ES 2 358 057 T3

. @ Numero de publicacién: 2 358 057
OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @ Int. Cl.:
C12N 5/077 (2006.01)

ESPANA

@) TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 07789590 .2
Fecha de presentacion : 26.07.2007

Numero de publicacion de la solicitud: 2046947
Fecha de publicacion de la solicitud: 15.04.2009

Titulo: Procedimiento para la produccion de células madre multipotentes.

Prioridad: 28.07.2006 IT MI0O6A1498 @ Titular/es: METAPONTUM AGROBIOS S.R.L.
S.S. Jonica 106 Km. 448.2
75010 Metaponto, Metera, IT

Fecha de publicacién de la mencién BOPI: @ Inventor/es: Cifarelli, Rosa, Anna;
05.05.2011 Cellini, Francesco;

Di Liddo, Rosa y

Parnigotto, Pier, Paolo

Fecha de la publicacion del folleto de la patente: Agente: Curell Aguila, Marcelino
05.05.2011

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

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2358 057 T3

DESCRIPCION

La presente invencion se refiere a un nuevo procedimiento para la produccion de células madre
multipotentes.

La investigacion sobre células madre multipotentes y totipotentes (Conrad C., et al., 2005) ha
abierto posibilidades nuevas e interesantes de aplicaciéon para la terapia celular y la ingenieria de tejidos.
Sin embargo, ha de definirse todavia cual es la fuente de células madre mas adecuada para su aplicacion.

La utilizacion de poblaciones de células embrionarias (ES) ha estimulado recientemente un
interés cientifico creciente en el campo médico. Aunque estas células se caracterizan por una alta
capacidad de replicacion, pluripotencialidad de diferenciacion y expansion a largo plazo in vitro, su
utilizacion terapéutica, sin embargo, esta limitada debido a los numerosos problemas éticos implicados
(Kiatpongsan S. et al., 2006).

La considerable evidencia experimental ha demostrado que pueden identificarse fuentes
alternativas de células madre en adultos; aunque éstas presentan Unicamente capacidad de diferenciacion
en un numero limitado de tipos celulares, no presentan problemas éticos. Entre las fuentes de células
madre adultas estan la médula 6sea (Saulnier N. et al., 2005), el epitelio seminifero de la génada
masculina (Cyranoski D. et al., 2006), epitelios (Janes SM, et al., 2002), sangre periférica, sangre de
corddén umbilical (Saulnier N. et al., 2005) y tejido adiposo (Strem BM, et al., 2005).

Sin embargo, las células madre adultas, no resultan disponibles faciimente ya que estan limitadas
en cuanto a su numero; ademas no pueden cultivarse in vitro durante un periodo prolongado ya que, tras
diversas divisiones celulares, tienden a perder su multipotencialidad.

Junto con estas fuentes fisioldgicas de células madre, se ha afiadido recientemente otra fuente
muy prometedora, que puede obtenerse mediante la modificacion del programa genético de células
diferenciadas (F. Santos, et al., 2002; A.J. Peter, et al., 2001; R. Wolf, et al., 2001; J.C. Gutierrez, et al.,
2000; T.H. Bestor, 2000; C. Stewart, et al., 1982; R.D. Palmiter, et al., 1982; D. Biniszkiewicz, et al., 2002;
M.F. Chan, et al., 2001; M. Okano, et al., 1999). Los investigadores Wilmut y Campbell (Shiels PG, et al.,
1999; Eyestone WH, et al., 1999) y posteriormente Yanagimachi y colaboradores (Wakayama T, et al.,
2001) establecieron claramente, utilizando modelos de animales, que el nucleo de células somaticas
completamente diferenciadas puede reprogramarse si se transfiere al citoplasma de un 6vulo. Los
mecanismos y las moléculas implicados en este proceso de desprogramacion y reprogramacion del
genoma de células somaticas aun no se han aclarado completamente. Sin embargo, es evidente que
durante este proceso se descondensa la cromatina, se desestabiliza la estructura del nucleosoma y se
disocian las proteinas reguladoras de la fibra de ADN influyendo asi en la expresion génica (T. Haaf, et al.,
2000).

Otras observaciones experimentales han demostrado que, en las primeras fases del desarrollo
embrionario, existen numerosas modificaciones de metilacién epigenéticas de los residuos de citosina con
respecto al genoma, produciéndose como resultado un cambio en el fenotipo celular e implicacién de la
célula hacia una linea de diferenciacion especifica (F. Santos, et al., 2002; A.J. Peter, et al., 2001; R. Wolf,
et al., 2001; J.C. Gutierrez, et al., 2000; Jetsche A. et al., 2006; Szyf M, et al., 1989; Keshhet I, et al.,
1985).

