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ABBREVIAZIONI
APS = Penicillina/Streptomicina

Aza = azacitidina

BSA = Albumina di siero bovino

DMEM LG = Dulbecco’s Modified Eagle Medium Low Glose (1000 mg/L)
DMEM HG = Dulbecco’s Modified Eagle Medium Higt Glose (4500 mg/L)
EPC = Cellule progenitrici endoteliali

ESC = Cellule Staminali Embrionali

FBS = Fetal Bovine Serum

FCS = Fetal Calf Serum

FITC = Fluorescein-5-isothiocyanate

For = Forward

HSC = Cellule staminali ematopoietiche

iPS = Induced Pluripotent Stem Cells

MEM = Minimum Essential Medium Alpha Modification
MSC = Cellule staminali mesenchimali

OPN = Osteopontina

PBM-2 = Preadipocyte Basal Medium-2

PBS = Phosphate Buffered Saline

PE = Ficoeritrina

Rev = Reverse

RT = Temperatura ambiente

SCNT = Trasferimento nucleare di cellule somatiche
TC = Terreno di Coltura

UCB = Cellule da cordone ombelicale

VWE = Fattore di Von Willebrand



SOMMARIO

Recenti studi hanno dimostrato che cellule di mafeni differenziate possono de-
differenziarsi mediante espressione forzata dindeffattori per la pluripotenza; la
ricerca biomedica sta cercando di ottimizzare ¢aitde per I'ottenimento di cellule iPS
senza l'uso di materiale genetico virale.

Scopo di questo lavoro € stato quello di ottenedule iPS virus-free utilizzando la
strategia di lavoro proposta di seguito:

- Estrazione di precursori da tessuto adiposo dietbggano e coltura delle stesse in
Preadipocyte Growth Medium o in DMEM addizionatm ¢eCS al 10%.

- Caratterizzazione delle stesse cellule mediangzaacdi specifici marcatori nucleari,
citoplasmatici e di superficie; a tale scopo @ sivvalsi di una serie di metodiche tra
cui l'analisi citofluorimetrica, saggi citochimi¢immunofluorescenza, Oil Red O) e
molecolari;

- Trattamento delle cellule con 5-azacitidinaydd per 48-96 ore;

- Esecuzione di saggi di vitalita cellulare (MTT) sservazione giornaliera mediante
microscopia ottica allo scopo di monitorare la rotwfjia e la crescita delle cellule
trattate con azacitidina.

- Realizzazione di indagini di Real Time PCR allomzali caratterizzare le cellule
“riprogrammate” a livello molecolare, ovvero perifieare la sovra-espressione di
geni indicatori di staminalita (OCT-4, Nanog, Soxe2la down-regolazione di geni
tessuto specifici.

- Valutazione dell’'espressione di fattori di trasmwie specifici delle cellule staminali
mediante analisi Western Blot.

- Analisi mediante microscopia confocale e citoflawetiria per la definizione delle
caratteristiche morfologiche e fenotipiche dellellute trattate con I'agente

demetilante e “riprogrammate”.



ABSTRACT

Recent studies have shown that differentiated mdrmamaells may de-differentiate by
forced expression of defined factors for pluripatgnbiomedical research is seeking
optimizing techniques for obtaining iPS cells wihahe use of viral genetic material.
The purpose of this work was to obtain IPS cellusAfree using the strategy work
proposed below:

- Extraction of precursors from adipose tissue ealtihy subject and cultured in
Preadipocyte Growth Medium or in DMEM added wit®d6CS.

- Characterization of these cells by research a@cifip nuclear, cytoplasmic and
surface markers; for this purpose it has been iedok a series of methods including
flow cytometry analysis, molecular and cytochemi@amunofluorescence, Oil Red
O) essays;

- Treatment of cells with 5-azacitidine {iM for 48-96 hours;

- Performing tests of cell viability (MTT) and dpibbservation by light microscopy at
to monitor the morphology and growth of cells teshtvith azacitidine.

- Real Time PCR order to characterize the cellprdgrammed" to molecular level, or
to check the over-expression of stem cells gend3T(®, Nanog, Sox-2) and the
down-regulation of tissue-specific genes.

- Evaluation of the expression of transcriptiontdas stem cells specific through
Western blot analysis.

- Analysis by confocal microscopy and cytometry define the characteristics
morphological and phenotypic of cells treated widlemethylating agent and

"reprogrammed".



INTRODUZIONE

1.LE CELLULE STAMINALI

La ricerca scientifica sulle cellule staminali pegsere considerata sia un’evoluzione che
una rivoluzione della medicina moderna, poiché essppresentano una tappa
fondamentale nella storia della scoperta e delilogvo di nuove strategie per la terapia
e lo studio della biologia.

E’ possibile classificare le cellule staminali irase alla fonte, alla metodica di
produzione, alla capacita proliferativa e alla cépadi differenziamento in varie
tipologie cellulari adulte.

Attualmente sono state isolate e caratterizzate le:

1. Cellule staminali embrionali (ESC)Esse possono essere ottenute a partire da
embrioni nei primi stadi di sviluppo (blastocistipn utilizzati nella fecondazione
in vitro o attraverso il trasferimento nucleare, noto andwmne SCNT
(trasferimento nucleare di cellule somatiche); rarth tale metodica il nucleo di
una cellula somatica e inserito in un uovo fecomd#d cui & stato rimosso |l
nucleo originario. In questo caso la presenza dcifipi fattori nel citoplasma
della cellula uovo riporta il nucleo adulto ad wstadio primordiale [1].

2. Cellule staminali fetali Queste ultime sono estrattialle cellule germinali o
dagli organi di un feto abortito ovvero dal sangleé cordone ombelicale (UCB)
al momento della nascita [2].

3. Cellule staminali adulte Tali cellule possono essere isolate da 3 fontiem da
Midollo Osseo, datficchi€' presenti nei tessuti adulti e da altre fonti (tua i€
tessuto adiposo, la milza e la placenta).

