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ES 2274 547 T3

DESCRIPCION

Diferenciacién adipogenética de células madre mesenquimatosas humanas.

Esta solicitud es una continuacién parcial del documento US con nimero de serie 08/700.753, presentado el 30 de
julio de 1996 (en tramite).

Esta invencidn se refiere a adipocitos, y mds particularmente a producir adipocitos a partir de células madre me-
senquimatosas humanas.

El tejido adiposo proporciona una reserva para almacenamiento de energia para el cuerpo en forma de triglicéri-
dos, y este tejido puede liberar dcidos grasos libres cuando la ingesta calérica disminuye por debajo de las necesidades
metabdlicas. En respuesta a una ingesta alimenticia aumentada, el cuerpo normalmente aumentard automaticamente
el consumo de energia mediante actividad para mantener un equilibrio energético. La energia también se puede liberar
como calor. El tejido adiposo estd intimamente involucrado en el mantenimiento de la temperatura corporal por el
tejido adiposo marrén y el almacenamiento de energia por el tejido adiposo blanco. Hay vias normales de regulacién
de la energia que equilibran la ingesta alimenticia con la actividad metabdlica mediadas en gran parte por el hipotd-
lamo. Actualmente es evidente que los adipocitos desempefian un papel activo en este proceso, y que probablemente
producen moléculas que sirven para retroalimentar y efectuar la regulacién del metabolismo de los triglicéridos.

Los dos tipos de tejido adiposo, marrén y blanco, desempefian papeles muy diferentes en el cuerpo. El adiposo
blanco se estructura para almacenar el exceso de ingesta caldrica, mientras que el tejido adiposo marrén usa un sistema
unico para desviar el exceso de calorias y usarlas para generar calor corporal. El calor se genera en la mitocondria del
adiposo marrdn, donde se utiliza la oxidacion del sustrato para crear un gradiente de iones hidrégeno que después se
colapsa de forma regulada generando calor en vez de ATP. Se ha demostrado que los animales transgénicos que carecen
de adiposo marrén mantienen un metabolismo eficaz, son obesos y contindan comiendo en exceso (Lowell et al, 1993).
Otros estudios con roedores también han demostrado un vinculo entre obesidad, comida en exceso continuada y una
sensibilidad al frio, sugiriendo una conexién con el sistema nervioso simpético (Friedman y Leibel, 1992).

El desequilibrio del metabolismo energético en el cuerpo conduce a varios estados de enfermedad, los mds no-
tables, obesidad y diabetes inducida por obesidad, y éstas se pueden describir como disfunciones de los tejidos de
almacenamiento de energfa. En 1950 (Ingalls et al., 1950) se identific6 una mutacion en ratones que conduce a obesi-
dad, y el gen se identificé recientemente por clonacién posicional. El producto del gen ob es una proteina de 16.000
pm llamada leptina o proteina OB. La leptina solamente se produce por los adipocitos y es una hormona que regula
el hipotdlamo. Se ha identificado una mutacién en ratén que resulta en la finalizacion prematura de la traduccion de
ARNmMm, de tal manera que no se produce una proteina leptina funcional (Zhang ez al. 1994). El papel de la leptina en
la regulacion del metabolismo lipidico es un drea de intensa investigacion. Investigaciones recientemente publicadas
incluyen estudios de elementos promotores secuencia arriba encontrados adyacentes al gen ob que se ha demostrado
que se unen a C/EBP (o CCAAT/proteina de unién potenciadora) (Yeh et al, 1995 y Hwang et al., 1996). Tener un
sistema experimental modelo para la adipogénesis in vitro de células humanas proporcionaria descubrimientos en este
drea.

Recientemente se ha informado de que la leptina puede servir como una hormona que regula la fertilidad, y que
puede ser el vinculo entre el peso corporal apropiado y la fisiologia reproductiva (Chehab et al. 1996). Las mujeres
de peso insuficiente y las mujeres con sobrepeso tienen dificultades para concebir, y esto probablemente se asocia
con el desequilibrio hormonal en el cuerpo de estos individuos. La conexién entre peso corporal, fertilidad y la lep-
tina producida por los adipocitos se ha sospechado, y ahora ensayado en ratones. Cuando a los ratones obesos, que
normalmente no producen descendencia si no se transplantan los ovarios a hembras sustitutas, se les inyect6 leptina,
disminuy6 espectacularmente su peso corporal y fueron capaces de parir sus propias camadas (Chehab et al, 1996).

Se demostrado que una diversidad de tipos celulares producen vesiculas que contienen lipidos en condiciones
de cultivo especificas. Por ejemplo, las células de ratén 3T3-L1 obtenidas de NIH 3T3, una linea celular de ratén
inmortalizada, se pueden hacer crecer y cultivar como una célula fibroblastica. Sin embargo, después de la exposicién
a dexametasona y a metil-isobutilxantina, las células experimentan diferenciacién que resulta en la produccién de
vacuolas intracelulares que contienen lipidos (Spiegelman y Green, 1981). Se demostrado que las células estromales
de medula de rata experimentan diferenciacion osteogénica y adipogénica cuando se cultivan con suero fetal de ternero
y dexametasona, pero el tipo celular predominante varia dependiendo de las condiciones (Beresford et al., 1992).
Especificamente, cuando el andlogo de esteroide dexametasona se presentaba durante todo el transcurso del cultivo,
se favoreci6 la osteogénesis; pero cuando la dexametasona solamente se presentaba durante el cultivo secundario,
predominaba la via adipogénica, como se evidencié por marcadores especificos de linaje y observacion citolégica. Las
células CH3 10T1/2 obtenidas de ratén son una linea celular multipotencial que, cuando se tratan con 5-azacitidina,
experimentan diferenciacion final a adipocitos, miocitos y condrocitos. La 5-azacitidina produce la inhibicién de la
metilacién del ADN vy, por tanto, produce la activacién de unos cuantos genes responsables de la produccién de estos
linajes (Konieczny y Emerson, 1984).