A este respecto, se desarrolld la idea de que se puede reprogramar cualquier célula
completamente diferenciada modificando parcial o completamente el estado de metilacién de su genoma,
por medio del tratamiento con factores especificos.

Taranger y colaboradores (Taranger CK, et al., 2005), de hecho, han demostrado que las células
epiteliales 293T pueden diferenciarse hasta que se expresan marcadores tipicos del estado embrionario
tras 1 hora de tratamiento con el extracto de células NCCIT, aisladas de teratoma. El analisis cuantitativo
de la expresion génica y el estudio en micromatrices efectuados en las colonias mantenidas en un cultivo
durante 23 pases revel6 que la transicion al fenotipo celular pluripotente implica una estimulacién dinamica
de cientos de genes tipicos de las células NCCIT (entre los que se encuentran OCT4 (Ovitt CE, et al.,
1998), SOX2 (M.V. Zappone, et al., 2000), NANOG (K. Mitsui, et al., 2003)) y una disminucién de la
expresion en los genes que caracterizan la células 293T y en los indicadores de diferenciacién genéricos
tales como, por ejemplo, lamininas de tipo A.

Ademas, la evidencia experimental ha demostrado que un agente desmetilante, la 5-aza-2’|
citidina (5-AzaC), un producto analogo a la citosina, puede provocar una desmetilacion exhaustiva de los
residuos de 5-metilcitosina (M. Vlahovic, et al., 1999) y reducir la actividad de la ADN metiltransferasa
(Tsuji-Takayama K, et al., 2004; Karpf AR, et al., 1999; U. Aapola, et al., 2001; X. Cheng, 1995; L.R.
Silverman, et al., 1993; Simonsson, S., y Gurdon, 2004; Flasza, M., et al., 2003).

Se han identificado 4 enzimas de ADN citosina metiltransferasa, Dnmt1, Dnmt3a, Dnmt3b y
Dnmt31 en células embrionarias (Shiels PG, et al., 1999; Eyestone WH, et al., 1999; Wakayama T, et al.,
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2001).

La Dnmt1 es la principal enzima que mantiene el estado de metilacion durante la replicacion del
ADN. Su inactivacion en modelos murinos provocé la pérdida de la huella genémica y condujo a la
mortalidad precoz del embrién. La Dnmt3a, la Dnmt3b y la Dnmt31, que principalmente catalizan la
metilacion de novo, son extremadamente activas en células madre embrionarias y promueven su
diferenciacion in vitro.

Utilizada como un agente quimioterapico eficaz en el tratamiento de la leucemia (Yang AS, et al.,
2006), la 5-AzaC ha demostrado ser un medio experimental util para estudiar la metilacion del ADN en la
diferenciacion celular y en mecanismos de activacion génica (J.G. Herman, et al., 1994; K. Yoshiura, et al.,
1995; Y.L. Ottaviano, et al., 1994; C.M. Bender, et al., 1998). La 5-AzaC, por ejemplo, ha demostrado
intervenir en la induccion de la diferenciacion en sentido miogénico de las células madre multipotentes
aisladas del cordén umbilical, la médula 6sea y el tejido adiposo (Lin Y, et al., 2006). Otros estudios
proporcionan asimismo datos relacionados con su actividad moduladora sobre el desarrollo embrionario
con respecto a los efectos de proliferacion y diferenciacion. (Tsuji-Takayama K, et al., 2004). Ademas, los
cuerpos embirioides diferenciados in vitro y tratados durante 6 horas con 5-AzaC (1 uM) reestablecieron el
proceso de crecimiento de colonias tipico de las células madre y la sensibilidad al factor inhibidor de
leucemia (LIF).

La accion desmetilante de la 5-azacitidina, con una restauracion consiguiente de la
multipotencialidad celular, se demuestra en gran medida y se verifica también en plantas,
monocotiledoneas (trigo) y dicotileddneas (tomates), en el documento W02005003344.

Lin Tsai Ming et al. (Stem cells and development, vol. 14, n.°1, febrero de 2005, paginas 92-102)
dan a conocer un procedimiento para obtener células madre multipotenciales a partir de tejido adiposo
utilizando un medio con antioxidantes y calcio reducido. Las células asi obtenidas pueden diferenciarse en
adipocitos, osteoblastos, condrocitos y mioblastos y expresar el marcador de células madre embrionarias
Oct-4. ElI documento citado no da a conocer un procedimiento por el que se obtienen células madre
multipotenciales tras el tratamiento con 5-AzaC.