Il midollo ossece la fonte di 2 distinte popolazioni di cellulamsinali adulte:



a) cellule staminali ematopoietiche (HSC) responsatdilo sviluppo della
componente cellulare del sangue (globuli bianclbgji rossi e piastrine)
[3];
b) cellule staminali mesenchimali (MSC) da cui originauna serie di tessuti
connettivi (0sso, cartilagine e tessuto adiposojuscolarein vitro edin
vivo [4-5].
Le cellule “niche specifitsono quelle residenti in specifiche nicchie dsdati
adulti: la necessita di continuo autorinnovamengelf{renewal) di specifici
distretti anatomici richiede, infatti, la preseriaellule multipotenti residenti.
Molti ricercatori hanno, infine, individuato altfenti di cellule staminali tra cui il
tessuto adiposo [6], la placenta [7] e la milza. [8lcuni studi effettuati su
modelli animali dimostrano che le cellule stamingdl midollo osseo possono
essere introdotte nel polmone e differenziare itekp alveolare riparandone le
lesioni [9].

4. Cellule staminali “riprogrammate’” Appartengono a questa categoria le cellule
estratte da tessuti adulti e riportate, medianteevaetodiche, alla condizione di
staminalita.

Tutti questi tipi di cellule staminali non possiedole stesse proprieta o la medesima
capacita di differenziare in specifici tessuti.

Le cellule staminali ottenute dagli embrioni in dasiziale possono dare origine ai tre
tipi di tessuto embrionale (endoderma, mesodermaatdderma) e, pertanto, sono
definite “pluripotenti”. Inoltre esse possono dealisi in coltura in modo simmetrico per

un numero infinito di volte, mantenendo le caradtezthe originarie; una singola cellula

embrionale pud dare origine ad una colonia di lgeneticamente identiche con le
stesse proprieta di quella d'origine; esse, infiseno identificabili per la posizione

precisa nellembrione, ovvero costituiscono le uellche nella blastocisti formano
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'embrioblasto (una massa di cellule interne albgimne nei primi giorni dal
concepimento).

Utilizzando specifiche condizioni di coltura, lelloée staminali embrionali si sono
differenziate in precursori ematopoietici [10], @oititi [11], cellule muscolari [12],
condrociti [13] ed altri tessuti. Tali cellule peggano, tuttavia, una serie di svantaggi tra
cui l'instabilita del modello cellulare, la poteal® oncogenicita oltre alle implicazioni
etiche e legali [14].

Le cellule staminali estratte da cordone ombeligassentano una piu limitata capacita
differenziativa, ma possono essere isolate in gtanero e senza alcuna conseguenza di
tipo etico e sono gia utilizzate in ambito ematapéro [15].

Infine le cellule staminali adulteoro rare e possono essere identificate nei vasutes
sulla base di un complesso di caratteristiche, ¢te molecole di superficie,
comportamentdn vitro e, in alcuni casi, posizione nel tessuto. Inoltralcuni tessuti, le
cellule precursori possono essere individuateaieo coltivate; questo resta ancora da
dimostrare per altri tessuti. Espessono dividersi per diverse volte, ma non in modo
illimitato. Infine sono definite “multipotenti”: lanaggior parte di esse puo differenziare
nel tessuto di origine, ma in altri casi e stataaitrata la capacita delle cellule staminali
adulte di dar luogo a diverse tipologie cellulari drivazione dellendoderma, de
mesoderma e dell'ectoderma (si parla a tale propadsiplasticita” ).

Le cellule derivate da midollo osseo, ad esempinpsstate meglio caratterizzate ed
impiegate con successo nella ricostruzione del loidsseo dopo radio e chemioterapia
[16].

Inoltre e stato dimostrato che le cellule mesenahistaminali (MSCs) possono trans-
differenziare sian vitro [17] chein vivo [18] in cellule nervose ed in cellule muscolari

lisce [19].



Le popolazioni di cellule progenitrici endoteligliEPC) residenti nel midollo osseo
costituiscono una riserva naturale che puo essglaceamente mobilitata in un sito di
danno vascolare acuto [20]. Il potenziale terageutielle EPC € stato gia ampiamente
riconosciuto nel campo della chirurgia vascolaiefusione diretta delle cellule EPC in
pazienti affetti daschemia critica degli arti inferiori &€ stato retmente impiegato, con
esiti positivi, allo scopo di stimolare la formaze di nuovi vasi sanguigni, definita
angiogenesj21].

Recentemente la ricerca biomedica si € evoluta fido“ingegnerizzare” le colture
cellulari allo scopo di individuare nuove strategier lo studio e la cura di varie
patologie.

Si parla a tale proposito di Ingegneria dei Tessuli Terapia genicd.’ Ingegneria dei
Tessutié un ambito interdisciplinare che applica i pnmdell’ingegneria e delle scienze
per la vita allo scopo di sviluppare sostituti bigici per riparare, mantenere o migliorare
le funzioni tissutali [22]. E’ auspicabile che leudture formate “de novo” possano non
presentare molti dei problemi associati agli inéetv di chirurgia plastica tra cui
'immunogenicita dei tessuti trapiantati ed il cegaente riparo non funzionale degli
stessi [23].

La Terapia genicasi occupa del trasferimento di materiale genaticmdividui a scopo
terapeutico alterando la funzione cellulare o Iattaristiche molecolari.

Da alcuni anni I'approccio combinato di terapia iganed ingegneria dei tessuti basata
sull'impiego di cellule staminali, ha permesso ttenere cellule per la rigenerazione ed

il trapianto di una serie di tessuti tra cui petlartilagine ed osso.



2.LA RIPROGRAMMAZIONE CELLULARE

Vari sono stati finora gli approcci con i quali sostate riprogrammate cellule adulte,
oVVero:

a) SCNT (Trasferimento nucleare di cellule somatiche):tale tecnica consiste
nella rimozione del nucleo da una cellula u¢24-25]. Nell'ovocita, privato del
proprio patrimonio genetico, viene introdotto ilaleo di una normale cellula
somatica; dal trapianto nucleare deriva una cethti@otente, quindi in grado di
svilupparsi in un intero organismo. Lo sviluppo adillule totipotenti create in
laboratorio pud essere bloccato allo stadio ditbtasti, le quali diventano una
fonte di cellule staminali pluripotenti (Figura 1:ATuttavia, ostacoli tecnici,
motivazioni etiche e regolamenti governativi hanpartato allo sviluppo di
strategie alternative.

b) Fusione cellulare con ESC:tale strategia ha permesso di dimostrare che é
possibile riprogrammare il nucleo di una cellulamstica differenziata
intervenendo sufenomeni “epigenetici;’ ovvero modificazioni ereditabili che
non alterano la sequenza nucleotidica, ma ne noadidi |'attivita.