De acuerdo con la presente invencién, se proporciona una composicion de acuerdo con la reivindicacién 1 y el
método de acuerdo con la reivindicacion 4 para inducir a células madre mesenquimatosas humanas a diferenciarse de
manera preferente al linaje adipogénico, es decir, a diferenciarse a adipocitos.
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El solicitante ha observado que las células madre mesenquimatosas, y en particular las células madre mesenquima-
tosas humanas (hMSC), se pueden dirigir para diferenciarse a adipocitos tratando las células madre mesenquimatosas
humanas con (i) un glucocorticoide y (ii) un compuesto que eleva los niveles de AMPc intracelulares regulando po-
sitivamente la producciéon de AMPc o inhibiendo la degradacién de AMPc; en particular un compuesto que inhibe
compuestos que degradan AMPc.

De acuerdo con la invencion, las células madre mesenquimatosas humanas se tratan con una dexametasona y una
metil isobutilxantina que inhiben la actividad de un compuesto que degrada el AMPc; en particular un inhibidor de la
fosfodiesterasa. Las células se cultivan posteriormente en un medio que contiene insulina y suero fetal bovino.

Las células madre mesenquimatosas humanas, asi como su aislamiento y expansion, se han descrito en la Patente
de Estados Unidos N° 5.486.359. Como se conoce en la técnica, las células madre mesenquimatosas humanas son
capaces de producir dos o mds diferentes tipos (linajes) de células mesenquimatosas o tejidos, y en particular tejido
conectivo. La presente invencién proporciona un método para generar adipocitos a partir de células madre mesenqui-
matosas humanas primarias (hMSC) de forma predecible y reproducible. La invencion es tnica porque implica células
humanas en cultivos primarios y sometidos a pases en vez de lineas celulares transformadas o inmortalizadas que se
predeterminan para seguir la via adipogénica. Las hMSC son capaces de entrar en miiltiples linajes incluyendo los li-
najes osteociticos, condrociticos, miociticos, tendonociticos y estromogénicos, y la presente invencién proporciona un
método y una composicion para inducir a las hMSC a diferenciarse a adipocitos. En un aspecto preferido, de acuerdo
con la presente invencion, se induce las hMSC a diferenciarse esencialmente solamente a adipocitos, es decir, no hay
produccién o elaboracién esencial de células de otros linajes mesenquimatosos. El método también se puede usar para
generar adipocitos de MSC de otras especies tales como conejo, perro, rata y raton.

La invencién también proporciona métodos para purificar los adipocitos para obtener una poblacién altamente
purificada.

El método de la invencién para la diferenciacion in vitro de células madre mesenquimatosas humanas, preferible-
mente obtenidas de médula 6sea, a células adipoblésticas o adipociticas, es util para los investigadores que desean
estudiar este programa de desarrollo en células humanas in vitro. También resultard un mejor entendimiento de las
enfermedades del metabolismo energético, incluyendo obesidad y diabetes relacionada con la obesidad, por los estu-
dios de la diferenciacion de las células madre mesenquimatosas a adipocitos. Mientras que se ha sospechado durante
mucho tiempo una base celular y bioquimica de la obesidad, los avances han sido lentos debido a una carencia de
sistemas modelo con herramientas bioquimicas y moleculares para el estudio. Los adelantos espectaculares recientes
en la base molecular de la adipogénesis han abierto nuevos caminos hacia la comprension de esta via de diferenciacién
de células mesenquimatosas, aunque se ha carecido de un sistema modelo humano tal como el que se describe en este
documento. El método también tendrd utilidad en el aislamiento y preparacioén de adipocitos para el implante en un
paciente con el propdsito de aumentar el tejido después de una cirugia traumadtica o estética.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A-1B muestran que, cuando se tratan MSC humanas de acuerdo con la invencidn, experimentan
diferenciacion al linaje adipogénico. La Figura 1A muestra hMSC (4x) cultivadas en medio hMSC normal durante
el mismo periodo de tiempo que en la Figura 1B. No hay evidencia de vacuolas que contienen lipidos, y las células
mantienen la apariencia de fibroblastos con densidad elevada. En la Figura 1B hay hMSC que se permiten confluir y
que después se mantienen en un medio normal durante 10 dias antes de afadir el medio de Induccién Adipogénico
(que contiene metilisobutilxantina y dexametasona) durante 48 h, y después se cambian al medio de mantenimiento
de adipocitos que contiene insulina durante 2 semanas adicionales. Las vacuolas lipidicas son evidentes por primera
vez aproximadamente a los 5-7 dias, pero con el tiempo aumentan en tamafo y abundancia.

La Figura 2A muestra un cultivo control similar al de la Figura 1A con un aumento mayor (20X). La Figura 2B
muestra un cultivo de hMSC confluente que se ha sometido a medio de Induccién Adipogénico durante 48 horas y que
después se ha mantenido en el medio de Mantenimiento Adipogénico durante 14 dias. En una gran proporcién de las
células es evidente la gran cantidad de vacuolas que contienen lipidos de los adipocitos.

La Figura 3 muestra los resultados de cultivar hMSC en una diversidad de condiciones, de las cuales solamente
una muestra un alto grado de diferenciacién adipogénica. Todas las fotografias presentan un aumento de 10X. La
Figura 3A muestra un cultivo de hMSC aislado mantenido en un medio de cultivo hMSC normal. Las células crecen
con una morfologia fibroblastica. La Figura 3B muestra un cultivo similar que se ha tratado con medio de Induccién
Adipogénico durante 48 horas, y después con medio de Mantenimiento Adipogénico durante 14 dias adicionales con
cambios de medio cada 3 dias. Las células adipogénicas, tal vez hasta un 30-35% de las células, son evidentes ya que
contienen las grandes vacuolas lipidicas refringentes. La Figura 3C muestra un cultivo de hMSC que se mantuvo en el
medio de Mantenimiento Adipogénico durante 14 dias, pero que nunca se someti6 al tratamiento dexametasona/metil
isobutilxantina. Las células mantienen una apariencia morfolégica plana sin vacuolas evidentes. La Figura 3D muestra
un cultivo de hMSC que se traté con un medio hMSC normal que contenia 1 uM de dexametasona durante 48 horas, y
que después se cultivé durante 14 dias en el medio de Mantenimiento Adipogénico. Las células estdn desorganizadas,
pero muestran muy pocas o ninguna vacuola lipidica. La Figura 3E muestra un cultivo de hMSC que se trat con
medio hMSC normal que contenia 0,5 m de metilisobutilxantina durante 48 horas y después se mantuvo durante 14
dias en el medio de Mantenimiento Adipogénico. Las células mantienen un fenotipo fibroblastico plano. La Figura 3F
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muestra un cultivo de hMSC que se trat6 con un medio que induce las células a diferenciarse por una via osteogénica.
Este medio contiene dexametasona 0,1 pM, fosfato de S-glicerol 10 mM y 2-fosfato de dcido ascérbico 50 uM. Es
evidente la presencia de material osteoide refringente, pero no grandes vacuolas lipidicas.