El analisis morfolégico/funcional y el estudio de la expresion génica concluyen que 5-AzaC
revierte el estado diferenciado de las células embrionarias, organizadas en cuerpos embrioides, lo que
puede atribuirse fenotipicamente a células madre pluripotentes no diferenciadas que expresan
marcadores tipicos tales como SSEA-1, fosfatasa alcalina, Oct4, Nanog y SOX2.

Otros numerosos estudios han descrito la reactivacion en células somaticas mediante el
tratamiento con 5-AzaC de genes silenciados tales como VHL, E-cadherina, receptor de estrogeno y p16.
Los genes de la familia STAT, que presentan un papel importante en el mantenimiento del estado no
diferenciado de las células madre embrionarias (ES) y su capacidad de autorreplicacion mediante la
transduccion de la sefial de LIF, son probablemente también la diana de agentes desmetilantes. Karpf y
colaboradores (Karpf AR., et al., 1999) han observado que los genes STAT silenciados en las células
tumorales del colon se reactivan mediante el tratamiento con 5-AzaC, acompafado por el
reestablecimiento de la sensibilidad celular con el interferén alfa (INF-a).

Por tanto, pareceria que el tratamiento con 5’-aza-2’-citidina puede presentar un efecto sobre la
proliferacion, diferenciacion o desdiferenciacion de diferentes tipos celulares, que pertenecen a
organismos animales o vegetales y en diversas fases del desarrollo (embrionario, adulto, etc.).

A partir de lo descrito anteriormente, resulta evidentemente necesario disponer de un
procedimiento para la produccién de células madre multipotentes partiendo de una fuente de células
autdlogas inagotable, disponible facilmente y sin problemas éticos. También es deseable que el
procedimiento sea facilmente controlable, repetible y sobre todo, que no conduzca a la transformacion
neoplasica de las propias células.

Se ha descubierto en el contexto de la presente invencion un procedimiento para la produccion
de células madre multipotentes que satisface todas las demandas descritas anteriormente y que supera
las desventajas de los procedimientos ya conocidos en el estado de la técnica. De hecho, se han
descubierto fuentes alternativas ventajosas de células somaticas muy diferenciadas destinadas a la
medicina generativa, que, sometidas a un tratamiento desmetilante a concentraciones adecuadas,
representan una fuente inagotable de células madre autélogas multipotentes facilmente disponibles. La
reprogramacion de esta fuente de células somaticas representa una solucién importante para el problema
de la falta de donantes de médula ésea y no presenta ningun problema de una naturaleza ética.

Por tanto, un objetivo de la presente invencién se refiere a un procedimiento para la produccién
de células madre multipotentes partiendo de adipocitos o preadipocitos que comprende la fase de
tratamiento desmetilante de dichas células con 5’-aza-2'-citidina a una concentracion comprendida entre
0,1 uM y 175 uM hasta la aparicion de marcadores tipicos del estado embrionario multipotente y no
diferenciado y/o la reduccién en la expresion de los marcadores de fase de diferenciacion tardia.
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Segun una forma de realizacion preferida del procedimiento segun la invencion, cuando se lleva a
cabo dicho procedimiento partiendo de preadipocitos, comprende las siguientes fases:

a) induccion de la diferenciacion de los preadipocitos en células maduras mediante:
i) cultivo de los preadipocitos hasta alcanzar la confluencia maxima;
i)  tratamiento con factores de diferenciacion;

iii) cultivo en el medio de mantenimiento sin agentes de induccion de la diferenciacion
hasta que se verifique la expresién de leptina o GLUT-4;

b) tratamiento desmetilante de las células adiposas maduras muy diferenciadas con 5-aza-2'(]
citidina a una concentracién comprendida entre 0,1 uM y 175 uM hasta la aparicion de
marcadores tipicos del estado embrionario no diferenciado y/o la reduccion en la expresion de los
marcadores de fase de diferenciacion tardia.

En una forma de realizacion particularmente preferida de la invencién, dichas células somaticas
adultas muy diferenciadas de mamiferos o sus precursores son adipocitos o preadipocitos y dichos
marcadores de fase de diferenciacion tardia son marcadores adipogénicos, preferentemente
seleccionados de leptina y GLUT-4 0 una combinacion de los mismos.