Numerose evidenze sperimentali hanno rivelato eéhée$C sono capaci di
indurre la pluripotenza nelle cellule somatiche guali sono state fuse (Figura
1-B); sono stati effettuati esperimenti di ripragraazione con timociti [26],
cellule estratte da midollo osseo [27], progenitoeuronali [28] o fibroblasti
[29]. Gli ibridi cellulari ottenuti mantengono unomenuto cromosomico
tetraploide e mostrano morfologia, tasso di craseil antigeni di superficie
caratteristici delle ESC. Tutti gli ibridi, inoltreono in grado di formare teratomi
ovvero di contribuire alla formazione dei tre fagli germinali (ectoderma,

mesoderma, endoderma).
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c)

d)

Trattamento con estratti cellulari: la procedura in questione prevede la
permeabilizzazione reversibile di una cellula socaat’esposizione della cellula
permeabilizzata ad un estratto citoplasmatico oleame “riprogrammante”
proveniente da varie tipologie cellulari (es: ES€&llule uovo, cellule da
carcinoma embrionale) ed, infine, la chiusura deleambrana con la conseguente
produzione di una cellula riprogrammata simile &8&C (Figura 1-C).

Sulla base di tale sperimentazione & possibile medwche le cellule
indifferenziate contengono fattori regolatori nesagsper indurre la pluripotenza
di una cellula differenziata. Ad esempio [lincubam dei fibroblasti
permeabilizzati NIH3T3 in un estratto di ESC murinduce la formazione di
corpi embriodi che mostrano il marcatore di staiitizagOct-4) e perdono quelli
specifici delle cellule adulte, ossia la Lamining3a].

Trasduzione retrovirale dei geni della pluripotenza la metodica piu
recentemente studiata per la produzione di celbllgipotenti indotte, anche
definite cellule fPS’, & stata per la prima volta applicata a fibroblaslulti di
origine murina [31]; per indurre la pluripotenzgesifici fattori di trascrizione
normalmente espressi nelle ESC (OCT4, Sox2, Klffd a-Myc) sono stati
trasdotti contemporaneamente in fibroblasti munmediante l'uso di vettori
retrovirali (Figura 1-D). Le cellule iPS prodotteepentano morfologia, profilo
genico e marcatori di superficie tipici delle ES@rime; tali iPS contribuiscono,
inoltre alla formazione dei 3 foglietti embrionaj dunque, alla produzione di

teratomi; esse, infine, partecipano alla formazidinfeti-chimera [31].
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Figura 1.

A TRASFERIMENTO NUCLEARE

Trasferimento Denucleazione

nucleare

+ ~ -

Cellula Somatica ESC derivate
da
SCNT

Ovocita

B FUSIONE CON ESC

Fusione

o

Cellula Somatica ESC Ibrido tetraploide
simil-ESC

C TRATTAMENTO CON ESTRATTI CELLULARI

/O

Cellula Somatica ESTRATTO simil-ESC
ESC

D TRASDUZIONE RETROVIRALE DEI GENI
DELLA PLURIPOTENZA

Trasduzione I
retrovirale
iPS

Cellula Somatica

Strategie di riprogrammazione di cellule somaticheadulte: A) Trasferimento del
nucleo di una cellula somatica in un ovocita nontiliezato. Dallo sviluppo
dell’embrione clonato fino allo stadio di blastdciderivano ESC-SCNT; B) La fusione
di una cellula somatica con una ESC produce umabtéetraploide con caratteristiche
simili alle ESC; C) L'incubazione di una cellulansatica con estratti provenienti da ESC
promuove eventi di riprogrammazione nucleare edemanla pluripotenzan vitro; D)

La trasduzione retrovirale dei fattori di trasanizeé delle ESC (OCT4, Sox2, Klf4, and c-
Myc) e sufficiente per produrre iPS, cellule staafipluripotenti indotte a partire da una
cellula somatica.
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3.CELLULE iPS: DAL MODELLO ANIMALE ALL'UOMO

Molti studi pubblicati negli ultimi anni non solahno riprodotto, ma hanno addirittura
esteso lo studio effettuato da Takahashi and Yakaaj$d ], confermando rigorosamente
la pluripotenza ed il potenziale differenziativoldecellule iPS di origine murina [32-
34]. Nell’'anno 2007 gli stessi ricercatori Takahamtd Yamanaka hanno dimostrato che
e possibile ottenere cellule iPS anche a partirecellule umane [35]: essi hanno
selezionato fibroblasti adulti umani estratti darnd@, tessuto sinoviale e prepuzio
neonatale di vari donatori, hanno trasdotto tuétepbpolazioni cellulari utilizzando
vettori retrovirali contenenti i 4 transgeni OCT8px2, Klf4, and c-Myc ed hanno
mantenuto le cellule nelle condizioni di colturandrma utilizzate per le ESC umane. E’
stato dimostrato che dopo 30 giorni si ottengiwnaitro colonie di cellule iPS simil ESC
che possono essere ulteriormente espanse (Figuddl@¥ycopo di comparare tali cellule
iPS con le ESC umane, sono stati eseguiti variisdggquali € emerso che esse
presentano le medesime caratteristiche ovvero eimmbrfologia, espressione dei
marcatori di superficie, stato epigenetico, forroaei di corpi embrioidiin vitro,
differenziamento neuronale e cardiomiocitario (iccado con i protocolli di
differenziamento per le ESC) e formazione di taratm vivo. Inoltre mediante DNA
microarray € stato dimostrato che sussiste un ntgegrado di somiglianza tra i 2
pattern di espressione genica; in particolare liasndel DNA genomico e delle STR
(short tandem repeats) ha dimostrato che cloni uchaRS indipendenti derivano dalla
popolazione di fibloblasti umani di partenza.

Questi progressi potrebbero consentire in futunoréauzione di linee cellulari-staminali
paziente-specifiche utili per lo studia vitro di varie patologie nonché a scopo di

trapianto e riparazione di un danno tissutale.
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La produzione di cellule iPS consente, inoltregttienere in laboratorio modelli cellulari
per eventuali studi farmacologici e tossicologitaje sistema di riprogrammazione
potrebbe, infine, risolvere i conflitti di naturaonale, religiosa e politica che riguardano
vari aspetti della ricerca svolta utilizzando leCE@mane.

Tuttavia la riprogrammazione cellulare ottenuta raetd trasduzione di fattori genetici
non esclude la possibilitd di mutagenesi inser2edal retovirus [33].