La Figura 4A muestra un cultivo de hMSC sometido al medio de Induccién Adipogénico durante 48 horas y
cultivado después durante 14 dias en el medio de Mantenimiento Adipogénico. Las grandes vacuolas lipidicas son
evidentes en esta imagen de campo brillante. Los lipidos también se pueden poner de manifiesto usando un colorante
liposoluble fluorescente, tal como Rojo Nilo, y visualizdndolo por iluminacién epifluorescente como se muestra en
la Figura 4B. Por tanto, las células adipogénicas también se pueden identificar usando colorantes vitales y tinciones
histolégicas que marquen las vacuolas lipidicas.

La Figura 5SA muestra hMSC en cultivo que no se han tratado con medio de Induccién Adipogénico, pero que se
han cultivado, fijado y tefiido al mismo tiempo que los cultivos adipogénicos mostrados en 5B y 5C.

La Figura 5B muestra hMSC que se trataron una vez durante 48 horas con medio de Induccién Adipogénico, y
que después se cultivaron durante tres semanas adicionales en medio de Mantenimiento Adipogénico, y que después
se fijaron en formalina tamponada neutra y se tifieron con Rojo Aceite O, un colorante liposoluble que se acumula en
las gotas de grasa.

La Figura 5C muestra una placa de hMSC que se volvi6 a tratar con medio de Induccién Adipogénico nuevo
durante un segundo y un tercer periodo de 48 horas para inducir a mds hMSC a transformarse en adipogénicas.
Hasta un 30-40% de las células se habian convertido en adipocitos por los tres tratamientos de induccién cuando se
observaron dos semanas después del tercer tratamiento. Los paneles SA-5C se tifieron todos con Rojo Aceite O.

En la Figura 5D, el factor de transcripcion CAAT/proteina de unién potenciadora (o C/EBP’«) se expresa a niveles
elevados en las hMSC adipogénicas, como se ve en esta transferencia de western, usando un anticuerpo especifico
para la isoforma ’« de 34 kd de C/EBP.

En la Figura 5E, la proteina de unién de dcidos grasos aP2 muestra elevados niveles de expresién en las hMSC
adipogénicas, como se muestra en esta transferencia de western, usando un anticuerpo especifico para la forma de P2
especifica de adipocitos de 14 kd.

La Figura 6A muestra las hMSC adipogénicas aisladas que se unen a la superficie superior. La poblacion se
compone de mds del 99% de células adipogénicas, como se evidencia por las gotitas lipidicas en cada célula.

La Figura 6B muestra las hMSC no adipogénicas que se asientan sobre la superficie inferior del matraz. En la su-
perficie inferior se presentan muy pocas células que contienen gotitas lipidicas. Estas células no adipogénicas podrian
tratarse con tripsina/EDTA y volverse a sembrar en otra placa y demostrar que mantienen el potencial adipogénico
(datos no mostrados), indicando que se mantienen como células madre mesenquimatosas, capaces de progresioén de
linaje.

La Figura 7 muestra un ejemplo de hMSC que han crecido en una matriz de gel de coldgeno estabilizado y que
después se han inducido a diferenciarse a adipocitos. Las células se han tefiido con colorante Rojo Nilo fluorescente
que se acumula en las vacuolas lipidicas, que se visualizan mediante iluminacidn ultravioleta. Solamente se visualizan
los depésitos lipidicos en las células, y muchos de los adipocitos estdn fuera del plano del enfoque de la matriz
tridimensional.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

Como se ha indicado anteriormente, un aspecto de la invencidn proporciona una composicion de acuerdo con la
reivindicacion 1 que comprende una poblacidn aislada, homogénea de células madre mesenquimatosas humanas que
tienen el potencial de diferenciarse a células de mas de un tipo de tejido mesenquimatoso, y una sustancia que induce
las células de la poblacion de células madre mesenquimatosas a diferenciarse al linaje adipogénico.

De acuerdo con la invencidn, las células madre mesenquimatosas se inducen a diferenciarse al linaje adipogénico
mediante el uso de dexametasona y metil isobutilxantina, un compuesto que inhibe la degradacién del AMPc, en
particular un inhibidor de la fosfodiesterasa.

Los ejemplo preferidos de la sustancia que eleva los niveles intracelulares de AMPc o que son andlogos del AMPc
incluyen dibutiril-AMPc, 8-CPT-AMPc (8-(4)-clorofeniltio)-adenosina 3’, 5° monofosfato ciclico, 8-bromo AMPc,
dioctanoil-AMPc, Forskolin, etc.

La sustancia que inhibe la degradacién del AMPc inhibiendo la actividad de la fosfodiesterasa es metil isobutil-
xantina.

El compuesto que eleva los niveles de AMPc y dexametasona se usa en cantidades que son eficaces para inducir
a las hMSC a diferenciarse a adipocitos. El compuesto que regula el AMPc y la dexametasona se puede afiadir a las
hMSC de forma separada o mezclandolas entre si.
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En general, la dexametasona se usa en una concentracién de aproximadamente 0,1 a 10 micromolar, preferible-
mente de aproximadamente 0,5 a 2 micromolar.

La metil isobutilxantina, que inhibe la degradacién del AMPc, se emplea generalmente en una concentracion de
aproximadamente 0,1 a 10 milimolar, y preferiblemente de aproximadamente 0,2 a 2 milimolar.

Cuando se emplea un compuesto que regula positivamente la produccion de AMPc, tal compuesto se emplea
generalmente en una concentraciéon de aproximadamente 0,1 a 100 micromolar, preferiblemente de aproximadamente
0,5 a 10 micromolar.

Se debe entender que las cantidades anteriores son representativas y que el alcance de la invencién no se limita por
las mismas.