Segun una forma de realizacion preferida del procedimiento segun la invencion, cuando se lleva a
cabo dicho procedimiento partiendo de preadipocitos, comprende las siguientes fases:

a) induccion de la diferenciacion de dichos preadipocitos en adipocitos maduros mediante:
i) cultivo de los precursores de adipocitos hasta alcanzar la confluencia maxima;

ii)  tratamiento con factores de diferenciacion, seleccionados preferentemente de entre
insulina, isobutilmetilxantina, dexametasona, indometacina o una combinacion de los
mismos;

iii) cultivo en un medio de mantenimiento sin agentes de induccion adipogénicos hasta
que se verifique la expresién de leptina o GLUT-4;

b) tratamiento desmetilante de las células adiposas maduras muy diferenciadas con 5-aza-2'(]
citidina a una concentracién comprendida entre 0,1 uM y 175 uM hasta la apariciéon de
marcadores tipicos del estado embrionario no diferenciado y/o la reduccion en la expresion de los
marcadores adipogénicos de fase de diferenciacion tardia, preferentemente seleccionados de
entre leptina y GLUT-4 o una combinacién de los mismos. Dichos marcadores tipicos del estado
embrionario no diferenciado se seleccionan preferentemente de entre OCT4, SOX2, NANOG,
SSEA-1 y fosfatasa alcalina o una combinacion de los mismos.

La concentracién de la utilizacion de 5-aza-2'-citidina se selecciona preferentemente de entre
100 uM, 125 uM, 150 uM y 175 uM.

En una forma de realizacién preferida, dicho cultivo en un medio de mantenimiento sin agentes
de induccién adipogénicos de fase iii) presenta una duracion de 7-10 dias.

Segun una forma de realizacion preferida, el procedimiento de la invencion comprende asimismo
una fase de induccion de la diferenciacion en un sentido osteogénico (dexametasona 100 nM, B
glicerofosfato 10 mM, acido ascorbico-2-fosfato 0,05 mM), condrogénico (acido ascorbico-2-fosfato 2,0 x
10" M, TGFB1 1 ng/ml) o miogénico (suero bovino fetal (FBS) al 20%, suero de caballo al 10%, extracto
de embrion de pollo al 1%).

Finalmente, la invencion se refiere a la utilizacion de 5’-aza-2’-citidina a una concentracion
comprendida entre 0,1 uM y 175 uM para la induccién de la formaciéon de células madre multipotentes
partiendo de adipocitos o preadipocitos. La concentracion de 5’-aza-2'-citidina se selecciona
preferentemente de entre 100 uM, 125 uM, 150 uM y 175 uM.

A continuacién se describe la presente invencién a titulo ilustrativo no limitativo, a partir de sus
formas de realizacion preferidas, haciendo referencia particular a las figuras de los dibujos adjuntos, en los
que:

la figura 1 representa el resultado de una PCR semicuantitativa en relaciéon con la expresion del
gen Ob (leptina) de poblaciones de adipocitos tratados con 5-azacitidina 175 uM;

las figuras 2-6 representan imagenes en microscopio de contraste de fases (100x de aumento) de
las poblaciones celulares tras 10 dias de tratamiento con 5-azacitidina (1 pM, 10 uM, 100 pM,
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175 uM) y adipocitos de referencia maduros, respectivamente;

las figuras 7 y 8 representan las imagenes en microscopio de contraste de fases (100x de
aumento) de cultivos tratados con 5-azacitidina a concentraciones iguales a 250 uM e inferiores a
0,1 uM, respectivamente.

EJEMPLO 1

Se evaluaron los efectos del agente desmetilante 5-azacitidina (a diferentes concentraciones)
sobre la capacidad de las células adiposas maduras de revertir hasta el estado no diferenciado y de
reprogramarse, tras estimulaciéon adecuada, en un sentido de diferenciacién multilineal (por ejemplo, en un
sentido osteogénico, condrogénico y miogénico).