La ricerca scientifica piu attuale sta tentandoirglividuare un nuovo metodo per
riprogrammare le cellule, senza l'uso di retrovieupiu in generale evitando l'uso del
trasferimento genico. Essendo, infatti, Klf4 e cdvfattori che intervengono sui
fenomeni epigenetici, ovvero che modificano la catma producendo
'immortalizzazione delle cellule, si € pensatocdrcare piccole molecole che possano
sostituire nello specifico tali fattori [36] 0 chssano piu in generale intervenire sul
DNA in modo tale da modificare I'espressione geniedtivando i geni embrionali e

spegnendo quelli dello stadio adulto.

ANALISI COMPARATIVA
Morfologia
hOct4 he-Mye Profilo & espressione
Stato epigenetico
/ Colrura cellulave Differeniamento m vifro
2 (30 gorm) Tenatom
AWt ——— A B —— B
o (‘ellle 1PS umne 5( waane
Ebvoblast adl (Stanmah Phurpotents mdoe i

Figura 2.

Fattori di trascrizione per la produzione di iPS: Fibroblasti adulti di origine umana
sono stati esposti a vettori retrovirali che espnm4 transgeni codificanti per i fattori di
trascrizione hOCT4, hSox2, hKIf4, and hc-Myc, (hetan, umano). Dopo 30 giorni di
coltura si ottengono iPS umane, cellule staminlaliipotenti indotte che possono essere
isolate ed ulteriormente espanse. L'analisi contperalelle cellule iPS e delle ESC ha
evidenziato un elevato grado di similarita relatavenorfologia, espressione di marcatori
di superficie, profilo genico, stato epigeneticpaenziale differenziativin vitro edin
vivo.
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4. APPROCCIO CHIMICO PER LA GENERAZIONE DI iPS

La comprensione di molti meccanismi che regolandestino cellulare, I'acquisizione
dell’abilita di manipolare e controllare il destidelle cellule staminali [37-38] ed, infine,
la scoperta dei processi che sono alla base dellagrammazione di cellule adulte
hanno prodotto molto entusiasmo nella ricerca baioge gli studi piu innovativi [39]
hanno lo scopo di produrre cellule per la sostinei di tessuti danneggiati da gravi
lesioni e malattie.

| metodi appena descritti sono stati sviluppatilingdgmi 10 anni e lasciano intravedere
un notevole interesse della ricerca scientificalpeviluppo di fonti alternative di cellule
staminali. Tuttavia sono in fase di studio e dirapgndimento i meccanismi molecolari
coinvolti nel processo della “riprogrammazione walte” in quanto un’esauriente
comprensione di questi ultimi potrebbe tradursilanehessa a punto della strategia
ottimale per I'ottenimento di iPS su larga scata conseguenti applicazioni nell’ambito
della medicina rigenerativa.

E’ stato recentemente dimostrato [40] che molticpssi chimici e numerose molecole
sono alla base di varie scoperte ottenute in carbdogico: molto spesso la
comprensione di un fenomeno comincia con I'osseovaze poi con la progettazione del
modo di perturbarlo. Diversi sono stati i metodnegici sperimentati per riprogrammare
cellule adulte; tuttavia un approccio di tipo chimipotrebbe offrire numerosi vantaggi.
Le molecole chimiche generalmente forniscono umagtegrado di controllo temporale
sulla funzione delle proteine (inducendone unadajmibizione o attivazione) ed i loro
effetti sono di solito reversibili; gli effetti dgueste ultime possono, inoltre, essere
finemente regolati variandone la concentrazionauea singola piccola molecola puo
essere in grado di modulare contemporaneamenteepsagli specifici all'interno di una

famiglia di proteine o tra diverse famiglie di pte con conseguente possibilita di
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produrre il fenotipo cellulare desiderato in moduwesgico. Esempi di piccole molecole
che modulano singoli o multipli bersagli celluladno: I'acido retinico, gli inibitori delle
istoni-deacetilasi e delle protein chinasi, glilaghi della citidina; tali sostanze chimiche
sono state utilizzate per individuare e modularéeriotipo delle cellule staminali e
potrebbero, pertanto, essere utilizzate anche theara terapie cellulari di specifiche
malattie o di particolari tipologie di tumore.

La nascita avvenuta nel 1997 della pecora Dollpyilno mammifero clonato mediante
trasferimento nucleardi cellule somatiche (SCNT), e la successiva deroree di ESC
da embrioni clonati ha generato molto entusiasmehgeha introdotto il concetto di
“riprogrammazione cellulare”. Tale scoperta ha apde strade alla possibilita di
produrre cellule staminali per la medicina rigetigeae di sviluppare nuovi studi per la
comprensione dei meccanismi molecolari alla bade dd&renziamento e del de-
differenziamento cellulare.

L'identificazione di molecole di piccole dimensiordapaci di indurre il de-
differenziamento di cellule somatiche potrebbe kbuire a chiarire il meccanismo
molecolare alla base di tale fenomeno e potrebbeulima analisi, permettere di
rigenerare specifici tessuti vivo.

Tra le varie molecole e stato individuato un agelgmetilante, la 5-Azacitidina, ovvero
un analogo della citosina che causa la demetilazidei residui di 5-metilcitosina,
essendo dotato di un atomo di azoto in posiziors posto dell’atomo di carbonio
presente sulla citosina nella stessa posizionel(&iga).

La metilazione del DNA e un processo biochimico raete il quale I'enzima DNA-
metiltransferasi (DNMT) aggiunge un gruppo metilialle citosine in posizione 5,
guando esse sono seguite da una guanosina (ditidel€pG). Le DNMT identificate
nelle cellule eucariotiche superiori sono la DNMTINMT3a e DNMT3b. La prima é

coinvolta nella metilazione del DNA neosintetizzatml € per questo definita come
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metiltransferasi“di mantenimentd. Ha affinita per il DNA emi-metilato, legge
I'informazione sulla copia “vecchia” dell’elica dBINA e la ripristina sull’elica appena
sintetizzata. Le DNMT3a e DNMT3b hanno invece lpamdta di aggiungere i gruppi
metilici al DNA che non presenta alcuna modificaomo per questo definite comee"
novd metiltransferasi. La citosina metilata diventasicd segnale di riconoscimento per
un gruppo di proteine (MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3 e B) che, legandosi al DNA,
ne prevengono la corretta trascrizione e attiramalfre, altre DNMT che propagano il
processo di metilazione a tutto il locus genico.

