), VEGF (10 a 200 ng/ml, p. €j., 40 ng/ml), EPO (1 a 100 U/ml, p. ej., 6 U/ml) y similares, y se
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convierten en células progenitoras eritroides previas a la enucleacion que han adquirido una capacidad de
crecimiento elevada, aproximadamente, entre los dias 4 y 7 después de la introduccion de los genes.

Las condiciones adecuadas para la induccién de la diferenciacion de las células eritroides maduras a través de las
células progenitoras eritroides obtenidas a partir de las células progenitoras hematopoyéticas que expresan el gen
de la familia MYC y el gen BCLXL o el gen HOXA2 consisten en, por ejemplo, la adicién de cualquiera o una
combinacion de al menos dos de entre TPO, IL-1a, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-11, EPO, GM-CSF, SCF, G-CSF,
ligando FIt3, heparina, entre otros. En particular, las células eritroides pueden cultivarse durante entre
aproximadamente 7 y 15 dias en presencia de EPO (2 a 100 U/ml, preferiblemente aproximadamente 10 U/ml) o en
presencia de EPO (2 a 100 U/ml, preferiblemente aproximadamente 10 U/ml) y SCF (10 a 200 ng/ml,
preferiblemente aproximadamente 50 ng/ml). Se puede aplicar cualquier entorno de cultivo adecuado para la
induccion de la diferenciacién de los globulos in vitro. A modo de ejemplo, el cultivo se lleva a cabo en condiciones
de un 5 % de CO2y entre 36 y 38 °C, preferiblemente 37 °C.

En el presente documento se dan a conocer glébulos en una fase de diferenciacion deseada en la que se expresa,
de forma forzada, un oncogén. En la presente memoria, el oncogén puede ser cualquiera de los oncogenes
mencionados anteriormente. Por ejemplo, se puede aplicar un gen de la familia MYC, entre otros, y se prefiere
especialmente el gen c-MYC. Asimismo, los "globulos en una fase de diferenciacion” son glébulos que aparecen
entre una fase no diferenciada completa y una fase diferenciada terminal, es decir, glébulos diferentes de células en
la fase no diferenciada completa y células en la fase de diferenciacion terminal. Por ejemplo, "glébulos en una fase
de diferenciacion" pueden ser células progenitoras megacariociticas sin poliploidizacion multiple o similares. Por
definicion, pueden utilizarse, por ejemplo, glébulos en la fase de diferenciacion, células inducidas de células madre
embrionarias o células iPS. Se prefieren, especialmente, los glébulos obtenidos de una estructura similar a una red
(también denominados saco madre embrionario o saco iPS) preparados a partir de células madre embrionarias o
células iPS (en particular, células inmediatamente después de la separacion de la estructura similar a una red). Los
glébulos también incluyen globulos en una fase de diferenciacion donde tanto el oncogén como el gen polycomb
mencionado anteriormente, se expresan de forma forzada. La expresion forzada del oncogén y del gen polycomb
puede inducirse mediante la utilizacién de un promotor inducible, entre otros, segun se menciona anteriormente.

La expresion forzada del oncogén o del gen polycomb en las células en la fase de diferenciacién deseada puede
alcanzarse de una manera en la que se introduce el oncogén o el gen polycomb en los glébulos en la fase de
diferenciacion deseada y se expresa, de forma forzada, el gen, de modo que se introduce el gen en las células
progenitoras de los glébulos en la fase de diferenciacion deseada, se expresa de forma forzada el gen y se continta
con la diferenciacién al tiempo que se mantiene la expresién, de manera que se mantiene la expresion forzada del
gen en los globulos en la fase de diferenciacion deseada o de una manera en la que se introduce el gen en células
progenitoras de los glébulos en la fase de diferenciacion deseada y, cuando las células progenitoras se diferencian
en los glébulos en la fase de diferenciacién deseada, se induce la expresion forzada del gen. Por ejemplo, en el caso
de amplificar las células progenitoras megacariociticas sin poliploidizacion multiple como glébulos en la fase de
diferenciacion deseada, el oncogén o el gen polycomb pueden introducirse en células progenitoras hematopoyéticas
gue se encuentran en una fase progenitora de las células progenitoras megacariociticas sin poliploidizacion multiple,
y expresarse de forma forzada.

Los globulos, tales como las células progenitoras megacariociticas sin poliploidizacion multiple, presentan una
resistencia a la congelacién y a la descongelacién y conservan la capacidad de crecimiento celular y la capacidad de
diferenciacion incluso cuando se crioconservan y, a continuacion, se descongelan. Esto permite que los gloébulos se
congelen y se descongelen en funciéon de las necesidades, de manera que se producen glébulos inducidos por
diferenciacion. Mediante la utilizacién de estas células, se elimina la necesidad de llevar a cabo una serie de
operaciones para la produccion de glébulos, tales como plaquetas a partir de células madre embrionarias o células
iPS desde el principio. Es decir, mediante la preparacién, como materias primas, de una gran cantidad de glébulos
en los que el oncogén o el oncogén y el gen polycomb se expresan de forma forzada de acuerdo con la presente
invencion y la crioconservacion de los globulos en funciéon de las necesidades, puede racionalizarse el proceso de
fabricacion y mejorarse su eficacia. Por lo tanto, puede establecerse un mecanismo capaz de suministrar, de forma
rapida, diversos globulos, tales como plaquetas.

En el caso de producir una composicién celular congelada mediante la utilizacién de los glébulos, tales como las
células progenitoras megacariociticas sin poliploidizaciéon multiple de acuerdo con la presente invencién, la
composicion celular congelada puede comprender los globulos, tales como las células progenitoras megacariociticas
sin poliploidizacion multiple y una solucion de crioconservacion. La composicion también puede comprender un
aditivo, por ejemplo, en funcién de las necesidades.

Por ejemplo, puede utilizarse una solucién de congelacion que contiene DMSO a modo de soluciéon de
crioconservacion. Entre los ejemplos especificos, se encuentran Cell Banker (Nippon Zenyaku Kogyo Co., Ltd.),
Bambanker (Nippon Genetics Co., Ltd.), TC-Protector (DS Pharma Biomedical Co., Ltd.) y CP-1 suplementado con
albumina (Kyokuto Pharmaceutical Industrial Co., Ltd.).