Aunque uno de los compuestos que se emplean para inducir a las hMSC a diferenciarse a adipocitos es uno que
regula el AMPc (uno que se conoce que regula positivamente la producciéon de AMPc o uno que evita la degradacién
del AMPc), el alcance de la invencién no se limita a ningtin mecanismo de accidn en particular. Por tanto, por ejemplo,
incluso aunque uno de los compuestos que se pueden usar en la presente invencidn es un inhibidor de la fosfodies-
terasa, que se conoce que inhibe la degradacién del AMPc inhibiendo la degradacién por fosfodiesterasa del AMPc,
la invencién no se limita a un mecanismo de accidn que es dependiente de que se evite la degradacion del AMPc.
Por tanto, por ejemplo, el inhibidor de la fosfodiesterasa puede ser eficaz para inducir la diferenciacién de hMSC a
adipocitos mediante un mecanismo de accién diferente que la inhibicion de la degradacion del AMPc.

Se pueden usar compuestos ademads de la (i) dexametasona y la (ii) metil isobutilxantina, un regulador de AMPc,
para inducir a las hMSC a diferenciarse a adipocitos. Por tanto, de acuerdo con la invencién, también se emplea
insulina junto con metil isobutilxantina y dexametasona.

En una realizacién preferida, se proporciona una composicién para inducir a las hMSC a diferenciarse a adipocitos
que comprende (i) dexametasona, (ii) un compuesto que regula el AMPc y metil isobutilxantina, un compuesto que
inhibe la degradacion del AMPc tal como un inhibidor de la fosfodiesterasa, (iii) insulina o un factor de crecimiento
parecido a la insulina y (iv) glucosa.

La adicién de los compuestos que se ha descrito anteriormente en este documento para inducir la diferenciacion de
hMSC a adipocitos de acuerdo con la invencién no requiere que todas las hMSC tratadas se induzcan a diferenciarse a
adipocitos. Por tanto, de acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se produce una composicién que comprende
células madre mesenquimatosas humanas y adipocitos que se basa en los dos componentes. Los adipocitos se presentan
en una cantidad de al menos 5% en peso y preferiblemente al menos 15% en peso. La cantidad de adipocitos puede
llegar hasta 50% en peso o mas, basdndose en los dos componentes.

De acuerdo con una realizacién preferida, la composicidon que se genera estd esencialmente libre de células elabo-
radas del linaje mesenquimatoso diferentes de los adipocitos. En una realizacién particularmente preferida, hay menos
de un uno por ciento de células elaboradas del linaje mesenquimatoso diferentes de los adipocitos, y més preferible-
mente, menos del 0,1% y mucho mas preferiblemente no hay células elaboradas del linaje mesenquimatoso diferentes
de los adipocitos.

Aunque el tratamiento de hMSC de acuerdo con la invencién produce una mezcla de adipocitos y hMSC indiferen-
ciadas, los adipocitos producidos se pueden recuperar de la mezcla para producir una poblacién aislada de adipocitos.
Los procedimientos representativos para recuperar adipocitos se describen en los ejemplos que forman parte de esta
solicitud.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, las hMSC se pueden tratar para inducir la diferenciacién a
adipocitos de manera que tal diferenciacion se efectta in vitro o in vivo.

Por tanto, por ejemplo, las hMSC se pueden mezclar como se ha descrito anteriormente en este documento con
compuestos que inducen la diferenciacién a hMSC, y la mezcla resultante se emplea in vivo para inducir la diferen-
ciacién a adipocitos in vivo. Por tanto, por ejemplo, la mezcla sin cultivar in vitro durante un periodo de tiempo para
inducir la diferenciacion in vitro se puede emplear en una matriz adecuada (por ejemplo del tipo que se describird en
este documento a continuacién) para inducir la diferenciacién de las hMSC a adipocitos in vivo.

Por tanto, de acuerdo con un aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicién que comprende
células madre mesenquimatosas humanas, dexametasona, metil isobutilxantina e insulina. Tal composicion se puede
emplear para producir adipocitos in vitro o se puede emplear para inducir la diferenciaciéon de hMSC in vivo.

La capacidad de generar grandes porcentajes de células adipogénicas de una poblacién de hMSC permitird tener
grandes cantidades de células para implantes o para estudios de investigacion. Se necesitarian menos hMSC como
material de inicio. Repitiendo mds veces la etapa de induccion adipogénica, debe ser posible inducir a la mayoria
de las hMSC a adipocitos. En el caso de que haya una mezcla de células, las hMSC adipogénicas se pueden aislar
facilmente por su densidad que les permite flotar. El aislamiento de una poblacién altamente enriquecida de adipocitos
a partir de hMSC cultivadas también permitird una caracterizacién detallada del fenotipo del adipocito.
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Los adipocitos se pueden usar con una diversidad de materiales para formar una composicion para propdsitos tales
como la cirugia de reconstruccidn. Las células se pueden combinar con una biomatriz para formar un material bidi-
mensional o tridimensional segtin se necesite. Los cirujanos usan rutinariamente almohadillas de grasa y tejidos grasos
de localizaciones lejanas para aumentar un drea del que se ha retirado tejido. Esto implica a menudo un procedimiento
separado con sus riesgos inherentes. Como alternativa, las hMSC se podrian aislar del paciente y hacer crecer en un
cultivo. Después, las hMSC se podrian mezclar con un material biocompatible tal como coldgeno, esponja de coldgeno,
alginato, material de 4cido polilactico, etc., para formar un compuesto. Después, el compuesto se trataria para inducir
la diferenciacion adipogénica de las MSC in vitro durante 1-3 semanas, después se implantaria como se necesita. Por
ejemplo, las MSC adipogénicas se podrian mezclar con un coldgeno solubilizado u otro biomaterial que después se
permite gelificar para formar un compuesto tridimensional que se podria usar para el aumento de pecho después de una
mastectomia. Tal compuesto se podria formar o esculpir con el tamafio y forma adecuados. Otro compuesto incluye
el cultivo de hMSC en la matriz acelular de piel que estd actualmente en el mercado tal como el producto de LifeCell
Corporation. En este formato, las células se cultivarian para poblar la matriz y entonces se produciria la diferenciacién
como se ha descrito. Después se podria cortar la matriz con las células adipogénicas por el cirujano para fijar el ta-
mafio de la reconstruccién. Como alternativa, las hMSC se podrian inducir para convertirse en adipocitos antes de su
introduccion en los materiales biocompatibles. Como otra alternativa, las hMSC, en combinacién con compuestos que
promocionan la diferenciacion a adipocitos, se podrian usar con una biomatriz como la descrita durante un periodo de
tiempo para inducir la diferenciacién, por lo cual la diferenciacién se induce in vivo en su totalidad o en parte.