La metilazione del DNA é un adattamento evolutieo gontrollare la trascrizione di un
genoma di grande complessita come quello deglirmicauperiori, e quindi anche dei
mammiferi. Infatti, solo piccole tracce di DNA mlatob sono presenti negli eucarioti
inferiori (come i lieviti) e sono completamente e nei procarioti. La metilazione del
DNA, per esempio, & coinvolta nella regolazionegiii “imprintati’, nel silenziamento
di una copia del cromosoma X nelle donne, nellaleegone dei geni gameto-specifici e
tessuto-specifici. Se ad essere “spento” € pergane importante per la regolazione
della proliferazione o per il controllo del differaamento [41], le normali funzioni
cellulari risultano alterate, predisponendo cosidHula alla degenerazione neoplastica,
al differenziamento o al de-differenziamento celial 1| DNA delle cellule tumorali
presenta tracce evidenti di metilazione aberraod®, un generale abbassamento dei
livelli globali di metilazione (ipometilazione), meon delle regioni altamente metilate
(ipermetilazione). Recenti studi hanno dimostrdte nelle cellule trasformate le regioni
ipermetilate sono di solito i promotori di geni osoppressori. Questo fenomeno ¢ alla
base dell'utilizzo di vari farmaci in campo oncoeatagico: in particolare per la cura
delle MDS (Sindromi Mielodisplastiche) viene utdata la 5-azacitidina, un agente

demetilante capace di modulare I'espressione gelaita cellule tumorali.
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Nelle MDS [42], infatti, le cellule tumorali presamo promotori di geni
onncosoppressori  ipermetilati, con conseguente nzadenento genico ed
iperproliferazione cellulare.

In particolare una famiglia di DNA metiltransferg@INMTs) catalizza la metilazione
della posizione 5 della citosina (Figura 3b); dd@aonversione intracellulare della 5-
azacitidina in 5-aza‘leoxycytidine (decitabine), I'azacitidina vienecamporata nel
DNA al posto della citidina, dove agisce come uibitare diretto e irreversibile di
DNMTs (Figura 3c): I'enzima DNMT metila sia residdi citosina che di 5-azacitidina,
quest’ultima cattura, mediante la formazione dlegame covalente, la DNMT portando
alla formazione di un prodotto intermedio forma#o ANA-Enzima che risulta inattivo
[43]. La 5-azacitidina € un nucleoside contenenb®sio, che quindi deve essere
convertito in un deossiribonucleoside trifosfate pssere incorporato nel DNA; quindi,
dapprima la 5-azacitidina & convertita in deossiriicleoside trifosfato ed una porzione
di essa, non modificata, viene incorporata nel’RiAuendo su una varieta di funzioni
cellulari tra cui la biogenesi del’RNA ribosomialé4] con conseguenze intracellulari
anche indipendenti dalla demetilazione [45].

Le cellule, dunque, si dividono in assenza di DNMdan una conseguente progressiva

ipometilazione del DNA e riattivazione dei geni gedentemente silenziati [46].
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(frecce rosse)) Il promotore di un gene oncosopressore normalmastee metilato ed

il corrispondente gene risulta espresso; quandweikippa un tumore, invece, la DNMT
(DNA metiltransferasi) determina la metilazione ldelstesso con conseguente
silenziamento genico. La 5-azacitidina inibisceDIEMT provocando la ri-espressione
del gene dopo replicazione cellulare. Tale effsttliespressione genica spiega il motivo
per cui la 5-azacitidina ha conseguenze su motigmiocessi cellulari (differenziamento,
apoptosi, senescenza, risposta immunitag@)La 5-azacitidina incorporata nel DNA
durante la replicazione e riconosciuta dall’'enzidddMT che resta bloccato per mezzo
di un intermedio stabile di reazione formato peznwedella catena laterale sulfanidrilica
di un residuo di cisteina; dalla reazione segukegrado dell’enzima e la riduzione della
concentrazione intracellulare di DNMTSs.
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Tale meccanismo spiegherebbe dal punto di visteeeotdre I'azione sull’'espressione
genica che numerosi ricercatori hanno attribuita Blazacitidina.

Tomita e i suoi collaboratori [47] hanno dimostratte cellule masenchimali staminali
trattate con 5-azacitidina acquisiscono la capaditadifferenziare in miotubi che
esprimono proteine miocardio-specifiche (Troponina Miosina cardiaca); e stato
dimostrato, inoltre, che la 5-azacitidina pud madel I'espressione genica di ESC
murine differenziate in corpi embrioidi e succeasmente trattate con l'agente
demetilante: nello studio in questione [48] le well “demetilate” presentano le
caratteristiche tipiche dello stato indifferenzidta cui la morfologia, 'aumento di
espressione di marcatori specifici (SSEA-1), Ratd della fosfatasi alcalina e
I'espressione di geni specifici (OCT4, Nanog, andZS.

L’azione demetilante della 5-Azacitidina, con cansente ripristino di multipotenzialita
cellulare, & stata ampiamente dimostrata presddei@mpontum Agrobios e verificata
nelle piante, monocotiledoni (frumento) e dicotdad (Pomodoro), brevetto
internazionale N° PCT/IB2007/002204.

Pertanto, sulla base di tali evidenze sperimengalé deciso di valutare, mediante una
sperimentazionen vitro, a livello sia cellulare che molecolare, gli efifetell’agente
demetilante 5-Azacitidina sulla capacita di cellatépose (Figura 4) di retrovertire allo
stato indifferenziato e riprogrammarsi, dopo stiaz@édne adeguata, in senso
differenziativo multilineare (osteogenico, condmige e miogenico). Tale metodica
(brevetto internazionale N° PCT/IB2007/002204) destopo di proporre una strategia
alternativa per la produzione di cellule pluripgtemediante trattamento chimico e
modifica dello stato epigenetico cellulare.

Tali risultati alimentano grandi speranze di ottenéonti alternative di popolazioni
cellulari da destinare alla Medicina rigeneratiV@afatti, la riprogrammazione di una

cellula somatica, quale ad esempio un preadipogitiante trattamento demetilante,
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rappresenterebbe un’importante soluzione al probletella scarsita dei donatori di
midollo osseo e consentirebbe di accedere ad umnta foesauribile di cellule staminali

autologhe di facile reperibilitd non legate a pewbi etici.
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Figura 4.