MATERIALES Y METODOS
Desarrollo de un modelo celular adecuado in vitro

Se sembraron lineas celulares embrionarias 3T3-L1 y preadipocitos humanos a una densidad de
5 x 10° células/cm? y se cultivaron en placas Petri en un medio proliferativo en (DMEM-F12, suero bovino
fetal (FCS) al 10%, antibiético-Fungizone (AF) al 1%) hasta que se alcanz6 la confluencia celular maxima.
Se obtuvo la induccién de la diferenciacion mediante un tratamiento de 48 horas en un medio especifico
que consistia en DMEM, suero bovino fetal (FBS) al 10%, AF al 1 % y factores de diferenciacion
especificos (insulina, isobutilmetilxantina, dexametasona, indometacina). Se alcanzé la forma diferenciada
madura (fenotipo univacuolar) tras cultivar 7 a 10 dias en un medio de mantenimiento, sin agentes
inductores adipogénicos. Los estudios inmunofluorescentes verifican la expresion de leptina, una hormona
expresada normalmente por los adipocitos en la fase adulta.

Tratamiento con 5-AzaC

Se mantuvieron las células adiposas maduras en un cultivo con DMEM, FBS al 10%, AF al 1%
durante dos semanas, con estimulacion continua de 5’-azacitidina a concentraciones molares de 0,1 uM, 1
uM, 10 uM, 100 pM, 125 uM, 150 uM, 175 uM, 250 uM. La dosis 6ptima de 5’-azacitidina comprendida
entre 0,1 uM y 175 uM y las concentraciones que son particularmente eficaces son las de entre 100 uM y
175 uM. A dosis > 250 uM el tratamiento desmetilante ya no es adecuado para la produccion de células
multipotentes partiendo de células muy diferenciadas puesto que se convierte en un tratamiento
quimioterapico que induce a las células a apoptosis en vez de revertir hasta el estado no diferenciado tal
como se representa en la figura 7 en la que se observa un alto grado apoptoético (tratamiento de cultivos
con 5’-azacitidina a una concentracion de 250 uM). A dosis < 0,1 uM tal como se muestra en la figura 8,
no existe ningun signo de dafo celular y/o proliferacién celular en las células tratadas.

Expresion de leptina: condiciones experimentales de la reaccién de PCR

Con el fin de amplificar el ADNc obtenido de los cultivos tratados con 5-Aza, se utilizd lo
siguiente:

- Termociclador-amplificador Eppendorf;

- Cebadores especificos disefiados con la ayuda del programa PrimerQuest
(http://biotools.idt.com) y la consulta de Ila base de datos de nucleétidos
(http://www.ncbi.nlim.nih.gov) y BLAST (Herramienta local basica de busqueda de
alineacion, Basic Local Alignment Search Tool) (http://www.ncbi. nim.nih.gov/BLAST/).

Se adquirieron los cebadores de New England Biolabs.

Condiciones de amplificacion: 95°C durante 10 minutos (desnaturalizacion inicial), 30 ciclos de
95°C durante 30 segundos (desnaturalizacién), 52°C durante 45 segundos (apareamiento), 72°C durante
45 segundos (extension), 72°C durante 10 minutos (extension final). Se preparé la mezcla de reaccion con
1 ul de ADNc, 1 ul de mezcla de dNtP (10 mM), 1,25 ul de disolucién de MgCl, (25 mM), 1,25 ul de
tampon 10X, 0,2 ul de Ampli Taq Gold (5U pl) (Applied Biosystem), 1 ul de cebador sentido especifico y 1
ul de cebador antisentido (10 uM), 8 ul de H,O sin ARNasa en un volumen final de 12,5 pl.

RESULTADOS
Analisis morfologico de los cultivos tratados y control por medio de microscopia 6ptica

En las células tratadas con el agente desmetilante 5-AzaC, los resultados preliminares muestran
un cambio en la morfologia de la placa; se observa principalmente, de hecho, a concentraciones de 1-10
uM y superiores a 100 puM, que la desapariciéon progresiva de células globosas, agrupadas en grupos
grandes y caracterizadas por una vacuola lipidica voluminosa, se asocia con la aparicion de elementos
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celulares que presentan una forma mas alargada con o sin vacuolas lipidicas distribuidas a nivel
citoplasmatico. Mas adelante en la presente memoria, se proporcionan imagenes en microscopio éptico de
poblaciones celulares tras 10 dias de tratamiento con 5-AzaC. Se adjuntan imagenes en microscopio de
contraste de fases (100x de aumento) de poblaciones de referencia y aquéllas tratadas con 5-azacitidina.

Determinacion del crecimiento celular

Se observa la proliferacion celular midiendo la 5’-bromo-2’desoxiuridina (BrdU) incorporada en las
células adiposas tratadas con 5-azacitidina. Puesto que se conoce en la bibliografia que las células
adiposas maduras no presentan capacidad de proliferacion, es interesante caracterizar mejor la fraccion
celular que presenta una morfologia fibroblastoide que sélo aparece en las muestras tratadas y no en las
muestras de referencia.