De forma similar a su uso en cirugia reconstructiva, las hMSC adipogénicas seran de eleccion en cirugia estética
opcional de una forma muy parecida; para aumentar el tejido subyacente debajo de la piel con un compuesto de células
autélogas y material biocompatible.

La invencién ademads se describird con referencia a los siguientes ejemplos, sin embargo, el alcance de la invencién
no se limita por los mismos. A menos que se especifique de otra forma, los porcentajes y las partes descritas son en
peso.

Marcadores Bioquimicos de Adipocitos

En la bibliografia se han descrito varias moléculas que son marcadores especificos de adipocitos que serdn utiles
para caracterizar los adipocitos obtenidos de hMSC. Estos incluyen enzimas implicadas en la interconversiéon de
dcidos grasos a triglicéridos tal como la estearoil-CoA-desaturasa (SCDI) o el transportador de glucosa sensible a
insulina (GLUT4). El producto del gen ob, leptina, es un polipéptido de de peso molecular 16.000 que solamente
se expresa en células preadiposas o en tejido adiposo. Se ha demostrado que la expresion de la proteina de unién
potenciadora de CCAAT, C/EBP precede a la expresion de varios marcadores de diferenciacion adipogénica, y se
piensa que desempefia un papel clave en el desarrollo de adipocitos. Otro marcador es P2 adiposa 422 (422/aP2),
una protefna cuya expresion se potencia durante la diferenciacién de adipocitos (Cheneval, et al, 1991). Esta via de
diferenciacion se piensa que también implica al receptor y2 activado por proliferacion de peroxisomas (PPAR y2), que
estd implicado en la iniciacién de la transcripcién de los genes de adipocitos (Tontonoz, et al, 1994). Los estudios que
usan estos marcadores y los métodos descritos permitirdn un andlisis mas detallado de la progresién del linaje de la
células madre mesenquimatosas a la diferenciacién a adipocitos.

Colorantes liposolubles como marcadores de diferenciacion de adipocitos

Se dispone de colorantes liposolubles para teiiir vacuolas lipidicas en adipocitos. Estos incluyen Rojo Nilo, Azul
Nilo, Negro Sudan y Rojo Aceite O, entre otros. Cada uno de estos colorantes hidr6fobos tiene una propension a
acumularse en las vacuolas que contienen lipidos de los adipocitos en desarrollo, y pueden identificar focilmente las
células adipogénicas en poblaciones de MSC que se estan diferenciando. Al menos uno de estos colorantes se pueden
usar para aislar adipocitos de células no diferenciadas usando un separador celular activado por fluorescencia (FACS).
En la Figura 4 se muestra un ejemplo del uso del Rojo Nilo para identificar hMSC adipogénicas

Ejemplo 1
Generacion de Adipocitos de MSC Humanas

Las MSC humanas se afslan de la médula 6sea roja de donantes voluntarios, como se describe en el documento US
5.486.359.

Las células se hacen crecer hasta que las colonias estén bien establecidas, y en este punto las células se subcultivan
(1 a 3) o se pueden recoger para un ensayo de adipogénesis in vitro. Para el ensayo de adipogénesis, las hMSC se
subcultivan en placas para cultivo tisular de 35 mm con 100.000 células por placa y se alimentan con 2 mililitros de
Medio hMSC normal (Medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), Suero Fetal Bovino (FBS) seleccionado al
10% y una mezcla de antibidticos/antimicéticos (1X) (Life Technologies, Inc.)) y las células se mantienen a 37°C,
CO,; al 5% y 90% de humedad. Las células se vuelven a alimentar con el medio nuevo cada tercer dia y se permite
que se multipliquen y que confluyan. Las células se mantienen después de alcanzar la confluencia alimentandolas de
nuevo cada tercer dia, y este periodo de tiempo de cultivo después de la confluencia mejora la respuesta adipogénica
en la siguiente etapa 8 (al menos hasta 14 dias). La diferenciacion a adipocitos se inicia cambiando el medio a 2
ml de Medio de Induccién Adipogénico (DMEM con suero fetal bovino al 10% que contiene 10 pg/ml de insulina
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(recombinante humana, Boehringer Mannheim Corp.), metil isobutilxantina 0,5 mM (MIX) (Sigma Chemical Co.)).
Este medio se deja sobre las células durante 48 horas con las células mantenidas a 37°C, CO, al 5% y 90% de humedad,
y después se sustituye por Medio de Mantenimiento Adipogénico (DMEM que contiene FBS al 10% y 10 pg/ml de
insulina). El medio se cambia cada 3-4 dias. Las hMSC comienzan a mostrar pequefias vacuolas lipidicas a los 3-7
dias, y éstas aumentan y se hacen mds numerosas con el tiempo, hasta al menos 30 dias. Hay varias variaciones que se
han ensayado exitosamente.

Cuando se tratan hMSC como se ha descrito anteriormente, éstas experimentan diferenciacién hacia el linaje
adipogénico, como se muestra en la Figura 1. La Figura 1A muestra hMSC (4X) cultivadas en medio hMSC normal
durante el mismo periodo de tiempo que en la Figura 1B. No hay evidencia de vacuolas que contienen lipidos, y
las células mantienen la apariencia de fibroblastos con densidad elevada. En la Figura 1B hay hMSC que se han
permitido confluir, y que después se han mantenido durante 10 dias antes de afiadir el Medio de Induccién Adipogénico
durante 48 horas, y después se han cambiado al Medio de Mantenimiento Adipogénico durante 2 semanas adicionales.
Las vacuolas lipidicas son evidentes por primera vez aproximadamente a los 3-7 dias, pero aumentan en tamafio y
abundancia con el tiempo. La Figura 2A muestra un cultivo control similar al de la Figura 1A con un aumento mayor
(20X). La Figura 2B muestra un cultivo de hMSC confluente que se ha sometido a Medio de Induccién Adipogénico
durante 48 horas y después se ha mantenido en Medio de Mantenimiento Adipogénico durante 14 dias. La gran
cantidad de vacuolas que contienen lipidos de los adipocitos son evidentes en una gran proporcién de las células.