Produzione di iPS mediante trattamento demetilantel’ipotesi alla base del lavoro e
mostrata in ogni sua fase: preadipociti estrattsalggetto sano sono trattati con I'agente
demetilante 5-Azacitidina. Scopo dello studio éligudi valutare la capacita di cellule
adipose di retrovertire allo stato indifferenzi&ali riprogrammarsi, dopo stimolazione
adeguata, in senso differenziativo multilineargégogenico, condrogenico e miogenico).

21



MATERIALI E METODI

1. COLTURE CELLULARI

Gli esperimenti presentati in questo lavoro soadi sfffettuati su preadipociti estratti da
tessuto adiposo di soggetto adulto (37 anni) sositapa liposuzione e su preadipociti

commerciali acquistati presso la ditta Lonza.

a. Estrazione di preadipociti da tessuto adiposo t&nuto per liposuzione

Il tessuto adiposo € stato lavato 2 volte con PBSSAal 2% e successivamente
digerito con la collagenase 1A (0,1% in terrene@altura senza antibiotici e siero) in
rapporto 1:1, in bagnetto a 37°C per 45 minutiséguito I'enzima é stato disattivato
con DMEM, 20% FCS e 1% APS, e le cellule sono dititate con filtri in tessuto e
centrifugate 2 volte a 1.2x1000 rpm per 10min; egalipociti sono stati, infine,

risospesi in DMEM, 20% FCS e 1%APS e seminati weiie Piastre da 100 X 20 mm.

b. Coltura dei preadipociti
Le cellule commerciali e P0208 sono state coltivatgiastre di polistirene alla densita
di 9x10%cn? in terreno PBM-2 (Preadipocyte Basal Medium-2Y61di FBS, 2mM L-
Glutammina 100 unita/ml Penicillina, 10§ ml Streptomicina (Lonza) in incubatore a
37° C, in atmosfera umidificata contenente il 5%Cd,. Il terreno di coltura e stato
cambiato ogni 3 giorni, mentre le cellule sonoestatsferite da una piastra ad un’altra

utilizzando tripsina 0.25%, EDTA 0.02 % in PBS.
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2. TRATTAMENTO DEI PRADIPOCITI CON 5-AZACITIDINA

Le cellule di generazione 3 sono state seminasedghsita di 9x1cm?in Piastre da
60 X 15 mm , 100 X 20 mm o 150 X 25 mm ed in pegier colture cellulari da 6 e da
24 pozzetti. Il terreno di semina era costituito”REM-2, a cui veniva aggiunto il 10%
di FBS (Fetal bovine serum), 2mM L-Glutammina 100ta/ml Penicillina, 100g/ml
Streptomicina della ditta Lonza.

Dopo 48 ore di coltura in terreno di semina, léutelsono state divise in 2 sottogruppi
identici: il primo coltivato in terreno PBM-2 + 10% FBS + 2mM L-Glutammina +
100 unitd/ml Penicillina e 1@@/ml Streptomicina + 5-azacitidina 1 per 48-96h; il
secondo e stato mantenuto in coltura nello stemsenp in assenza di 5-azacitidina
(terreno di controllo).

Al termine del periodo di incubazione i preadipotiattati e di controllo sono stati
processati secondo i protocolli previsti dalle siigoe metodiche oppure, laddove
previsto, sono stati mantenuti in coltura per timeina in PBM-2 + 10% di FBS +
2mM L-Glutammina + 100 unita/ml Penicillina e 1@@ml Streptomicina e

successivamente espansi fino alla generaziondiZzatido lo stesso terreno di coltura.

3. VALUTAZIONE DELLA VITALITA' CELLULARE

Il 3-[4,5-dimetiltiazolo-2-il]-2,5 difeniltetrazol®oromuro (MTT) e stato utilizzato per
valutarein vitro la crescita cellulare.

Il sale di tetrazolo, giallo, viene ridotto dalleidrogenasi mitocondriali a cristalli
viola di formazano. Questi sono insolubili e vengastratti mediante un solvente

organico, il propan-2-olo acido (0,04 M HCI in perp2-0l0).
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Le cellule sono state seminate in piastre da 9&agitizalla densita di 9xE@n?,
coltivate nello specifico terreno, aggiunto o meh@zacitidina 1QM, per 48-96 ore.

Al termine del periodo di incubazione con azaait&die stato aggiunto terreno di
coltura senza siero contenente 10% di soluziodTdi (5mg/ml) a 37°C per 2,5 ore.
In sequito i cristalli di formazano sono stati a#tircon isopropanolo acido (0,04M
HCI) in agitazione per 15 minuti. La lettura deloradi assorbenza é stata effettuata a

570nm.

4. DIFFERENZIAMENTO CELLULARE

a. ADIPOGENICO

Il differenziamento é stato indotto dopo 48 h dagiungimento della confluenza ed il

terreno cambiato ogni 2 giorni. Per le prime 48 e@restato utilizzato terreno

differenziativo in assenza di Isobutilmetilxantifi@MX). In seguito il terreno privo di

IBMX é stato sostituito con terreno differenziatieon IBMX.

Il differenziamento é stato protratto per 3 settima
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Composizione Terreno differenziativo adipogenicof@wllo

Terreno di differenziamento: Terreno di controllo:

DMEM LG DMEM LG

FBS 10% FBS 10%

APS 1% (Penicillina/Streptomicina) APS 1% (Pdhi@a/Streptomicina)

Insulina 10ug/ml
Isobutilmetilxantina (IBMX) 0,5 mM
DesametasoneuM

Indometacina 6QxM

b. OSTEOGENICO

Il differenziamento e stato indotto dopo 48 h dagiungimento della confluenza ed il

terreno cambiato ogni 48 h.

Il differenziamento € stato protratto protratto Besettimane.

Composizione Terreno differenziativo osteogenicoi@ollo

Terreno di differenziamento: Terreno di controllo:
MEM MEM

FBS 10% FBS 10%

APS 1% APS 1%

Desametasone 100nM
B-glicerofosfato 10 mM

ac.ascorbico-2-fosfato 0,05 mM
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c. CONDROGENICO

Il differenziamento é stato indotto dopo 48 h dagiungimento della confluenza ed il

terreno cambiato ogni 48 h.

Il differenziamento é stato protratto protratto Besettimane.