El gen de la familia MYC, el gen polycomb (p. €j., el gen BMI1), el gen HOXA2 y el gen BCLXL incluyen tanto genes
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cuyas secuencias de ADNc ya se han publicado, como equivalentes identificados con técnicas convencionales a
partir de la homologia de estas secuencias de ADNc conocidas. Un equivalente del gen c-MYC entre los genes de la
familia MYC es un gen cuya secuencia de ADNc consiste, por ejemplo, en una secuencia considerablemente
idéntica a una secuencia de acido nucleico establecida en SEQ ID NO: 1. En la presente memoria, ADNc que
consiste en una secuencia considerablemente idéntica a una secuencia de acido nucleico establecida en SEQ ID
NO: 1 es, bien ADN que consiste en una secuencia que presenta una identidad de aproximadamente un 60 % o
superior, preferiblemente aproximadamente un 70 % o superior, mas preferiblemente aproximadamente un 80 %, 81
%, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 % 0 98 % v,
todavia mas preferiblemente aproximadamente un 99 % con ADN que consiste en la secuencia establecida en SEQ
ID NO: 1 o ADN que puede hibridarse a ADN que consiste en una secuencia complementaria de la secuencia de
acido nucleico establecida en SEQ ID NO: 1 en condiciones estrictas, donde la proteina codificada por un ADN de
este tipo contribuye a la amplificacion de las células en la fase de diferenciacion, tal como las células progenitoras
megacariociticas sin poliploidizacién multiple.

Un equivalente del gen BMI1 es un gen cuya secuencia de ADNc consiste, por ejemplo, en una secuencia
considerablemente idéntica a una secuencia de acido nucleico establecida en SEQ ID NO: 2. En la presente
memoria, ADNc que consiste en una secuencia considerablemente idéntica a una secuencia de acido nucleico
establecida en SEQ ID NO: 2 es, bien ADN que consiste en una secuencia que presenta una identidad de
aproximadamente un 60 % o superior, preferiblemente aproximadamente un 70 % o superior, mas preferiblemente
aproximadamente un 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 % o0 98 % y, todavia mas preferiblemente aproximadamente un 99 % con ADN que consiste en la
secuencia establecida en SEQ ID NO: 2 o ADN que puede hibridarse a ADN que consiste en una secuencia
complementaria de la secuencia de acido nucleico establecida en SEQ ID NO: 2 en condiciones estrictas, donde la
proteina codificada por un ADN de este tipo suprime la senescencia inducida por oncogenes inducida en las células
en las que se expresa el oncogén, tal como el gen de la familia MYC, de manera que se facilita la amplificacion de
las células.

El gen HOXA2 o el gen BCXL usado en la presente invenciéon es un gen cuya secuencia de ADNc consiste, por
ejemplo, en una secuencia considerablemente idéntica a una secuencia de acido nucleico establecida en SEQ ID
NO: 3 o 4. En la presente memoria, ADNc que consiste en una secuencia considerablemente idéntica a una
secuencia de acido nucleico establecida en SEQ ID NO: 3 o 4 es, bien ADN que consiste en una secuencia que
presenta una identidad de aproximadamente un 60 % o superior, preferiblemente aproximadamente un 70 % o
superior, mas preferiblemente aproximadamente un 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %,
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 % 0 98 % y, todavia mas preferiblemente aproximadamente un 99 %
con ADN que consiste en la secuencia establecida en SEQ ID NO: 3 0 4 o ADN que puede hibridarse a ADN que
consiste en una secuencia complementaria de la secuencia de acido nucleico establecida en SEQ ID NO: 3 0 4 en
condiciones estrictas, donde la proteina codificada por un ADN de este tipo hace que las células progenitoras
eritroides crezcan.

Las condiciones estrictas mencionadas en la presente memoria son condiciones de hibridacion que los expertos en
la materia determinan facilmente 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 la
renaturalizacion adecuada aumenta cuando se utiliza una sonda mas larga y disminuye cuando se utiliza una sonda
mas corta. La formacién hibrida, normalmente, depende de la capacidad de renaturalizaciéon en un entorno en el que
una cadena complementaria tiene una temperatura ligeramente inferior que su punto de fusion.

Con mayor detalle, las condiciones estrictas bajas son, por ejemplo, condiciones en las que el lavado se lleva a cabo
en una solucion de 0,1X SSC, 0,1 % SDS en condiciones de temperatura de 37 °C a 42 °C en una fase de lavado
con filiro después de la hibridacion. Las condiciones estrictas elevadas son, por ejemplo, condiciones en las que el
lavado se lleva a cabo en una soluciéon de 5X SSC, 0,1 % SDS a 65 °C en la fase de lavado. Puede obtenerse un
polinucleétido de identidad superior con la mejora adicional de las condiciones estrictas.

En la presente memoria, también se da a conocer un kit para la produccion de células en una fase de diferenciacion
deseada (p. €j., células progenitoras megacariociticas sin poliploidizacién multiple o células progenitoras eritroides) o
células especificas de produccion final (p. ej., células megacariociticas, plaquetas o células eritroides). El kit
comprende reactivos y vectores de expresion, entre otros, necesarios para la expresién del oncogén, el gen
polycomb, el gen BCLXL, el gen HOXA2, entre otros, en células, asi como también comprende un medio de cultivo
para el cultivo celular, suero, suplementos, tales como factores de crecimiento (p. ej., TPO, EPO, SCF, heparina, IL-
6, IL-11, etc.), antibioticos y demas. Asimismo, por ejemplo en el caso de utilizar células derivadas de células madre
embrionarias o de células iPS, el kit comprende, ademas, anticuerpos para la confirmacion de marcadores para la
identificacion de una estructura similar a una red preparada a partir de estas células (p. ej., anticuerpos contra Flk1,
CD31, CD34, lectina UEA-I, etc.). Los reactivos, los anticuerpos y similares comprendidos en el kit se suministran en
cualquier tipo de recipiente en el que los componentes mantienen, de forma eficaz, su actividad durante un largo
periodo de tiempo sin ser absorbidos o deteriorados por el material del recipiente.

Las plaquetas dadas a conocer en el presente documento y las células eritroides producidas de acuerdo con la
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presente invencién pueden suministrarse de manera estable en forma de producto farmacéutico. Las plaquetas
producidas por medio del método que se da a conocer en el presente documento pueden prepararse mediante la
recuperacion de una fracciébn de una solucion de cultivo en la que las plaquetas liberadas de las células
megacariociticas son abundantes y mediante la eliminacion de los componentes de los glébulos distintos a las
plaquetas, tales como células megacariociticas, por medio de la utilizacién de un filtro de eliminacion de leucocitos
(p. €j., comercializado por Terumo Corporation, Asahi Kasei Medical Co., Ltd., etc.), entre otros. En la preparacion de
un producto sanguineo, el producto sanguineo puede comprender otros componentes que contribuyen a la
estabilizacion de plaquetas o células eritroides. Para tales componentes que contribuyen a la estabilizacion, puede
seleccionarse un método conocido por un experto en la materia.

