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La presente invenzione concerne un nuovo netodo
per la produzicne 4i cellule staminali multipotenti
relativi kit e usi in campo medico.

La ricerca sulle cellule staminali multipotenti
e totipotenti (Conrad C, et al., 2008) apre nuove e
interessanti prospettive applicative di terapia cel-
lulare e ingegneria tessutale. Resta ancora da defi-

nire, perd, quale sorgente cellulare staminale sia

piu idonea a

popolazioni staminali embrionalil

{ES)} ha, recentemente, stimolato un crescente inte-
resse scientifico in campo medicale. Tali cellule,

ebbene caratterizzate da alta capacita replicativa,

pluripotenziaiita differenziativa ed espansione in

vitro a lungo termine, sono, perd, di limitato impie-

(1
[

go terapeutico perche sollevanc molti problemi eticl
{Kiatponogan §, et al., 2008).

Numerose evidenze sperimentali hanno messo in
luce che sono identificabili fonti alternative di

N -

all nell’individuo adulilteo; gueste, seb-

cellule
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bene dotate della capacita di differenziare solo in

itato numero di tipi cellulari, non comportano,

>, problematiche di tipo etico. Tra le sorgenti di
ceilule staminalil adulte, si ricordano il midollo os-
seo (Saulnier N, et al., 200%), l'epitelioc seminifero
della gonade maschile (Cyranoski D. et al., 20068) gli
epitell (Janes 3M, =at al., 2002}, sangue periferico,
sangue cordonale (Saulnier N et al., 2005) e tessuto
adiposo {Strew BM, et al., 2005).

Le cellule staminali adulte sono, perd, di dif-

ficile reperibilita, poiché numericamente limitate;

inoliye non possono assare coltivate in vitro a lungo

termine poiché, dopo alcune divisioni cellulari, ten-

dono a pevdere le caratteristiche di multipoten

ta.
Accanto a gueste sorgenti fisiolegiche di cellu-
ie staminali, negli wltiml anni se ne & agglunta

&

promettente, ottenibile per modifica-

un’ altrs

zione del programma genetico di cellule differenziate

o~
13

Santos, et al., 2002; A.J. Peter, et al., 2001;
R. Wolf, et al., 2001; J.C. Gutiervrez, et al., 2000;
T.H. Bestor, 2000; €. Stewart, et al., 1982; R.D.
Palmiter, et al., 1882; D. Biniszkiewicz, et al.,
2002; M.F. Chan, ef al., 2001; M. Okano, et al.,

1928) . I ricercatori Wilmut e Campbell (Shiels PG, et
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al., 18%2; Evestone WH, et al., 19%%) e successiva-

O
\.Il

Yanagimachl e collaboratori (Wakayama T, et
al., 2001) hanno stabiilito con chiarezza, utilizzando
modelli animali, c¢che 1l nucleo di cellule somatiche
del vubtto differenziate pud essere riprogrammato se

trasferitc nel citoplasma di una celiula uove. Non

sono stati ancora completamente delucidati i meccani-

e le molecole coinvolte in guesto processo di de-

zione e riprogrammazione del genoma della

cellula somatica. B’ perd chiaro che durante tale
processc la cromatina si decondensa, la struttura a
nucleosomi si destabilizza e le proteine regolatrici

sl dissociane dalla fibra di DNA influendo cosl

i¢ genica (T. Haaf, et al., 2000}.
Altre osservazioni sperimentali hanno messo in
luce che, nelle prime fasi delloc sviluppo embrionale,

-

si hanno a livello del genoma numercose modificazioni

rt

osina a

[N

epigenetiche 4di metilazione dei residui di ¢
seguito dslle guali si ha un cambiamento del fenotipo
ceglinlare e 11 “committement” della cellula versc una
specifica linea differenziativa (F. Santos, et al.,
2002; A.J. Peter, et al., 2001; R. Wolf, et al.,
2001; J.C. Gutierrez, et al., 2000; Jetsch A. et al.,
2006; Szyf M, et al., 198%; Keshhet I, et al., 1985}.