Composizione Terreno differenziativo condrogenicof@rollo

Terreno di differenziamento: Terreno di controllo:

e STEMPRO Chondrocyte STEMPRO Chondrocyte
Differentiation Basal Differentiation Basal
Medium (Invitrogen) Medium (Invitrogen)

« STEMPRO Chondrogenesis
Supplement

d. MIOGENICO

Il differenziamento é stato indotto dopo 48 h dajgiungimento della confluenza ed il
terreno cambiato ogni 48 h.

Il differenziamento miogenico é stato suddivisalire fasi: induzione (prima fase) della
durata di 48 h e mantenimento (seconda fase) pimpar 3 settimane.

Composizione Terreno differenziativo miogenico/Cuanito

Prima fase

Terreno di differenziamento: Terreno di controllo:
DMEM HG DMEM HG
FBS 20% FBS 20%
AF 1% AF 1%

5-Azacitidina 1M
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Le cellule sono mantenute in tale terreno differa&tna/controllo per 48 h.

Seconda fase

Terreno di differenziamento: Terreno di controllo:
DMEM HG DMEM HG
FBS 20% FBS 20%
AF 1% AF 1%

Hourse serum 10%
Chick embryo extract 1%
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5. COLORAZIONI CITOCHIMICHE

a. OILRED O

Le cellule sono state fissate con Formalina 3,7RB®, lasciate per 1 ora a Temperatura
Ambiente e reidratate in acqua di fonte per almg&mamin. In seguito i campioni sono
stati incubati con una soluzione Oil Red (5 mg/dilliita 3:2 con acqua distillata per 15
minuti. Dopo un lavaggio con acqua di fonte ed awvaggio in PBS 1X, le cellule sono
state incubate con ematossillina per 8 minuti.dgusto i campioni sono stati lavati due
volte in acqua distillata, una volta in acqua diteoper 1 minuto e montati con montante

acquoso Acquavitrex.

b. NILE RED

Le cellule sono state fissate con Formaldeide 3®B®& per 10 minuti, lavate con PBS
ed incubate con una soluzione di Nile Red (2 mg/mdcetone) 1:1000 in PBS per 10
minuti. In seguito i campioni sono stati lavati ae@mente in PBS e montati con

montante acquoso + DAPI.

c. ALIZARINA RED

Le cellule sono state fissate con Formalina 3,7%B% per 15 minuti a Temperatura

Ambiente e lavate 2 volte in B bidistillata. Successivamente i campioni sonai sta

incubati con 1% Alizarina pH 4.1 per 20 min in agibne, lavati 4 volte in #D

bidistillata, nuovamente lasciati in agitazione iui e montati con montante acquoso.
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d. FOSFATASI ALCALINA

Dopo un rapido lavaggio in PBS, le cellule sondestssate con Formalina 3,7% in PBS

per 10 min a 37°C, lavate velocemente in PBS edbat® con la soluzione colorante

(9,95ml Fast Blue BB salt 0,6mg/ml in tampone HiSI 0,1M pH8,5 + 50ul Naftolo

AS-MX fosfato 0,1mg/ml in 0,5% N,N dimetilformamn@dton 2mM MgCI) per 20min

a 37°C al riparo dalla luce. | campioni sono siafine, disidratati con alcool 50%, 70%,

80%, 90%, 95%, 100% e montati con eukitt.

6. ANTICORPI

Per eseguire I'analisi citofluorimetrica sono stdtiizzati i seguenti anticorpi coniugati:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

Anticorpo monoclonale di topo diretto contro CD1E-PSanta Cruz) concentrato
200ug/ml. Volume d’uso: 10l/10%ellule.
Anticorpo monoclonale di topo diretto contro CD34-E (Santa Cruz) concentrato
200ug/ml. Volume d’uso: 10l/10%ellule.
Anticorpo monoclonale di topo diretto contro CD4E-Santa Cruz) concentrato
200ug/ml. Volume d’uso: 10l/10%ellule.
Anticorpo monoclonale di topo diretto contro CD45-Santa Cruz) concentrato
200ug/ml. Volume d’uso: 10l/10%ellule.
Anticorpo monoclonale di topo diretto contro CD7E-PSanta Cruz) concentrato
200ug/ml. Volume d’uso: 10l/10%ellule.
Anticorpo monoclonale di topo diretto contro CDAJ-E (Santa Cruz) concentrato
200ug/ml. Volume d’uso: 10l/10%ellule.
Anticorpo monoclonale di topo diretto contro CD1®E- (Santa Cruz) concentrato

200ug/ml. Volume d’uso: 10l/10%ellule.

29



8) Anticorpo monoclonale di topo diretto contro c-KIPE (Santa Cruz) concentrato
200ug/ml. Volume d’uso: 10l/10%ellule.

9) Anticorpo monoclonale di topo diretto contro CXCRE- (Santa Cruz) concentrato
200ug/ml. Volume d’uso: 10l/10%ellule.

10)Anticorpo monoclonale di topo diretto contro HLA-EFE (Santa Cruz) concentrato
200ug/ml. Volume d’uso: 10l/10%ellule.

11)Anticorpo monoclonale di topo diretto contro Integr f1-FITC (Santa Cruz)

concentrato 2Q@y/ml. Volume d’uso: 10l/10%ellule.

Per eseguire gli esperimenti di immunofluorescemmdiretta sono stati utilizzati i

seguenti anticorpi primari:

1) Anticorpo monoclonale di topo diretto contweactina (Sigma). Concentrazione
d’'uso 1:100.

2) Anticorpo policlonale di capra diretto contro ADRBanta Cruz Biotechnology).
Concentrazione d'uso 1:100.

3) Anticorpo policlonale di coniglio diretto contro GB (Santa Cruz Biotechnology).
Concentrazione d'uso 1:100.

4) Anticorpo monoclonale di topo diretto contro CD1(¥anta Cruz Biotechnology).
Concentrazione d'uso 1:100.

5) Anticorpo policlonale di capra diretto contro il @gene di tipo | (Santa Cruz
Biotechnology). Concentrazione d’'uso 1:100.

6) Anticorpo monoclonale di topo diretto contro Fibladi Surface Protein (Sigma).
Concentrazione d'uso 1:100.

7) Anticorpo policlonale di coniglio diretto controHattore di von Willebrand (Sigma).

Concentrazione d'uso 1:100.
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8) Anticorpo policlonale di capra diretto contro GLUT(Santa Cruz Biotechnology).
Concentrazione d'uso 1:100.
9) Anticorpo monoclonale di topo diretto contro Miogem (Santa Cruz
Biotechnology). Concentrazione d’'uso 1:100.