La Figura 3 muestra los resultados de cultivar hMSC en una diversidad de condiciones, de las cuales solamente
una muestra un alto grado de diferenciacion adipogénica. Todas las fotografias tienen un aumento de 10X. La Figura
3A muestra un cultivo de hMSC mantenido en medio de cultivo hMSC normal sin aditivos. Las células crecen con una
morfologia fibroblastica. La Figura 3B muestra un cultivo similar que se traté con Medio de Induccién Adipogénico
durante 48 horas y después con Medio de Mantenimiento Adipogénico durante 14 dias adicionales con cambios de
medio cada 3 dias. Las células adipogénicas, tal vez hasta el 30-35% de las células, son evidentes ya que contienen
las grandes vacuolas lipidicas refringentes. La Figura 3C muestra un cultivo de hMSC que se mantuvo en el Medio
de Mantenimiento Adipogénico durante 14 dias, pero que nunca se sometio al tratamiento de dexametasona/metil iso-
butilxantina. Las células mantienen una apariencia de morfologia plana sin vacuolas evidentes. La Figura 3D muestra
un cultivo de hMSC que se traté con medio hMSC normal que contenia 1M de dexametasona durante 48 horas y
después se cultivé durante 14 dias en el Medio de Mantenimiento Adipogénico. Las células estdn desorganizadas, pero
muestran unas pocas, o ninguna, vacuola lipidica. La Figura 3E muestra un cultivo de hMSC que se traté con hMSC
normal que contenia 0,5 ml de metil isobutilxantina durante el periodo de induccién y después se mantuvo durante 14
dias en el Medio de Mantenimiento Adipogénico. Las células mantienen un fenotipo fibroblastico plano. La Figura
3F muestra un cultivo de hMSC que se traté con un medio que induce las células por una via osteogénica. Este medio
contiene dexametasona 0,1 uM, fosfato de SB-glicerol 10 mM y 2-fosfato de acido ascérbico 50 uM. Es evidente la
presencia de material osteoide refringente, pero no grandes vacuolas lipidicas.

Las células adipogénicas también se pueden identificar usando colorantes vitales y tinciones histolégicas que
marquen las vacuolas lipidicas. La Figura 4A muestra un cultivo de hMSC sometido al tratamiento adipogénico y cul-
tivado durante 14 dias en el Medio de Mantenimiento Adipogénico. En esta imagen de campo brillante son evidentes
las grandes vacuolas lipidicas. Pero los lipidos también se pueden poner de manifiesto usando un colorante liposoluble
fluorescente tal como Rojo Nilo (Greenspan, et al. 1985) y se pueden observar por iluminacién epifluorescente como
se muestra en la Figura 4B.

Los resultados mostrados se han reproducido varias veces con hMSC obtenidas de diferentes donantes, y se des-
cribe informacion adicional sobre el método en este documento. Se han obtenido resultados similares con hMSC de
todos los individuos ensayados (4 o mds donantes). El porcentaje de células que se han convertido en adipocitos que
contienen lipidos varia dependiendo de los aspectos concretos del cultivo. Especificamente, aquellas células que se
permitié que confluyeran completamente y que se mantuvieron de este modo hasta 2 semanas antes de la induccién
adipocitica, mostraron un porcentaje mucho mayor de adipocitos a lo largo del tiempo que los cultivos que se induje-
ron antes de la confluencia o durante la confluencia. Hasta el 30-35% de las hMSC parecen adipogénicas 2 semanas
después de la induccion cuando se tratan como se describe en este documento, como se muestra en la Figura 1B. Las
hMSC se pueden cultivar en diversos tamafios de recipientes para cultivos con éxito similar, de forma que obtener
grandes cantidades de células no presenta ningin problema.

Ejemplo 2
Mejora de la Diferenciacion Adipogénica

Estos experimentos se realizaron para determinar si una poblacién de células madre mesenquimatosas humanas
que crecen en un cultivo se puede tratar para inducir diferenciacién adipogénica (que induce un porcentaje del 5-10%
de las células a convertirse en adipocitos), y después volver a tratarla posteriormente para inducir més de las hMSC
a diferenciarse. También se realizaron experimentos para examinar si es posible purificar una poblacién de células
adipogénicas inducidas del cultivo mezclado de hMSC y MSC adipogénicas que resulta del tratamiento con agentes
adipogénicos. Ambos conjuntos de experimentos fueron exitosos como se describe a continuacién y en las figuras
adjuntas.
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Las hMSC se indujeron al fenotipo adipogénico cultivandolas en el Medio de Induccion Adipogénico durante 48
horas como se ha descrito. Después se cambi6 el medio al Medio de Mantenimiento Adipogénico y las células se
cultivaron a 37°C en una atmdsfera de CO, al 5% durante 3 a 6 dias hasta que habia gotitas lipidicas perceptibles
dentro de las células. Aproximadamente el 5-10% de las células se transformaron en adipogénicas, como se ve en
la Figura 5. La Figura 5SA muestra hMSC en cultivo que no se trataron con ningin medio adipogénico, pero que se
cultivaron, fijaron y tifieron al mismo tiempo que los cultivos adipogénicos mostrados en 5B y 5C. La Figura 5B se
trat6 una vez con Medio de Induccién Adipogénico, y después se cultivd en Medio de Mantenimiento Adipogénico
durante tres semanas adicionales y después se fijé en formalina tamponada neutra y se tifi6 con Aceite Rojo O, un
colorante liposoluble que se acumula en las gotitas de grasa. También se volvié a tratar una placa de hMSC con Medio
de Induccién Adipogénico nuevo durante un segundo y un tercer periodo de 48 horas para inducir a mas hMSC a
convertirse en adipogénicas, como se muestra en la Figura 5C. Hasta el 30-40% de las células se habian convertido
en adipocitos por los tres tratamientos de induccién cuando se observaron dos semanas después del tercer tratamiento.
Los paneles SA-5C se tifieron todos con Rojo Aceite O.

Expresion de las proteinas adipogénicas en la diferenciacion de hMSC

Las hMSC expresan protefnas especificas de adipocitos después de la diferenciacién. En las Figuras 5D y SE,
10 g del total del lisado proteico se puso de manifiesto por SDS-PAGE, se transfiri6 a nitrocelulosa y se sond6 con
anticuerpos para C/EPBa o aP2. En la Figura 5D, el factor de transcripciéon CAAT/proteina de unién potenciadora
(o C/EPBa) se expresa a altos niveles en las hMSC adipogénicas, como se muestra en esta transferencia de western,
usando un anticuerpo especifico para la isoforma « de 34 kd de C/EBP. En la Figura 5A, la proteina de unién de acidos
grasos aP2 muestra elevados niveles de expresion en las hMSC adipogénicas, como se muestra en esta transferencia
western, usando un anticuerpo especifico para la forma de P2 especifica de adipocitos de 14 kd.