-

In tale ottica, si & sviluppata 1’idea di poter ri-
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programmare una guaiungue celiiula completamente dif-
ferenziata modificandse parzialmente o completamente
1o stato &1 metilazione del suo genoma, mediante

trattamento con fattori specifi, .

r & collabor

{(Taranger CK, et al.,
2005) hanno dimostrato infatcti che cellule epiteliali
293T posgsono de-differenziare fino ad esprimere
markey tipici dello stato embrionale dopo trattamento
di 1 ora con l’estratto di cellule NCCIT, isclate da
teratoma. L’'anailisi guantitativa di espressione geni-
ca & lo studio di microcarray esegulte sulle colonie
mantenute in coltura per 23 passagel hanno rivelato
che la transizione al fenotipo cellulare pluripctente
coinvolge una dinamica stimelazione di centinaia di
geni tipicl delle cellule NCCIT (tra 1 quali OCT4 {(O-

vitt CE, et al., 19%28), SOX2 (M.V. Zappone, et

v

2000), NANOG (XK. Mitsuil, et al., 2003)) e un calo di
espressione di geni caratterizzanti delle cellule
2937 oltre che di generici indicatori di differenzia-
mento, guali, ad esempio, laminine 4di tipo A.

Inoltre, da evidenze sperimentali & risultato
che un agente demetilante, la 5 Aza 2’ citidina (5-
AzaC), un analogo della citosina, pud causare una de-
metilazione estesa dei residul di S-metilcitosina (M.

Viahovic, et al., 1989} e ridurre 1l’attivita DNA me-
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tiltransferasica (Tsuji-Takayama K, et al., 2004;

Karpf AR, et al., 199%; U. Rapola, et 21., 2001; ¥X.

Cheng, 19%5; L.R. &ilverman, et al., 19983; Simonsson,

8., & Gurdon, 2004; Flasza, M., et al., 2003).

-

Nelle cellule embrionail, sonc statl identifi-

Eyestone WH, et al., 1%9%9; Wakavama T, et al., 2001).

enzima che mantiene lo stato 4di

Dnmtl & 11 pringd

S

metilazione durante 13 replicazione del DNA. La sua
inattivazione in modelli murini & risultata nella

perdita dell’ imprinting genomico e ha portato preco-

17 embrione. Dnmt3a,

Dnmt31, che catalizzano principalmente la metilazione
de novo, sono molto attivi nelle cellule staminall
embrionzli e ne promucveono il differenziamento in
vitro.

Weilizzata come efficace agente chemioterapico
nel trattamento di leucemie (Yang AS, et al., 2006),
la 5-AzaC si & rivelata un utile mezzo sperimentale
per lo studio della metilazione del DNA nel differen-
ziamento cellulare e nei wmeccanismi di attivazione
genica (J.5. Hexman, et al., 198%4; K. Yoshiura, et
al., 1%%5; Y.L. Ottaviano, Jet al., 19%4; C.M. Ben-

dex, et al., 1998). Per esempio, la 5-AzaC e risulta-
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del differenziamento in
senso wiogenico di celiule staminali multipotenti i-
solate da cordone ombelicale, midolleo osseo & tessuto
adiposo (Lin ¥, et al., 2006). Altri studi riportano

modulante sullo

U

anche dati relativi &lla sua attivit
sviluppe embrionale in ragione di effetti proliferc-
geni e differenziativi (Tsuji-Takayama K, et al.,
2004} . Inoltre, corpi embriocldi differenziati in
vitro e trattati per & ore con 5-AzaC (1 uM) hannc

ripristinato la modalita di crescita in colonia tipi-

ca delle cellule staminali & la sensibilita al fatto-
re 4i inibilzione della leuos {(LIF)

L'azicng demstilante della b5-Azacitidina, con
conseguente ripristino di muitipotenzialita celilula-
re, & stata awpliamente dimostrata e verificata anche
nelle piante, monocotiledoni (frumento} e dicotiledo-
ni {pomcdoro), in WO2005003344.

L’analisi morfoleogico/funzicnale e lo studio di
espressione genica hanno portato a2 concludere che la
5-AzaC reverte lo stato differenziato delle cellule
embrionall, organizzate in corpi embroidi, a guello
fenotipicamente attribuibile alle cellule staminalil
pluripotenti indifferenziate esprimenti marker tipicil
quali SSEA-1, fosfatasi alcalina, Oct4, Nanog & S0X2Z.