Con mayor detalle, las plaquetas obtenidas pueden formularse por medio del método siguiente, por ejemplo.

Se prepara una solucion ACD-A y PFC (plasma fresco congelado, que se prepara a partir de sangre total obtenida
de donaciones de sangre y comprende todos los componentes diferentes de los componentes sanguineos, tal como
albumina y un factor de coagulacién) a una proporciéon de 1:10, y se conservan con agitacion a entre 20 y 24 °C
después de irradiacion entre 15 y 20 Gy. La solucion ACD-A se prepara mediante la mezcla de 22 g de citrato de
sodio, 8 g de acido citrico y 22 g de glucosa con agua para su inyeccion a una cantidad total de 1 L.

En caso de utilizar el método mencionado anteriormente, es deseable que una concentracion de plaquetas sea
aproximadamente de 1 x 10° plaquetas/ml, por ejemplo.

Asimismo, la adicién de GM6001 (inhibidor de metaloproteasa basado en acido hidroxamico de rango amplio)
(Calbiochem, La Jolla, California, EE. UU.) permite la prevencién de la inactivacién provocada por una escision de
una molécula funcional de plaqueta GPIb-V-IX o GPVI, que se produce durante la crioconservacion o la
conservacion a temperatura ambiente. Los presentes inventores han confirmado que puede evitarse la inactivacion
en plaquetas derivadas de células madre embrionarias de ratén por medio de este método. Para obtener mas
informacién sobre un mecanismo que es la base de esta inactivacion de plaquetas mediante la utilizacion de
plaquetas humanas, véase Bergmeier, W. et al., Cir Res 95: 677-683, 2004 y Gardiner, EE. et al., J Thrombosis and
Haemostasis, 5: 1530-1537, 2007.

Como material de un recipiente para contener un producto farmacéutico que comprende plaquetas, es preferible no
utilizar un material como el vidrio, que activa las plaquetas.

Asimismo, las células eritroides pueden formularse de la siguiente manera. Con mayor detalle, los eritrocitos
obtenidos pueden formularse por medio del método siguiente, por ejemplo.

Se afiade una solucién MAP (cuya composicion se describe a continuacion) a un concentrado de eritrocitos obtenido
mediante la concentracion de un sobrenadante del cultivo después de la centrifugacion y preparado y conservado a
entre 2 y 6 °C después de irradiaciéon de entre 15 y 50 Gy.

En caso de utilizar el método mencionado anteriormente, es deseable que una concentracion de eritrocitos sea
aproximadamente de 1 x 107 eritrocitos/ml, por ejemplo. Para los eritrocitos obtenidos, por ejemplo, puede utilizarse
una solucion de carga para la conservacion de eritrocitos (solucion MAP) preparada mediante la disolucion de D-
manitol (14,57 g), adenina (0,14 g), cristal de fosfato de dihidrégeno de sodio (0,94 g), citrato de sodio (1,50 g), acido
citrico (0,20 g), glucosa (7,21 g) y cloruro sédico (4,97 g) con agua para su inyeccion a una cantidad total de 1000
ml.

Un experto en la materia puede seleccionar facilmente cualquier otro método conocido que sea adecuado para la
formulacion de eritrocitos, segun proceda.

[En el presente documento, también se da a conocer una composicion congelada de glébulos de acuerdo con la
presente invencion. La composicion puede comprender tanto los glébulos como un medio de cultivo necesario para
conservar los glébulos, una soluciéon tampén y DMSO, glicerol, entre otros, para la proteccion de las células durante
la congelacion. La composicion puede comprender también cualquier otra sustancia normal necesaria para la
congelacién de las células. En caso de que se utilice un reactivo de congelacion de células disponible en el
mercado, la composiciéon puede comprender sustancias contenidas en el reactivo.

Las "células" descritas en la presente descripcion pueden proceder de humanos o de animales no humanos (p. €j.,
ratones, ratas, vacas, caballos, cerdos, ovejas, monos, perros, gatos, pajaros, etc.). Si bien la procedencia no se
limita en particular, se prefieren especialmente las células derivadas de humanos.

La presente invencién y las divulgaciones se describen con mayor detalle a modo de ejemplo a continuacién,
aunque no se predende que estos ejemplos limiten el alcance de la presente invencion.
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Ejemplos

Ejemplo de referencia 1. Comparacion del rendimiento de la produccion de megacariocitos a partir de células iPS
con cuatro factores y de células iPS con tres factores

Se compard la cantidad de células megacariociticas producidas a partir de células iPS (TkDA3-2, TkDA3-4 y TkDA3-
5) establecidas mediante la utilizacion de cuatro genes (OCT3/4, SOX2, KLF-4 c-MYC), células iPS (253G1
(suministradas por el Prof. Shinya Yamanaka, de la Universidad de Kyoto) y TkDN4-M) establecidas mediante la
utilizaciéon de los tres genes (OCT3/4, SOX2, KLF-4) distintos a c-MYC, y células madre embrionarias humanas
(KhES-3 (suministradas por el Prof. Norio Nakatsuji, de la Universidad de Kyoto)) (fig. 1). El dia 15 de cultivo de las
células iPS y las células madre embrionarias, se sembraron células progenitoras hematopoyéticas extraidas de una
estructura similar a una red en células alimentadoras y se cultivaron en IMDM al que se le afadi6 FBS en una
concentracién final de un 15 %, en presencia de TPO (100 ng/ml), SCF (50 ng/ml) y heparina (25 U/ml). Se cont6 a
lo largo de un periodo de tiempo la cantidad de células megacariociticas CD42b positivas inducidas posteriormente.
(fig.1). Como consecuencia, la cantidad de células megacariociticas aumenté en las tres lineas celulares de las
células iPS con cuatro factores (con c-MYC), en comparacion con las células iPS con tres factores (sin c-MYC) y las
células madre embrionarias humanas.

A continuacién, se analiz6 la activacién de la expresion de los genes (OCT3/4, SOX2, KLF-4, c-MYC), que se
introdujeron durante la produccion de las células iPS en células iPS no diferenciadas. El analisis mostré que la
expresion de todos los genes se suprimié mediante un mecanismo de silenciamiento (fig. 2A). Asimismo, en células
megacariociticas inducidas por diferenciacién el dia 25 de cultivo, se confirmé la reactivacion de la expresiéon de
cada transgén (fig. 2B).