Expresion de genes adipogénicos en la diferenciacion de hMSC

La expresion de los factores de transcripcién que se conoce que estan implicados en la diferenciacién adipogénica
también indica que las hMSC se han transformado en adipocitos. Una clase de compuestos conocidos como prolife-
radores de peroxisomas, que incluyen algunos agentes hipolipidémicos usado clinicamente, pueden activar receptores
nucleares asociados con diferenciacién adipogénica. El receptor y2 activado por el proliferador de peroxisomas (o
PPARY?2), en particular, se ha demostrado que se asocia con adipogénesis. El andlisis de transferencia de ARN (trans-
ferencia Northern) se usé para identificar la elevada expresiéon de ARN de PPARy2 en hMSC que experimentaban
diferenciacion adipogénica. E1 ARN total se aisl6 de las hMSC control y de las hMSC adipogénicas, poniéndose de
manifiesto por electroforesis en gel desnaturalizante y se transfiri6 a nitrocelulosa y se sondé para la expresion de de
PPARy2 del cultivo de hMSC (carril 1, 10 ug) o de hMSC adipogénicas (carril 2, 10 ug; carril 3, 20 ug). Como se
muestra en la Figura SF, el ARNm de PPARy2 se detecta a 1,7 kb como se indica por la flecha, y su expresion se eleva
aproximadamente 5 veces en el ARN de las hMSC adipogénicas.

La elevada expresiéon de ARN para la lipoproteina lipasa, una enzima responsable de la hidrdlisis del nicleo de
los triglicéridos a monoacilglicerol y dcidos grasos libres, indica la diferenciacién adipogénica de hMSC, como se
muestra en la Figura 5G. Como en 5SF, se pusieron de manifiesto 10 ug del ARN total de las hMSC control (carril
1) o de las hMSC adipogénicas (carril 2) o 20 ug del ARN de hMSC adipogénicas mediante electroforesis en gel
desnaturalizante, se transfirié a nitrocelulosa y se sondd para la expresiéon de ARN LPL. El ARNm de LPL se observé
como dos bandas de 3,3 y 3,7 kb en los carriles 2 y 3 (las bandas en 3 estdn ligeramente desplazadas debido a la
elevada carga).

Ejemplo 3
Aislamiento de Adipocitos de hMSC

La generacion de adipocitos de células madre mesenquimatosas humanas en las condiciones que se han descrito
anteriormente produce grandes cantidades de adipocitos, tal vez hasta el 30-40% de las células presentes. Para los
usos que requieren una poblacién pura, los adipocitos se pueden aislar de las hMSC no adipogénicas mediante varios
métodos, como se enumeran a continuacion.

El Método uno para aislar hMSC adipogénico usa la centrifugacién en gradiente de densidad y saca partido de
la mayor capacidad de flotacién de las células adipogénicas que contienen lipidos. En este método, los cultivos que
contienen hMSC y adipocitos obtenidos de hMSC se tratan con tripsina al 0,05%/EDTA 0,53 mM para retirar las
células de la placa de cultivo, y las células se lavan afiadiendo 10 ml de medio hMSC normal y se centrifugan durante
10 minutos a 1000 rpm en la centrifuga GS-6R (Beckman Instruments, Inc.) a 20°C. Las células sedimentadas que
contienen adipocitos y hMSC se resuspenden en 2 ml del Medio de Mantenimiento Adipogénico y se colocan cuida-
dosamente sobre 8 ml de Percoll con una densidad de 1,045 g/ml. Los tubos se centrifugan a 2.200 rpm (1100 xg) en
una centrifuga Beckman GS-6R durante 20 minutos a 37°C. Los adipocitos se recuperan de los 2 ml superiores y en
la interfaz con el Percoll de densidad 1,045. (Las MSC no adipogénicas entran en el Percoll de densidad 1,045 y se
pueden recuperar del fondo del tubo). Los adipocitos recuperados se lavan por adicion de 10 ml del Medio de Man-
tenimiento Adipogénico y se centrifugan a 1000 rpm durante 10 min a 20°C en la centrifuga GS-6R. Los adipocitos
se vuelven a sembrar en placas con una densidad de 150.000 células por placa de 35 mm en Medio de Mantenimiento
Adipogénico y se devuelven al incubador.
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El Método dos para aislar htMSC adipogénicas usa la separacién de células activadas por fluorescencia (FACS). Las
hMSC que se diferencian a adipocitos en un cultivo se pueden aislar usando un colorante fluorescente liposoluble, tal
como Rojo Nilo (10-100 pg/ml) para tefiir los adipocitos que contienen vacuolas lipidicas. Después, el cultivo se trata
con tripsina/EDTA como anteriormente para liberar las células del recipiente de cultivo y para someter la poblacién
mezclada a la separacion de células activadas por fluorescencia (FACS). Los pardmetros de la maquina se ajustan para
seleccionar y recuperar células adipogénicas de la poblacidn, y éstas se pueden usar directamente o se pueden volver
a sembrar en placas y cultivarse en el incubador.

Como se describe a continuacion, el Método tres para aislar las células adipogénicas de una poblaciéon mezclada
es tratar las células con tripsina/EDTA y lavarlas como anteriormente. Después, las células se colocan en un matraz
de cultivo tisular y el matraz se llena con medio. El matraz se cierra firmemente y se voltea de forma que la superficie
tratada para la adhesion celular queda en la parte superior. Los adipocitos con capacidad de flotacion, que contienen
gotitas de lipidos, ascienden a la superficie y se unen a la superficie del matraz. Al dia siguiente se retira el medio y el
matraz se enjuaga con medio nuevo y el matraz se gira para tener el lado correcto hacia arriba. El matraz, ahora sola-
mente con suficiente medio para cubrir la capa de células, se devuelve al incubador para su posterior mantenimiento.