Altri e numerosi studi hanno riportato la riat-
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tivazione in cgliuvle somatiche mediante trattamento

con 5-AzaC di geni silenziati quali VHL, E-caderina,
recettore di estrogeno & plé. Anche 1 geni della fa-

STAT, che svolgono un importante ruoclo nel

mantenimento dello stato indifferenziato delle cellu-

)_,(

jui)

(ES) e della lcoro capacita di
itagione per trasduzione del segnales LIF,
sono prohabiimente target di agenti demetilanti.
Karpf e collaboratori (Karpf AR, et al., 1%99) hanno

ogsservato che 1 geni. 8TAT silenziati nelle cellule

tunorali del colon vengone riattivati per trattamento

‘roerferone alfa {(INF-O).

Sembrerebbe dungue che il trattamentoc con 57Aza

2 citidina possa avere effetto sulla proliferazione,
differenziamento o de-differenziamento di tipil cellu-
laxi diversi, appartenenti ad organismi animali o ve-

getali e a diverso gtadio d4di sviluppe (embrionale,

alla luce di gquanto sopra esposto risulta evi-
dente la necessita i potere disporre di un metodo
per la produzione di cellule staminali multipotenti a

partire da una fonte cellulare autolcoga inesauriblle,

di ‘arcile reperiiilitad e priva di alcuna problemati-

citd eziza. E’ altresl ausplicabile che il metedo sia
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facilmente contrcllablile, riproducibiile, e soprattu:

$orit

to che non conduca a trasformazione neoplastica delle

stesse ok

Gli autori della presente invenzione hanno ora
realizzato un metodo per la produzione di cellule
staminali multipotenti che soddisfa tutte le esigenze
precedentemente descritte e che consente di superare
tutti gli svantaggl dei metodi gia notli nello stato
deli’arte. Infattl glil autori hanno individuato van-
taggiocse fonti alternative di cellule somatiche alta-
mente differenziate da destinare alla medicina gene-
rativa, che o sottoposte ad un trattamente demetilan
te a concentrazioni opportune rappresenta una fonte
inssauribile di cellule staminali multipotenti auto-
loghe, facilmente reperibili. La riprogrammazione d4i
tale fonte di cellule sowmartiche rappresenta una im-
portante soluzione al problema della scarsita di do-
natorli 4i midollo ossec & non presenta alcuna proble-
maticita di natura etic

Forma pertanto oggetto della presente invenzione
un wetodo per la produzione di cellule staminali mul-
tipotenti a partire da cellule somatiche adulte 4di

mammifero altamente differenziate o loroe precursoril

comprendenze la fase 41 trattamento demetilante di

- I

dette celiule con 5’ Aza 2’ c¢itidina ad una concen-
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multipotente e/o la riduzione

\ - 3 ]

dei mavker di fase differenziativa

Secondo una forma preferita di realizzazione del
metodo secondo 1/ invenzione guando detto metodo viene
condotto a partire da precursori di cellule somatiche
adulte di mammifero comprende le seguenti fasi:

a) induzione del differenziamento 4i dettl precursori
in cellule mature mediante:

i) c¢oltura dei precurscori di dette cellule fino al

raggiungimento deila massima confluenza;

trattamento con fattori differenziantci;

b
FA

iii) colirura in terreno di mantenimento privo di a-
genti induttivi differenziativi fino a guando si ve-

rifica l'espressione di marker di fase differenzisti-

va Layrdiva;

b} trattamenco demetilante delle ceiiule mature alta-

iate con 5/ Aza 2’ citidina ad una

mente
concentrazione compresa tra 0,1 pM e 175 pM fino 27 la
comparsa di marker tipici dello stato embriocnale in-
differenziato e/c la riduzione dell’espressione deil
marker di fase differenziativa tardiva.

Secondo forme preferite di realizzazione
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~3 3 £ 5 -
gell’invenz

di mam-
mifero sltanmente differenziate o loro precursori so-
no sceltes tra adipociti, condrociti e cellule della
mascolatura liscia o scheletrica.

In una forma particolarmente preferita di rea-
lizzazigne ddell’invenzione dette cellule somatiche
adulte di mammifers altamente Jdifferenziate o loro
precurscr: sonce adipociti o precursori di adipociti
e detti marker di fase differenziativa tardiva sono
markar adipogenici, preferibilmente scelti tra lep-
tina e GLUT-4 o una loro combinazzione.