Estos resultados sugieren una posibilidad de que la reactivacion de la expresién de cualquiera de los genes
introducidos durante la producciéon de las células iPS esté relacionada con el aumento de la cantidad de células
megacariociticas producidas. Por consiguiente, se analizo el gen causal relacionado con el aumento de la cantidad
de células megacariociticas. Por separado, se expres6 cada gen de forma forzada mediante un retrovirus en células
progenitoras hematopoyéticas derivadas de células madre embrionarias humanas (en las que no se introdujo de
forma exégena OCT3/4, SOX2, KLF-4 ni c-MYC, a diferencia de las células iPS) y se reconté la cantidad de células
megacariociticas CD42b positivas producidas. Como consecuencia, se demostré6 que la cantidad de células
megacariociticas CD42b positivas producidas aumenté aproximadamente 10 veces en caso de introducir c-MYC, en
comparacioén con la introduccion de los otros genes (fig. 3). Estos resultados indican que el rendimiento elevado de
induccion de megacariocitos a partir de las células iPS con cuatro factores puede deberse a la reactivacion de la
expresion del gen c-MYC.

También se confirmé que las células megacariociticas inducidas a partir de las células iPS con cuatro factores
mostraron un indice de supervivencia superior después de la congelacién-descongelacion que las células
megacariociticas inducidas a partir de las células madre embrionarias o las células iPS con tres factores. Con mayor
detalle, mientras que el indice de supervivencia después de la congelacion-descongelacion de las células
megacariociticas inducidas a partir de las células madre embrionarias humanas (KhES-3) y las células iPS humanas
con tres factores (TKDN4-M) era, respectivamente, de un 56,7 % y de un 54,5 %, es decir, simplemente
aproximadamente 1/2, el indice de supervivencia después de la congelacién-descongelacion de las células
megacariociticas inducidas a partir de las células iPS humanas con cuatro factores (TkDA3-4) era de un 81,0 %, y
alcanzaba aproximadamente 4/5. Esto indica que las células progenitoras megacariociticas en las que se produce la
reactivacion del oncogén, tal como el gen c-MYC, son mas adecuadas para la crioconservacién y se suministran
mas facilmente después de la descongelacion.

Se estudio la cantidad de plaquetas producidas de la misma manera que las células megacariociticas. El dia 15 de
cultivo de las células iPS y de las células madre embrionarias, se sembraron células progenitoras hematopoyéticas
extraidas de una estructura similar a una red y se recontd a lo largo de un periodo de tiempo la cantidad de
plaquetas inducidas posteriormente. Como consecuencia, se produjeron plaquetas de forma eficiente a partir de las
células iPS con cuatro factores, como en el caso de las células megacariociticas (fig. 4).

A continuacién, se llevd a cabo un experimento de transfusion de plaquetas producidas in vitro mediante la
utilizacién de la linea celular TkDA3-4, que tenia la capacidad de produccion de plaquetas mas elevada. Se
suministraron con antelacion ratones con deficiencia inmunitaria de un modelo con trombocitopenia mediante
irradiacion, y se transfundieron las plaquetas derivadas de células iPS a través de la vena caudal (fig. 5A). Se
observéd quimerismo de las plaquetas de aproximadamente un 20 % 30 minutos después de la transfusion. Incluso 2
horas después de la transfusion, se seguia observando quimerismo de las plaquetas de aproximadamente un 10 %.
Por lo tanto, se mostraron las mismas caracteristicas que las plaquetas frescas derivadas de la sangre periférica
humana (fig. 5B).

Asimismo, se analizé la capacidad de formacién de trombos de las plaquetas derivadas de células iPS humanas in
vivo mediante microscopia confocal secuencial.
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Las plaquetas derivadas de células iPS se tifieron con éster etilico de tetrametilrodamina (TMRE: pigmento rojo), se
mezclaron con hematoporfirina y se inyectaron a través de la vena caudal de ratones. Mediante la tincion de la
corriente sanguinea (distinta de los componentes celulares) con FITC-dextrano (verde), se descoloraron
componentes sanguineos en el vaso sanguineo, permitiendo que se reconocieran componentes de glébulos por su
forma y tamafo. Cuando la hematoporfirina reaccioné mediante laser y se provocé dafo endotelial vascular, las
plaquetas formaron una capa sélida y se adhirieron al endotelio dafiado o al punto de denudaciéon endotelial y se
indujo la formacién de trombos.

La arteria pequefia mesentérica de los ratones se irradié con laser de una longitud de onda de 488 nm a 30 mW.
Tras 13 segundos, las plaquetas derivadas de células iPS tefiidas de rojo se adhirieron al endotelio dafiado (el area
indicada como "derivada de iPS" por las flechas en la fig. 6). Tras 20 segundos, las plaquetas indujeron la formacion
de trombos en coordinacion con otras plaquetas derivadas del huésped (plaquetas de ratones), lo que produjo la
oclusién de vaso sanguineo. Por lo tanto, se demostré que las plaquetas derivadas de células iPS eran capaces de
la formacioén de trombos en corriente sanguinea in vivo.

Estos resultados demuestran que las plaquetas preparadas a partir de células iPS, que se establecen mediante la
introduccion de los cuatro genes, incluido el gen c-MYC, y en las que se reactiva el gen c-MYC poseen las mismas
caracteristicas fisioldgicas que las plaquetas derivadas de sangre periférica humana.

Como se desprende del analisis anterior, con el fin de inducir de forma eficiente las células megacariociticas y las
plaquetas a partir de células iPS, es importante inducir la expresién del gen c-MYC y mantener el efecto del producto
génico c-MYC en las células. Por consiguiente, se espera que una manera eficaz de inducir células megacariociticas
y plaquetas a partir de células iPS consista en la expresion del gen c-MYC en células progenitoras megacariociticas
mononucleares, que son células progenitoras megacariociticas no diferenciadas y también en la supresion de la
senescencia inducida por oncogenes (OIS) con el fin de mantener el efecto del producto génico c-MYC. Por este
motivo, el gen polycomb se expreso6 de forma simultanea con el gen c-MYC para la supresion de la OIS, y se analizd
su efecto.