Determinacion de la apoptosis celular

Con la utilizacién del kit de deteccion apoptoética in situ TACS Klenow, se observaron fendmenos
apoptéticos tanto en las muestras tratadas como en las muestras de referencia de 24 horas, 48 horas, 72
horas tras el tratamiento con 5-azacitidina. La siguiente tabla indica los resultados en relacién con las
muestras de adipocitos tratadas con 125 uM, 150 uM, 175 uM.

Tabla 1
TEWPO |  REFERENCIA | cGilodilt | GONsoa | CON 175 ui
25 horas 10% 15% 22% 38%
48 horas 12% 15% 28% 41%
72 horas 10% 10% 10% 10%
Pruebas semicuantitativas (PCR) y cuantitativas (RT-PCR)

Se evalud la expresion de los marcadores adipogénicos de fase tardia (leptina, GLUT-4),
marcadores de fase precoz (PPAR-y, CEBP-a) y marcadores tipicos del estado embrionario no
diferenciado (OCT4, SOX2, NANOG, SSEA-1, fosfatasa alcalina) mediante PCR y RT-PCR.

Los resultados preliminares mostraron una reducciéon en la expresion de los marcadores
adipogénicos de fase de diferenciacion tardia. La figura 1 representa el resultado de la PCR
semicuantitativa en relacién con la expresion del gen Ob (leptina) de poblaciones de adipocitos tratadas
con 5-azacitidina 175 pM.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la produccion de células madre multipotentes partiendo de adipocitos o
preadipocitos que comprende la fase de tratamiento desmetilante de dichas células con 5-aza-2’-citidina a
una concentracion comprendida entre 0,1 uM y 175 uM hasta la aparicién de marcadores tipicos del
estado embrionario multipotente y no diferenciado y/o la reduccién en la expresidon de los marcadores
adipogénicos de fase de diferenciacion tardia.

2. Procedimiento segun la reivindicaciéon 1, que comprende las fases siguientes:

a) induccion de la diferenciacion de los preadipocitos en adipocitos maduros mediante:
i) cultivo de los preadipocitos hasta alcanzar la confluencia maxima;
ii) tratamiento con factores de diferenciacion;

iii) cultivo en un medio de mantenimiento exento de agentes de induccién adipogénicos hasta
que se verifique la expresioén de leptina o GLUT-4;

b) tratamiento desmetilante de las células adiposas maduras muy diferenciadas con 5-aza-2’
citidina a una concentraciéon comprendida entre 0,1 uM y 175 uM hasta la apariciéon de los
marcadores tipicos del estado embrionario no diferenciado y/o la reduccion en la expresion de los
marcadores adipogénicos de fase de diferenciacion tardia.

3. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que la concentracion de
5’-aza-2’-citidina se selecciona de entre 100 uM, 125 uM, 150 uM, 175 uM.

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dichos marcadores
tipicos del estado embrionario no diferenciado se seleccionan de entre OCT4, SOX2, NANOG, SSEA-1y
fosfatasa alcalina o una combinacion de los mismos.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dichos marcadores
adipogénicos de fase de diferenciacion tardia se seleccionan de leptina y GLUT-4 o una combinacion de
los mismos.

6. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en el que dichos factores de
diferenciacion de la fase ii) se seleccionan de entre insulina, isobutilmetilxantina, dexametasona,
indometacina o una combinacién de las mismas.

7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en el que dicho cultivo de la
fase iii) presenta una duracion de 7 a 10 dias.

8. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende ademas una
fase de induccién de la diferenciacion en un sentido osteogénico, condrogénico o miogénico.

9. Utilizaciéon de 5-aza-2’-citidina a una concentracion comprendida entre 0,1 uM y 175 uM
para la induccién de la capacidad de formacion de células madre multipotentes partiendo de adipocitos o
preadipocitos.

10. Utilizacién segun la reivindicacion 9, en la que la concentracion de 5’-aza-2’-citidina se
selecciona de entre 100 uM, 125 uM, 150 uM, 175 puM.
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Microscopia éptica

5'-azacitidina 10 yM

Fig. 3
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Microscopia 6ptica

5'-azacitidina100 yM

Fig. 4

13



ES 2358 057 T3

Microscopia 6ptica

5'-azacitidina 175 UM

Fig. 5
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Microscopia Optica

5'-azacitidina - referencia

Fig. 6
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