Secondo una forma preferita di realizzazione
del metodo segundo 1 invenzlione gquando detto metodo
viene condotto a partlire da precursori d4i adipociti

esso comprende le seguenti fasi:

o
=l

induzione del differenziamento in adipociti maturi
di detti precursori mediliante:

i} coltura dei precursori degli adipociti fino al
raggiungimento della massima confluenza;

i1} trattamento con fattori differenzianti, preferi-
bilmente sceltil tra insulina, iscbutilmerilxantina,
desametasone, indometacina o una loro combinazione;
iii}) coltura in terreno di mantenimente privo di a-

gentl induttivi adipogenici fino a guando si verifica

O

l"espressione di leptina o 41 GLUT-4;
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b) trattamento demetilante delle celliuls adipose ma-

- R i 3 oA < c ? By sy -
ture altamente differenziate con 5 Rra 27

1
bt

ad una concentrazione compresa tra 0,1 uM

ino alla comparsa di marker tipici dello stato em-
brionale indifferenziato e/o la riduziocne
dell’espressione dei marker adipogenici di fase dif-
ferenziatviva tardiva, preferibilwmente scelti tra lep-
Cina e GLUT-4 o una loro combinazione. Preferibilmen-
te, detti marker tipici dello stato embrionale indif-
ferenziatd possono essere scelti tra 0OCT4, 5S0X2,

NANOG, e fosfatasi alcalina o una loro combi-

nazione.

Preferibilmente, 18 concentrazione di impiego
della 5 &Bza 27 citidina pud essere scelta tra 100
pM, 175uM, 138 pM e 175uM.

In una forma di realizzazione preferita dJdetta
coltura in texreno di mantenimento priveo 4di agenti
induttivi adipogenici della fase 1ii) ha una durata
di 7-10 giorni.

Secondo una forma preferita di realizzazione il meto-
do dell’invenzione comprende ulteriormsnte una fase
di induzione del differenziamentdo in senso osteogeni-
co {100 nM dexametasone, 10 mM PB-glicerofosfato, 0,05
wM acido ascorbico-2-fosfato), condrogenico (2,0x:x107"

M acido ascorbico-2-fosgf

s#to, 1 ng/ml o mioge-
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nico {(20% Siero Bovino Fewale

—~
it

FRSY, 10% Siern 4i ca-

valla, 1% estratto embrionale di pollo).
La presente inverzione si riferisce all’use del-

[
(

le cellule autologhe ottenibili con il metodo per la
preparazione 4di un medicamento per il trapianto e/o
la sostituzione cellulare in seguito a lesione, pato-
logia o invecchiamento fisiologico.

Secondo un’ulteriore forma di  realizzazione
dell’ invenzione si riferisce ad una composizione far-
maceutica comprendente le cellule autologhe ottenibi-
1i con il metodo come sopra definito, come principio

attivo, inszisme ad uno o pit adiuvanti e/o eccipisanti

s

isiclogicamente accettabili.

ogaetio ulteriore dell’invenzione

Costi
unt kit per 17induziocone della staminalita multipoten-
te & partire da adipociti di mammifero, detto kit
essendo comprendente le seguenti componenti:

a) 5’ Aza 2’ citidina;
b) marker tipici dello stato embrionale indifferen-
ziato scelti tra OCT4, SOX2, NANOG, SSEA-1 e fogfata-
si alcalina.

Secondo una forma altermativa di realizzazione
della presente invenzione quando la fonte cellulare
di partenza sonc 1 precursori degli adipociti di

N

mammifero i1 kit per 1’induzicone dellz staminalita
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multipotente, comprende le seguenti componenti:

aY 5 Aza 2’

tipici dello stato embricnale indifferen-

[
t
AT}
(w3
O
i
5
e
foent
3
$23
T
H
A7
O
(@]
}..‘3
[1=%

8CX2, NANCG, SSEA-1 e fosfata-

c) fatteri differenzianti scelti tra insulina, isobu-
tilmetilxancina, desametasone e indometacina.

Infine lfinvenzione si riferisce all‘usc dell

57 Azz 2 itidina ad una concentrazione compresa t

n]

a
0,1 uM e 175 uM per 1’'induzicne deila staminalita
multipotente a partire da cellule somatiche adulte di
mammI ‘ero altamente differenziate o loro precursori.

Secondo forme preferite ai realizzazione

invenzione le cellule somatiche adulte di mammi-
feroc altamente differenziate o loro precursori uti-
lizzate possono essere scelte tra adipociti, condro-
citi e cellule della muscolatura liscia ¢ scheletri-
ca. La concentrazione di 5’ Aza 2’ citidina e prefe-
ribilmente scelta tra 100 pM, 125uM, 150 uM e 175uM.