Ejemplo de referencia 2. Rendimiento de la produccion de células megacariociticas maduras a partir de células
progenitoras megacariociticas que expresan el gen c-MYC y el gen BMI1

Como consecuencia de la comparacién del rendimiento de la produccion megacariocitica entre la linea celular iPS
establecida mediante la utilizacion de los cuatro genes y la linea celular iPS establecida mediante la utilizacion de los
tres genes, se descubrid que la reactivacion del gen c-MYC en las células progenitoras megacariociticas influia en la
cantidad de células megacariociticas maduras inducidas posteriormente. Por lo tanto, se analizé6 cémo influye la
expresion del gen c-MYC en células progenitoras megacariociticas derivadas de células madre embrionarias, que
son células madre pluripotentes en las que no se introduce el gen c-MYC, en la induccidon posterior de células
megacariociticas.

Se preparé una estructura similar a una red a partir de una linea de células madre embrionarias humanas (KhES-3)
en presencia de 20 ng/ml de VEGF. Se sembraron células progenitoras megacariociticas (previas a la
multinucleacion) extraidas de esta estructura similar a una red en células 10T1/2 a una concentracion de 1 x 10°
células/pocillo y, tras 0 horas, 12 horas y 24 horas a partir de la siembra, se infectaron con un vector retroviral
portador del gen c-MYC (SEQ ID NO: 1). Después de 36 horas, el medio de cultivo se cambié a un medio que no
contenia el retrovirus y se continué el cultivo. La introduccién de genes por medio del retrovirus se llevé a cabo
mediante infeccién por rotacién mediante la utilizacion de una placa de 6 pocillos a la que se afiadieron entre 2 y 3
ml de medio de cultivo, en condiciones de 900 rpm y 90 minutos. El cultivo se llevé a cabo mediante la utilizacién del
medio de cultivo en el que también se afiadieron 100 ng/ml de SCF, 40 ng/ml de TPO, 100 ng/ml de FL, 40 ng/ml de
VEGF y protamina a IMDM, al que se afiadié FBS en una concentracion final de un 15 % (fig. 7).

Como consecuencia del analisis FACS el dia 9 después de la infeccién retroviral, se observé que las células que
tienen CD41a y CD42b aumentaron predominantemente en las células en las que se introdujo c-MYC, en
comparacién con un vector control (fig. 8A). Asimismo, cuando se examinaron las células mediante un cytospin, se
observaron células multinucleadas en el control, mientras que en las células en las que se introdujo c-MYC se
observaron células mononucleares previas a la multinucleacién (fig. 8B). Estos resultados indican que la expresién
forzada de c-MYC hace que las células megacariociticas inmaduras mononucleares aumenten. Los resultados son
similares a los de ratones transgénicos en los que se expres6 c-MYC de manera especifica de megacariocitos
(véase Alexander et al., Deregulated expression of c-MYC in megakaryocytes of transgenic mice increases
megakaryopoiesis and decreases polyploidization, J. Biol. Chem., 1996 sep 20; 271 (38): 22976-82).

A continuacion, se analiz6 la capacidad de crecimiento celular en el estado expresado de c-MYC. Como
consecuencia, se observé que el crecimiento disminuy6é desde el dia 14 después de la infeccion (fig. 9). Este
fenébmeno es un mecanismo de evitacién de la cancerizacion de células de efectuar la detencion del ciclo celular, la
senescencia y la apoptosis en respuesta a una sefial de crecimiento anormal debido a la expresion excesiva de un
oncogén, tal como c-MYC, y se denomina senescencia inducida por oncogenes (OIS) (descrito anteriormente).
Habida cuenta de ello, en un intento de evitar la OIS, BMI1, que es uno de los genes polycomb para regular, de
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forma negativa, el gen Ink4a/Arf, que codifica los productos génicos supresores de tumores p16 y p19, se introdujo
en las células progenitoras megacariociticas. El gen c-MYC y el gen BMI1 (SEQ ID NO: 2) se introdujeron en las
células mediante el método de introduccion de gen retroviral mencionado anteriormente, después del cual se llevé a
cabo el analisis FACS. Como consecuencia, se obtuvo una colonia celular CD41a positiva/CD42b positiva (marcador
megacariocitico) de forma estable y con crecimiento exponencial con el tiempo después de la introduccion de genes
(fig. 10). Se confirm6 que, mientras que la cantidad de células CD41a positivas/CD42b positivas disminuy6
considerablemente el dia 20 después de la introduccion de genes en el caso de introducir solamente el gen c-MYC
en las células (resultado del analisis inferior en la fig. 10), la cantidad de células CD41a positivas/CD42b positivas
aumento dia tras dia en caso de introducir el gen c-MYC y el gen BMI1 (resultado del analisis superior en la fig. 10).
Esto demuestra que las células progenitoras megacariociticas sin poliploidizacion multiple en las que se introduce
tanto el gen c-MYC como el gen BMI1 como uno de los genes polycomb, se diferencian en células megacariociticas
al tiempo que conservan una capacidad de crecimiento elevada mediante la evitacion de la OIS. En la presente
memoria, con el fin de determinar las caracteristicas de las células megacariociticas obtenidas, se llevé a cabo el
anadlisis FACS sobre si CD9 y CD42a, que son otras moléculas funcionales especificas de megacariocitos, estan
presentes en las superficies celulares (véase la fig. 11A). Como consecuencia, pudo confirmarse la presencia de
CD9 y CD42b en la linea celular en la que se introdujo el gen c-MYC y el gen BMI1 (fig. 11B).

A continuacion, se analizdé la capacidad de crecimiento de las células que expresan c-MYC/BMI1. Las células
progenitoras megacariociticas sin poliploidizacion multiple en las que se introdujo el gen c-MYC y el gen BMI1, se
cultivaron en un medio de cultivo en el que se afiadieron también 100 ng/ml de SCF, 40 ng/ml de TPO, 100 ng/ml de
FL y 40 ng/ml de VEGF a IMDM al que se afiadi6 FBS en una concentracion final de un 15 %, y se recont6 la
cantidad de células durante un periodo de tiempo. Como consecuencia, se obtuvieron aproximadamente 4 x 107
células CD41a positivas el dia 49 después de la introduccién de genes (fig. 12). Ademas, cuando se observaron
plaquetas liberadas por las células progenitoras megacariociticas derivadas de las células de expresion de c-
MYC/BMI1 a través de un microscopio electronico, se pudieron confirmar estructuras microtubulares, sistemas
canaliculares abiertos y granulos de plaquetas caracteristicos de las plaquetas (fig. 13).