Las hMSC adipogénicas acumulan gotitas lipidicas que disminuyen la densidad de capacidad de flotacion de las
células. Después, las hMSC adipogénicas se aislan como se explica a continuacién. La placa de células que contiene
adipocitos y hMSC no adipogénicas de un cultivo que se ha tratado durante solamente un periodo de 48 h de induccién
y que después han crecido durante tres semanas, se traté con tripsina al 0,05% y EDTA 5 mM durante 3-5 minutos
para liberar las células de la placa. Después, las células se lavaron de la placa con 10 ml de medio nuevo y se colocaron
en un matraz de 25 cm?, y el matraz se llen6 hasta el borde con medio nuevo. El matraz se volte6 de forma que la
superficie de cultivo habitual estaba en la parte superior, y el matraz se colocé en el incubador de 37°C durante una
noche. Las células adipogénicas con mayor capacidad de flotacién ascendieron a la parte superior y se unieron a la
superficie, mientras que las hMSC no adipogénicas se asentaron sobre la superficie del fondo y se unieron a ella.
Durante los dias siguientes se tomaron fotografias de las células en cada superficie como se muestra en la Figura 6. La
Figura 6A muestra las hMSC adipogénicas que se han unido a la superficie superior. La poblacién se compone de mas
del 99% de células adipogénicas, como se evidencia por las gotitas lipidicas en cada célula. La Figura 6B muestra las
hMSC no adipogénicas que se asientan sobre la superficie inferior del matraz. Habia muy pocas células que contenian
gotitas lipidicas en la superficie inferior. Estas células no adipogénicas se podrian tratar con tripsina/EDTA y se volver
a sembrar en otra placa y demostrar que mantienen el potencial adipogénico (datos no mostrados), indicando que éstas
se mantienen como células madre mesenquimatosas, capaces de progresion de linaje.

Ejemplo 4
MSC Adipogénicas en Cirugia Reconstructiva

Los adipocitos se pueden usar con una diversidad de materiales para formar una composicién para propdsitos es-
pecificos tal como la cirugia reconstructiva. Las MSC se pueden combinar con una biomatriz para formar un material
bidimensional o tridimensional segiin se necesite. Los cirujanos usan rutinariamente almohadillas grasas y tejidos
grasos de localizaciones alejadas para aumentar un drea del que se ha retirado tejido. Esto a menudo implica un proce-
dimiento separado con sus riesgos inherentes. Como una alternativa, las hMSC se aislan del paciente y se hacen crecer
en un cultivo. Después, las hMSC se mezclan con material biocompatible tal como coldgeno, esponja de coldgeno,
alginato, material de 4cido poliléctico, etc., para formar un compuesto. Después, el compuesto se trata para inducir
la diferenciacién adipogénica de las MSC in vitro durante 1-3 semanas, entonces se implanta segtin se necesite. Por
ejemplo, las MSC adipogénicas se mezclan con coldgeno solubilizado o con otro biomaterial que después se permi-
te gelificar para formar un compuesto tridimensional que se podria usar para el aumento de pecho después de una
mastectomia. Tal compuesto se podria formar o esculpir con el tamafio y la forma adecuados. La Figura 7 muestra
un ejemplo de hMSC que han crecido en una matriz de gel de coldgeno estabilizado y que después se ha inducido
a diferenciarse a adipocitos. Las células se han tefiido con colorante fluorescente Rojo Nilo que se acumula en las
vacuolas lipidicas, que se visualizan mediante iluminacién ultravioleta. Solamente se ven los depdsitos lipidicos, y
muchos de los adipocitos estan fuera del plano del enfoque de la matriz tridimensional.

Otra composicion incluye el cultivo de hMSC en matrices de piel acelulares que estd actualmente en el mercado.
En este formato, las células se cultivan para poblar la matriz, y después se produce la diferenciacién como se ha
descrito. La matriz con las células adipogénicas se corta por el cirujano para fijar el tamafio de la reconstruccion.
Como alternativa, las hMSC se pueden inducir para convertirse en adipocitos antes de su introduccién en los materiales
biocompatibles. De forma similar a su uso en cirugia reconstructiva, las hMSC adipogénicas serdn de eleccion en
cirugia estética opcional de una forma muy parecida; para aumentar el tejido subyacente debajo del piel con un
compuesto de células autélogas y material biocompatible.

Ejemplo 5
Uso de hMSC Adipogénicas Como Una Fuente De Leptina Como Un Implante Para Infertilidad

El papel de la leptina en la obesidad también plantea cuestiones sobre su papel en las mujeres que tienen un
bajo contenido de grasa corporal y un ciclo menstrual irregular, y que a menudo no pueden quedarse embarazadas.

Recientes investigaciones sugieren que la leptina puede servir como un regulador metabdlico para sefializar cuando
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el cuerpo tiene suficientes reservas de grasa para soportar la concepcién y el desarrollo del feto (Chehab er al. 1996).
Hasta el grado de que las hMSC adipogénicas son una buena fuente de leptina, éstas se pueden usar como un implante
para la liberacién de leptina al cuerpo de tales mujeres. Tal implante puede tomar la forma de hMSC adipogénicas
encapsuladas o de una matriz que contiene hMSC adipogénicas que se puede implantar donde los productos secretados
tendrdn acceso al sistema circulatorio.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién que comprende células madre mesenquimatosas que se han aislado de un ser humano y que
tienen potencial para diferenciarse a células de mds de un tipo de tejido conectivo y una sustancia en una cantidad
eficaz para inducir que dichas células madre se diferencien al linaje adipogénico,

en la que la sustancia que induce que las células de la poblacién de células madre mesenquimatosas se diferencien
al linaje adipogénico comprende dexametasona, metil isobutilxantina e insulina.

2. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 1 para producir adipocitos, que comprende ademads células
madre mesenquimatosas humanas aisladas en una matriz biocompatible que soporta la diferenciacién y maduracién
de células madre mesenquimatosas humanas a adipocitos.

3. La composicion de la reivindicacion 2, en la que la matriz estd compuesta de coldgeno.

4. Un proceso para inducir que células madre mesenquimatosas humanas se diferencien a adipocitos, que com-
prende:

poner en contacto células madre mesenquimatosas humanas con una sustancia que comprende dexametasona, metil
isobutilxantina e insulina.

5. El proceso de la reivindicacién 4 que ademds comprende aislar los adipocitos de las hMSC restantes.

6. El proceso de la reivindicacion 4 en el que la dexametasona y la metil isobutilxantina estin mezcladas entre si.
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