La presente Invenzione verra ora descritta a
titolo illustrative, ma non limitativo, secondo sue
forme preferite di realizzazione, con particolare
riferimento alle figure dei disegni allegati, in
cui:

la figura 1, wmestra il rvisultato di una PCR
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semlguantitativa relatlivo all’egpressione del gene
Ob {leptina, di popolazioni di adipociti frattate
corn 175 pM S-Azacicvidinag;

le figure 2-6 le immagini di microscopia a con-
trasto di fase (ingrandimento 100x) delle popolazioni
cellulari dope 10 giorni di trattamento con 5-
Azacitidina (1 uM, 10 pM, 100 uM, 175 uM) e adipociti
maturi controllo, rispettivamente;

le Zigure 7 e 8 moatrano le immagini di micro-
scopla a contrasto di fase (ingrandimento 100x} delle
colture tratitate con S-Azacitidina a concentrazioni

pari a 250 uM e inferiori a 0,1 nM, rispettivamente.

~

Sono statl valutati gli effettl dell’agente de-
metilante S-Azacitidina (diverse concentrazioni) sul-
la capacita di csliule adipose mature di retrovertire
allo stato indifferenziato e riprogrammarsi, dope
stimclazione adeguata, in senso differenziacivo mul-
tilineare (ad esempis, in genso ostecgenico, condro-
genico & miocgenico).
MATERIALI E METODI
Sviluppe di un adeguato modello cellulare in vitro
Preadipociti umani e cellule di linea embrionale
3T3-L1 sono seminati alla densita di 5 x 10° cellu-

le/cm® e coltivatil in pilastre Petyi in terreno prolii-
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-1B-
ferativo (DME 12, 10% Fetal Calf Serum (FCS), 1%
antiblotico~fungizone (AF)) fino al raggiungimento
celluliare massima. Lfinduzicne dif-
trattamento di 48 ore in

r\44'. )

a conilvenza

Der
Sliero Fetale

(=
P

e

10%

QL

T iativa & ottenuta
terreno specifico composto da DMEM,
1% AF e fattori specifici differenzian-

in-

§35

n

¥y
at
T
pie)

Bovine (FRSY,
isobutilmetilxantina, desametasone,
forma watura

{insnliina,
ottenuto dopo

N
py

ti
raggiungimento della

dometacina). Il
differenziata (fenotipo univacuslare) &
in terreno di mantenimento,
Srudi di immu-

coltura di 7-10 giorni
privo di agenti induttivi adipogenici.
l'espressione della lepti-

nofluorescenza verificano
tipicamente espressc dagli adipociti di

na, ormone
faze adulta.
Trattamento 5-Azal
Le cellule adipose mature sono mantenute in col-
tura con DMEM, 10% FBS, 1% AF per due gettimane, in
stimolazicne continua dil 57Azacitidina alle concen-
trazioni molari di 0,1 u©M, 1 uM, 10 pM, 100 uM, 125
ub, 150 pM, 175 uM, 250 uM. La dese ottimale di
iina & compress tra 0,1 uM - 175 uM e le
efficacli sonc quelle

uM il trattamento

uM. A dosi

concentrazioni particolarmente
i 2 250
la produzione di

pex
cellule altamente

uM e 175

TAG
non €& piu

AU
idoneo

tra

demetilante
celiuvle multipotenti a partire da
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chemotre-

raplco che induce le cellule all’apoptusl piluttosto
che a retrovertire alle stasto indifferenziate come

-

mostratc nella Figura 7 dove si osserva un alto tasso
apoptotice (trattament delle colture con
5*Azacitiding a concentrazione 250 uMy. A desi < 0,1
pM come mostrato neila Figura 8§ non sl ¢sservano sa-
gni di dannco cellulare e/c proliferazione cellulare
nelle cellule trattate,
Espressicone di leptina: condizioni sperimentali di
reazione PCR

Per amplificare il cDNA ottenuto dalle colture
5-Aza trattate e non, sone stati utilizzati:

- terrociclatore Amplifier Eppendorf;

- primer specifici disegnati mediante ausilio del
programma PrimerQuest (http://biotocls.idt . com) e
consultazione di Nucleotide database (http://www.
nebi.nlm.nih.gov) e BLAST (Basic Local A lignment
Search Tool) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST/).