Ejemplo de referencia 3. Induccién de eritrocitos a partir de células progenitoras hematopoyéticas en las que se
introdujo el gen c-MYC a través de células progenitoras eritroides

A continuacién, se traté de alcanzar la produccion de eritrocitos a partir de células progenitoras eritroides obtenidas
de células progenitoras hematopoyéticas en las que se introdujo el gen c-MYC. De la misma manera que la
introduccion del gen c-MYC o el gen BMI1 descritos en la seccion anterior 2, se produjeron células de expresion de
c-MYC/HOXA2 (SEQ ID NO: 3) y células de expresion de c-MYC/BCLXL (SEQ ID NO: 4) y se llevo a cabo el analisis
FACS. Como consecuencia, se confirmé la presencia de una colonia celular CD71 positiva/GlyA positiva marcadora
de eritroides en las células de expresion de c-MYC/HOXAZ2 el dia 105 después de la introduccion de genes (vista
superior derecha en la fig. 14). Asimismo, también se confirm6 la presencia de una colonia celular GlyA positiva en
las células de expresion de c-MYC/BCLXL (vista inferior derecha en la fig. 14). Esto demuestra que las células
progenitoras hematopoyéticas en las que se introduce el gen c-MYC también pueden diferenciarse en eritrocitos
cambiando la combinacion de factores introducidos.

Ejemplo de referencia 4. Produccion de plaquetas funcionales mediante la utilizacion del sistema de induccién de
expresion de genes

Segun se desprende de lo anterior, una manera eficaz de preparar células megacariociticas y plaquetas de forma
eficiente en grandes cantidades consiste en aumentar la cantidad de células progenitoras megacariociticas. A tales
efectos, es necesario coexpresar el gen de la familia c-MYC y el gen polycomb de manera simultdnea en células
progenitoras megacariociticas sin poliploidizacion multiple para, de esta manera, mejorar la capacidad de
crecimiento de las células progenitoras megacariociticas sin poliploidizaciéon multiple. Con el fin de facilitar la
maduracion de células megacariociticas (multinucleacion), sin embargo, es deseable regular, de manera supresora,
la expresion del gen de la familia c-MYC y el gen polycomb, en funcién de las circunstancias.

Habida cuenta de ello, las plaquetas se produjeron mediante la regulacién de manera inducible de la expresion del
gen c-MYC y el gen BMI1 mediante la utilizacién de un sistema pMX tet off, y se analizé la funcionalidad fisiologica
de las plaquetas.

Ejemplo de referencia 4-1. Confirmacién de la funcionalidad del vector de regulacion de genes

Se preparoé un vector todo en uno en el que se incorporé c-MYC-2A-BMI1 en un vector pMX tet off (suministrado por
el Prof. Hiroyuki Mano, de la Jichi Medical University) ("2A" es un péptido que tiene actividad propia de escision
derivado del virus de la fiebre aftosa, donde puede obtenerse una pluralidad de proteinas de manera eficiente a
partir de un unico promotor mediante el atrapamiento de esta secuencia entre una pluralidad de proteinas
(Hasegawa et al., 2007 Stem Cells)). El vector pMx tet off c-MYC 2A BMI1 induce la expresion del gen c-MYC y el
gen BMI1 en presencia de estradiol, y suprime la expresion del gen c-MYC y el gen BMI1 en presencia de
tetraciclina y en ausencia de estradiol.
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El vector pMx tet off ccMYC 2A BMI1 preparado se expresd en células 293GPG y el estado de regulacion de
expresion del gen c-MYC y el gen BMI1 se confirmé mediante FACS. En la figura 15, se muestran los resultados del
anadlisis FACS en el que se tifi6 la proteina c-MYC en las células con un anticuerpo de proteina anti-c-MYC vy, a
continuacion, se tifid con un anticuerpo secundario marcado con Alexa647. Segun se desprende del dibujo, en las
células 293GPG en las que se incorpor6 pMX tet off c-MYC 2A BMI1, el nivel de expresion del gen c-MYC era
similar al de las células 293GPG de un control en presencia de tetraciclina (los graficos que se indican como 293gpg
y +tetraciclina en la fig. 15), pero se estimulé la expresion del gen c-MYC en presencia de estradiol (el grafico que se
indica como +B-estradiol en la fig. 15).

Estos resultados demuestran que la expresion del gen diana puede regularse mediante el vector pMx tet off c-MYC
2A BMI1 utilizado en la presente memoria.

Ejemplo de referencia 4-2. Produccién de linea celular megacariocitica mediante vector de regulacion de genes

El vector de regulacion de genes que se describe en la seccién anterior 4-1 se utilizd para expresar el gen c-MYC y
el gen BMI1 en células progenitoras megacariociticas derivadas de una linea de células madre embrionarias
humanas (KhES-3), y se analiz6 su capacidad de crecimiento y su capacidad de diferenciacion.

El analisis se llevé a cabo en células en las que solo se introdujo un vector (fig. 16A(a)), una linea celular en la que
se expresaron de manera forzada, por separado, pMX c-MYC y Dsam BMI1 (fig. 16A(b)), una linea celular en la que
se expresaron, por separado, pMX tet off c-MYC y pMX tet off BMI1 (fig. 16A(c)), una linea celular en la que se
expres6 pMX tet off c-MYC 2A BMI1 (fig. 16A(d)) y una linea celular en la que se expres6é pMX tet off BMI1 2A c-
MYC (fig. 16A(e)). En la presente memoria, (d) y () son constructos que difieren en el orden de disposicion del gen
c-MYC y el gen BMI1 con la secuencia 2A en medio.

En la figura 16A, se muestran curvas de crecimiento de la célula CD41a+ para estas lineas celulares. Cada linea
celular se tifid con un anticuerpo anti-CD41a y un anticuerpo anti-CD42b como marcadores megacariociticos, y se
analizaron mediante la utilizacion de un citémetro de flujo. La linea celular generada mediante la utilizacion de pMX
tet off c-MYC 2A BMI1 (en la fig. 16A(d)) se muestra el mismo fenotipo que la linea celular que expresa, de forma
forzada, pMX c-MYC y Dsam BMI1 por separado (fig. 16A(b)), donde la mayoria de las poblaciones celulares
expresaron el marcador megacariocitico (panel superior de la fig. 16B). Asimismo, la linea celular generada
mediante la utilizacion de pMX tet off c-MYC 2A BMI1 (la fig. 16A(d)) presentd una capacidad de crecimiento
superior que la linea celular en la que se introdujo, por separado, pMX tet off c-MYC y pMX tet off BMI1 (fig. 16A(c))
y la linea celular generada mediante la utilizacién de pMX tet off BMI1 2A c-MYC (fig. 16A(e)).