I primer sonoc stati acquistati da New England
Biolabs.

Condizioni di amplificazione: 953°C per 10 minuti
{(daturazione iniziale), 30 cicli di 985°C per 30 se-

condi (denaturazione), 52

L

secondi (estensione), 72°C pexr 10

"

i

ling), 72 °C per &
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minuti f{(estensione finale). La misg: reazione &
stata preparata con: 1 0l di cDNA, 1 0Ol di dNTPs Mix
{10 mM), 1,25 (01 di soluzione Mgll, (25 mM), 1,25 {1
di buffer 10X, 0,2 0Ol di Ampli Taqg Gold (50/01) {(aAp-

piied Bilosystem), 1 Ul di primer senso e 1 0l di pri-

mer antisensc specifici (10 pM}, 8 (i di H;0 RNase

free in un volume finale di 12,5
RISULTATI
Analisi morfologica delle colture trattate e di con-
rollo mediante microscopia ottica

I risultati preliminari evidenziano nelle cellu-
le trattate con agente demetilante 5-AzaC un evidente
cambiamento della morfologia della plastra; & osser-

~ -
C uM e

[

vato, infattl, soprattutto a concentrazioni 1-
supericri a 100 ¥, che, alla progressiva scomparsa
di cellule globose, raggruppate in grandi cluster e
caratterizzate da un volumineso vacuolo lipidico, si
assoccia la comparsa di elementi cellulari di forma
pit allungata con © senza vacuocli lipidici sparsi a
livello citoplasmatico. Sono di seguito riportate le
immagini di microscopia ottica delle popolazioni cel-
lulari dopo 10 giorni di trattamento S-Azal. 81 alle-
gano le immagini di microscopia a contrasto di fase
{ingrandimento 100x) delle popeolazioni di controllo e

quelle trattate con 5-Azacitidina.
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Determinazione dellis crescita cellulzre

‘teratura che le cellule
adipose mature non sono dotate di capacita prolifera-
tiva, sembra interessante caratterizzare meglio la
frazione cellulare di morfologia fibroblastoide che
compare solo nei campioni brattati e non nei control-

li.

Determ dell’apoptosi cellulare

Mediante l’7utilizzo del kit TACS Klenow In Situ
Apoptotic Detection sono stati osservati fenomeni a-
poptotici sia neil campioni trattati che nei controlli

dopo 24 ore, 48 ore, 72 ore dal trattamentoc con 5-

zacitidina. Nella seguente tabella sono riportati i

o

ltati relativi ai campioni di adipociti trattati

I
-
’

S\

£
{

con 125 uM, 150 pM, 175 uM.

-3

abella 1

TEMPC | CONTROLLO { TRATTATO TRATTATC TRATTATO

777777 125 uM 150 uM 175 uM
24 ore Wlﬁ% 15% N 22% 38%
1 48 ore 12% 15% 28% 41%
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Indagine semiguantitativa (PCR

o

e guantitativa (RT-
PCR)

I.”espressione del marker adipogsnigi di  fase
tardiva ({(leptina, GLUT-4}, di fase precoce (PPAR-v,
CERP-o) e di marker tipici dello stato embrionale in-
differenziats {(0OCT4, 80X2, NAWOG, 38S8EA-1, fosfatasi
alcalina) & stata valutata mediante PCR e RT-PCR.

I risultati preliminari mwettono in luce una ri-

duzione dell’espressicne dei marker adipogenici di

1 & ripor-

all’espressione del gene Ob (leptina) di popolazioni

di adipociti trattate con 175 pM 5-Azacitidina.
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RIVENDICAZICNI

o

a produzione di celi’ staminali

[

1. Metodo per
multipotenti a partire da cellule somatiche adulte di
mammifero altamente differenziate o loro precursori
comprendente la fase di trattamento demectilante di
dette celliule con % Aza 27 citidira ad una concen-
trazione conpresa tra 0,1 uM e 175 uM fino alla com-

parsa di marker tig ello stato embrionale indif-

ferenziato e multipotente e/o la riduzione
dell’espressione deil marker di fase differenziativa
tardiva.