Cuando se tifid con un anticuerpo antiglicoforina-a y un anticuerpo anti-CD41a, una poblacion de células
CD41a+/Gly-a+ del marcador comun de megacariocitos/eritoblastos estaba presente en la linea celular de expresién
forzada de pMX ¢c-MYC y Dsam BMI1 por separado (panel inferior de la fig. 16B, izquierda), mientras que Gly-a
desapareci6 en la linea celular generada mediante la utilizacion de pMX tet off c-MYC 2A BMI1 (panel inferior de la
fig. 16B, derecha). Esto indica que la linea celular generada mediante la utilizacion de pMX tet off c-MYC 2A BMI1 es
una linea celular mas diferenciada en megacariocitos que la linea celular de expresion forzada de pMX c-MYC y
Dsam BMI1, por separado.

Ejemplo de referencia 4-3. Sobre la multinucleacion de megacariocitos

Se examiné el grado de multinucleacién de la linea celular de expresion forzada del gen c-MYC y el gen BMI1 por
medio del vector pMx tet off c-MYC 2A BMI1 en presencia de B-estradiol. Los megacariocitos derivados de humanos
normalmente se multinuclearon a aproximadamente 32 N (fig. 17A).

Por otro lado, la linea celular que expresaba de forma forzada el gen c-MYC y el gen BMI1 por medio del vector pMx
tet off c-MYC 2A BMI1 practicamente no se multinucled, siendo el grado de multinucleacion de entre 2N y 4N.

Ejemplo de referencia 4-4. Analisis funcional de plaquetas derivadas de la linea celular megacariocitica de expresion
del gen c-MYC y el gen BMI1

Los ensayos funcionales se realizaron en plaquetas derivadas de una linea celular megacariocitica de expresién del
gen c-MYC y el gen BMI1.

Plaquetas derivadas de sangre periférica humana de un control se unieron a fibrindbgeno en presencia de ADP
(difosfato de adenosina, factor intracelular para la activacion de plaquetas), y mostraron una capacidad de activacion
de integrina normal (sefial al revés) necesaria para una fase inicial de formaciéon de trombos (vista superior derecha
en la fig. 18). Mientras tanto, ni la linea celular pMX tet off c-MYC 2A BMI1 (en presencia de estradiol) ni la linea
celular de expresion forzada de pMX c-MYC y Dsam BMI1 se unieron a fibrinégeno incluso con la adicion de ADP
(vista media e inferior de la fig. 18). Por lo tanto, se revelé que las plaquetas que presentan funcionalidad normal no
se liberan cuando el gen c-MYC y el gen BMI1 siguen expresandose de forma forzada.
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A continuacién, para la linea celular que expresa de forma forzada el gen c-MYC y el gen BMI1 por medio del vector
pMx tet off c-MYC 2A BMI1, después de inactivar la expresion forzada en condiciones de +tetraciclina y -B-estradiol,
se analizé la capacidad de activaciéon de integrina de las plaquetas CD41a+/CD42b el dia 4 de cultivo mediante la
utilizacién de un citémetro de flujo (fig. 19). Como consecuencia, se descubrié que un anticuerpo PAC1 (anticuerpo
unido a integrina allbB3 activada) se uni6é en presencia de ADP, y mostr6é de esta manera capacidad de activacion
de integrina normal (sefal al revés) (fig. 19B estimulacion de ADP).

Estos resultados indican que, si bien las plaquetas producidas a partir de una linea celular megacariocitica que ha
crecido mediante la expresion forzada del gen c-MYC presentan un trastorno funcional, las plaguetas que presentan
funcionalidad normal pueden producirse mediante la inactivacion de la expresion forzada del gen c-MYC, entre otros,
en la linea celular megacariocitica.

La regulacion de la expresion del gen c-MYC y del gen BMI1 en las células progenitoras megacariociticas descritas
anteriormente también puede aplicarse al gen de la familia MYC, el gen BCLXL, y el gen HOXA2 utilizados para
establecer una linea de células progenitoras eritroides, de forma que se permite la induccion de eritrocitos maduros.

Se revelé que MYC y BMI1 provocan crecimiento celular en una fase de fracciones MEP, que son células
progenitoras comunes a las células megacariociticas y las células eritroides o en una fase de células progenitoras
megacariociticas mas diferenciadas que las fracciones MEP (fig. 20). Puesto que las células progenitoras
megacariociticas sin poliploidizacion miltiple en las que se introduce el gen c-MYC y el gen BMI1 pueden
crioconservarse, las células megacariociticas y las plaquetas pueden prepararse a partir de sfock congelado, en
funcién de las necesidades.

De la misma manera, una linea de células progenitoras eritroides producida mediante la introduccion del gen MYC y
del gen BCLXL u HOXAZ2 puede crioconservarse y descongelarse y prepararse en funcion de las necesidades.

Asimismo, mediante el aumento o descenso de la expresion del gen MYC y el gen BMI1 introducidos, las plaquetas
o células eritroides que mantienen bioactividad pueden prepararse en cantidad suficiente.

Aplicabilidad industrial

En la presente memoria, se da a conocer un método de amplificacion de células en una fase de diferenciacion para
producir células especificas mas diferenciadas. Mediante la aplicacion del método a, por ejemplo, globulos, las
células en una fase de diferenciacion deseada pueden suministrarse en una cantidad elevada. Por lo tanto, el
método especialmente constituye una contribucién considerable al desarrollo del tratamiento en el campo de la
medicina.

Los aspectos a titulo de ejemplo de las divulgaciones en el presente documento se describen en las siguientes
clausulas:

1. Un método para producir células especificas induciendo la diferenciacion de las células, en donde un oncogén
se expresa de manera forzada en las células en una etapa de diferenciacion deseada para amplificar las células
en la etapa de diferenciacién deseada.

2. El método para producir células especificas de acuerdo con la clausula 1, en donde la senescencia inducida
por oncogén que se induce mediante la expresion forzada del oncogén en las células en la etapa de
diferenciacion deseada se suprime.

3. El método para producir células especificas de acuerdo con la clausula 1 o 2, en donde la supresion de la
senescencia inducida por oncogén se logra mediante la expresiéon de un gen polycomb.

4. El método para producir células especificas de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 3, en donde las
células en la etapa de diferenciacion deseada son células inducidas por diferenciacion de células madre
embrionarias o células iPS.

5. El método para producir células especificas de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 4, en donde se
introduce un oncogén exdgeno o se introduce un oncogén y un gen polycomb en las células en la etapa de
diferenciacion deseada, y el oncogén introducido o el oncogén y el gen polycomb introducido se expresan de
manera forzada.

6. El método para producir células especificas de acuerdo con la clausula 5, en donde el oncogén exégemno o el
gen polycomb se introduce en las células progenitoras de las células en la etapa de diferenciacién deseada, y el
oncogén introducido o el oncogén y el gen polycomb introducidos se expresan de manera inducida y forzada.

7. El método para producir células especificas de acuerdo con la clausula 5 o 6, en donde el oncogén y/o el gen
polycomb estan unidos cada uno de manera operativa a un lado en direccién 3’ de un promotor inducible, y el
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oncogén unido o el oncogén y el gen polycomb se expresan de manera inducida y forzada.

8. El método para producir células especificas de acuerdo con cualquiera de las clausulas 5 a 7, en donde la
expresion del oncogén o la expresion del oncogén y del gen polycomb en las células en la etapa de
diferenciacion deseada se suprime para promover la diferenciacion de las células en la etapa de diferenciacion
deseada.

9. El método para producir células especificas de acuerdo con la clausula 8, en donde la supresion de la
expresion del oncogén o la expresion del oncogén y del gen polycomb se logra uniendo de forma operativa el
oncogén o el oncogén y el gen polycomb cada uno a un lado en sentido 3’ de un promotor supresor para suprimir
de este modo la expresion del oncogén o la expresion del oncogen y del gen polycomb.

10. El método para producir células especificas de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 9, en donde el
oncogén es un gen de la familia MYC.

11. El método para producir células especificas de acuerdo con cualquiera de las clausulas 3 a 10, en donde el
gen polycomb es BMI1.

12. El método para producir células especificas de acuerdo con cualquiera de las clausulas 6 a 11, en donde las
células progenitoras de las células en la etapa de diferenciacion deseada son células progenitoras
hematopoyéticas, las células en la etapa de diferenciacion deseada son células progenitoras megacariociticas
sin poliploidizacién mdltiple, y las células especificas son células megacariociticas maduras.

13. El método para producir células especificas de acuerdo con cualquiera de las clausulas 6 a 11, en donde las
células progenitoras de las células en la etapa de diferenciacion deseada son células progenitoras
megacariociticas sin poliploidizacién multiple, y las células especificas son plagquetas.

14. El método para producir células especificas de acuerdo con la clausula 12 o 13, en donde las células
progenitoras hematopoyéticas se localizan en la estructura similar a una red preparada de células madre
embrionarias o células iPS.

15. Una célula megacariocitica madura que es una célula especifica producida por el método de acuerdo con la
clausula 12 o 14.

16. Una plaqueta que es una célula especifica producida por el método de acuerdo con la clausula 13 o 14.
17. Un producto sanguineo que comprende, como principio activo, la plaqueta de acuerdo con la clausula 16.

18. Un kit para producir la célula megacariocitica madura de acuerdo con la cldusula 15 o la plaqueta de acuerdo
con la clausula 16.

19. Un glébulo en una etapa de diferenciacion deseada, en donde un oncogén se expresa de manera forzada.
20. El glébulo de acuerdo con la clausula 19, en donde el gen polycomb también se expresa de manera forzada.

21. El glébulo de acuerdo con la clausula 19 o 20, en donde el glébulo en la etapa de diferenciacion deseada es
una célula inducida por diferenciacion de una célula madre embrionaria o una célula iPS.

22. El glébulo de acuerdo con cualquiera de las cldusulas 19 a 21, en donde se introduce un oncogén exégeno o
se introduce un oncogén y un gen polycomb en el glébulo en la etapa de diferenciacion deseada, el oncogén
introducido o el oncogén y el gen polycomb introducidos se expresan de manera inducida y forzada.

23. El glébulo de acuerdo con la clausula 22, en donde el oncogén exdgeno o el gen polycomb se introduce en
una célula prognitora del glébulo en la etapa de diferenciacion deseada, y el oncogén introducido o el oncogén y
el gen polycomb introducidos se expresan de manera forzada.

24. El glébulo de acuerdo con la clausula 22 o 23, en donde el oncogén y/o el gen polycomb esta cada uno unido
de forma operativa a un lado en sentido 3’ de un promotor inducible, y el oncogén unido o el oncogén y el gen
polycomb unidos se expresan de manera inducida y forzada.

25. El glébulo de acuerdo con cualquiera de las clausulas 19 a 24, en donde el oncogén es un gen de la familia
MYC.

26. El glébulo de acuerdo con cualquiera de las clausulas 20 a 25, en donde el gen polycomb es BMI1.

27. El glébulo de acuerdo con cualquiera de las clausulas 23 a 26, en donde la célula progenitora del glébulo en
la etapa de diferenciacién deseada es una célula progenitora hematopoyética, y el glébulo en la etapa de
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diferenciacion deseada es una célula progenitora megacariocitica previa a la multinucleacion.
28. El glébulo de acuerdo con la clausula 27, en donde la célula progenitora hematopoyética se localiza en una
estructura similar a la red preparada de una célula madre embrionaria o una célula iPS.

29. Una composicion celular congelada que comprende el glébulo de acuerdo con cualquiera de las clausulas 19
a 28.

30. Un kit para producir la célula progenitora megacariocitica previa a la multinucleaciéon que es el glébulo de
acuerdo con la clausula 27 o 28.
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REIVINDICACIONES

1. Método para producir células eritroides que comprende: expresar de manera forzada un gen de la familia MYC y
uno del gen HOXA2 y el gen BCLXL en células progenitoras eritroides o células previas a la enucleacioén positivas en
glicoforina A, y amplificar las células mediante cultivo; y diferenciar las células amplificadas en las células eritroides.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde la etapa de diferenciacion se realiza cultivando las células amplificadas
tras suprimir la expresion forzada del gen de la familia MYC y uno del gen HOXA2 y del gen BCLXL o eliminar el gen
de la familia MYC y uno del gen HOXA2 y del gen BCLXL de las células amplificadas.

3. El método de la reivindicaciéon 1 que comprende adicionalmente crioconservar las células amplificadas tras la
etapa de amplificacién, en donde la etapa de diferenciacion se realiza después de que se descongelen las células
crioconservadas.

4. Un método para producir un producto sanguineo que comprende: producir células eritroides mediante el método
de la reivindicacion 1; y mezclar las células eritroides con otros componentes para obtener el producto sanguineo.

5. Una poblacién de células que comprende células progenitoras eritroides o células previas a la enucleacién
positivas en glicoforina A en las que se introducen el gen de la familia MYC y uno del gen HOXA2 y el gen BCLXL,
en donde las células comprenden un vector para introducir el gen de la familia MYC y uno del gen HOXA2 y el gen
BCLXL.

6. Una composicion celular congelada que comprende la poblacién de células de la reivindicacién 5.
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