2. Metodo seconde la rivendicazione 1, caratteriz-
zato dal fatto di essere realizzato a partire da pre-

cursori di cellule somatiche adulte di mammiferoc e di

=y

comprendere le seguenti fasi:

a) induziocne del differenziamento di detti precursori
in celilule mature mediante:

i) coltura del precursori di dette cellule fino al
raggiungimento della massima confluenza;

ii} trattamento con fattori differenzianti;

iii) eoltura in terreno di mantenimentce privo di a-
genti induttivi differenzistivi fino a quando si ve-
rifica 1’espressione di marker di fase differenziati-
va tardiva;

) trattamento demetilante delle cellule mature alta-
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comparsa. di marker tipici dello state embricnale in-
differenziate &/o la riduzione dell’espressione del
marker di fase differenziaciva tardiva.

3. Metodo secondo la rivendicazione 1 © 2, in cul
dette cellule gomatiche adulte di mammifero altamen-
te differenziate o loro precursori sono scelte tra

adipociti, condrociti cellule della wmuscelatura

®

liscia o scheletrica.

4. Metodo secondo ognuna delle rivendicazioni 1-3, in
cui dette celluyle somatiche adulte di wmammifere alta-
mente differenziate o lorc precursori sonc adipociti
o precursori di adipociti e detti marker di fase dif-
ferenziativa tardiva sono marker adipogenici.

5. Metodo secondo la rivendicazione 4 guando dipen-
dente dalla 2, comprendente le seguenti fasi:

a) induzione del differenziamento in adipociti macturl
di detti precursori mediante:

i} coltura dei precursori degli adipociti finco al
raggiungimento della massima confluenza;

ii) trattamento con fattori differenzianti;

iiil) coltura in terreno di mantenimento privo di a-

F

gentci induttivi adipogenici fino a quando si verifica

l/espressione di leptina o di GLUT-&;
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fino alla comparsa di marker tipici dello stato em-

bricnale indifferenziato e/o la riduziones
dell’espressione del marker adipogenici di fase dif-

ferenziativa tardiva.

5. Metodo secondo ognuna delle rivendicazioni 1-5,
in cui la concentrazione di 57 Aza 27 citidina é
scelta tra 100 aM, 125pM, 150 uM e 175uM.

7. Metodo secondo ognuna delle rivendicazioni 4-6,

ato embrionale in-

o

in cui detti marker tipici dellc s
differerziato sono scelti tra OCT4, BOX2, NANOG,
SSEA-1 e fosfatasi alcalina o una loroe combinazione.
8. Metodo secondo ognuna delle rivendicazioni 4-7,
in cui detti marker adipogenici di fase differenzia-
Civa tardiva sone sceltl tra leptina e GLUT-4 o una
lore combinazione.

9, Metodo secondo ognuna delle rivendicazioni 5-8,
in cui detti fattori differenzianti della fase ii)
aono scelti tra insulina, isobutilmetilxantina, desga-
metasone, indometacina © una loro combinazione.

10. Metodo secondo ognuna delle yivendicazioni 5-9,

in cui detta coltura della fase 1ii) ha una Jdurata
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11. Metodo secondo ognuna delle rivendiczzioni 1-10,
comprendente ulteriocrmente una fase di induzione del
differenzizmento 1in senso osteodgenico, condrogenicce o
miocgenico.

12. Uso delle cellule autcologhe ottenibili con il
metodo secondo cgnuna delle rivendicazioni da 1 & 11,
pey la preparazione di un medicamento per 1l traplian-
to e/o la sostituzione cellulare in seguitc a lesio-
ne, patologia o invecchiamento fisiocleogico.

13. Composiziocne farmaceutica comprendente le cellu-
le autcloghe ottenibili con il metode secondo ognuna
delle rivendicaziconi da 1 a 11, come principio atti-
vo, insieme ad uno o piu adiuvanti e/o eccipienti fi-
siclogicamente accettabili.

14, Kit per l’induzicne della staminall

te a partire da adipociti maturi d4i wmammifero, detto
kit essendo comprendente le seguenti componenti:
a) 5’ ARza 2’ citidina:;

b} anticorpi o primer per la rilevazione dei marker

]
th

tipici delleo stato embrionale indifferenziato sceltil

tra OCT4, S0X2, NANOG, 8SEA-1 e fosfatasi alcalina
e/o i marker adipogenici di fase precoce PPAR-vy o

CEBP-0 e/0 i1 marker adipogenici di fase tardiva lep-

tina o GLUT-4.

15. Kit per 1’induzione della
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