10) Anticorpo policlonale di coniglio diretto contro M$ (Santa Cruz Biotechnology).
Concentrazione d'uso 1:100.

11) Anticorpo policlonale di coniglio diretto contro Mfp (Santa Cruz Biotechnology).
Concentrazione d'uso 1:100.

12) Anticorpo policlonale di capra diretto contro Nan@gpnta Cruz Biotechnology).
Concentrazione d'uso 1:100.

13) Anticorpo policlonale di coniglio diretto contro GB (Santa Cruz Biotechnology).
Concentrazione d'uso 1:100.

14) Anticorpo monoclonale di topo diretto contro OCTSknta Cruz Biotechnology).
Concentrazione d'uso 1:100.

15) Anticorpo policlonale di coniglio diretto contro @scalcina (Santa Cruz
Biotechnology). Concentrazione d’'uso 1:100.

16) Anticorpo policlonale di coniglio diretto contro @spontina (Santa Cruz
Biotechnology). Concentrazione d’'uso 1:100.

17) Anticorpo policlonale di capra diretto contro Pedso (Santa Cruz
Biotechnology). Concentrazione d’'uso 1:100.

18) Anticorpo policlonale di capra diretto contro SoX&anta Cruz Biotechnology).
Concentrazione d'uso e 1:100.

19) Anticorpo policlonale di coniglio diretto contro &BP-1c (Santa Cruz
Biotechnology). Concentrazione d’'uso 1:100.

20) Anticorpo monoclonale di topo diretto contro Stro-(R&D-S MAB)

Concentrazione d’'uso 1:100.
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Gli anticorpi secondari utilizzati sono:

1) Goat Anti-rabbit 594 (Alexa) Concentrazione d’'us2(D.

2) Goat Anti-mouse 594 (Alexa) Concentrazione d'ustOQ:

3) Donkey Anti-goat 594 (Alexa) Concentrazione d’us20D.

4) Anticorpo secondario biotinylated pan-specific + udfesceina (VECTOR

LABORATORIES).

7. ANALISI CITOFLUORIMETRICA

Per eseguire I'analisi citofluorimetrica le celludstratte da tessuto adiposo sono state
staccate dalla piastra con tripsina allo 0,25% Bd A allo 0,02%, lavate con PBS/BSA
al 2%, centrifugate a 1200 rpm per 5 min e risospesPBS/BSA al 2% in modo da
avere 2x18-1x1@ cellule in un volume finale di 100 pl per ciascampione; esse sono
state in seguito incubate al buio per 15 minuti dé®npul di anticorpo primario (Ab)
coniugato a fluorocromo e risospese in 500 plitoigPBS/BSA al 2%; i campioni sono
stati caricati su Moflo High Speed Cell Sorter (Ddkeckmann Coulter); in parallelo
sono stati allestiti i campioni di controllo isatip coniugati a FITC, PE e PE Cy5
(MultiMix Triple-Colour Control Reagent Mouse IgGATC, Mouse IgG1/RPE, Mouse
IgG1/RPE-Cy5, DakoCytomation); € stata eseguitacqlésizione di 50.000
cellule/campione mediante il programma Summit 42&kp-Beckman Coulter) ed,
infine, I'analisi, ovvero la determinazione dellmdrescenza specifica di legame di
ciascun anticorpo per ciascun campione allestigtaa effettuata utilizzando la funzione

statistica SUBSTRACTION del programma Summit 4.3.
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8. IMMUNOFLUORESCENZA

Le tecniche di immunofluorescenza sfruttano l'iazone specifica di un anticorpo con
il rispettivo antigene al fine di localizzare quekimo o descriverne la distribuzione “in
situ” mediante appositi sistemi di rivelazione.

Questa metodica prevede I'impiego di anticorpigenere ricavati dall’espansione di
cellule B in mammiferi (mouse, rabbit, goat, ejcincubati su preparati di cellule

coltivate su vetrini; essi possono essere:

a) MONOCLONALI:
Derivano dall’espansione di un singolo clone linfago seguita dalla produzione di
una popolazione di plasmacellule secernenti questicolari immunoglobuline, che

presentano la peculiare proprieta di riconoscersingolo epitopo.

b) POLICLONALI:
Al contrario dei precedenti, gli anticorpliglonali derivano da piu cloni linfocitari
con conseguente eterogeneita. Un anticorpo pohtdoriconosce differenti epitopi

dell'antigene.

Dopo aver trattato le cellule con una serie di eafig(riportati di seguito), viene
impiegato un anticorpoPRIMARIO diretto contro la proteina di interesse;
successivamente il campione viene incubato con ltten’asoluzione contenente

I'anticorpo SECONDARIO che riconosce I'anticorpo primario.

Gli anticorpi secondari sono marcati con un fluoooco che emette luce ad una
specifica lunghezza d’onda, conferendo una colorezicaratteristica alla preparazione

cui sono stati applicati (Figura 5).
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Antigene
Anticorpo non marcato
Anticorpo marcato

Figura 5.

Ri?:onoscimento antigene-anticorpo alla base dellanmunofluorescenza indiretta.

L’anticorpo primario (non marcato) riconosce I'gane di interesse. Successivamente

I'anticorpo secondario marcato riconosce il comgdeantigene/anticorpo consentendo la

rivelazione dell’antigene stesso.

Dal momento che esistono piu fluorocromi che emmetttuce a differenti lunghezze

d’onda (colori), € possibile impiegare filtri selei sul microscopio a fluorescenza in

modo tale da poter analizzare la stessa seziosgdle o0 lo stesso campione cellulare

con diversi anticorpi.

La scelta del fluorocromo dipende da una seriattiofi quali:

a) la sorgente luminosa: lampade al tungsteno, lamphutgene al quarzo o ad arco di
mercurio;

b) il sistema di rilevazione disponibile;

c) le preferenze o le necessita personali.

L’ uso di anticorpi marcati con fluorocromi presamicuni vantaggi quali la rapidita e la

semplicita d'impiego ed una buona sensibilita. @liasvantaggi si ricorda, ad esempio,

'impossibilita di prolungare l'osservazione dellstesso campo del preparato: la

fluorescenza, infatti, si affievolisce col passdet tempo soprattutto nel caso di taluni

fluorocromi quali la fluoresceina.

E’ necessario, inoltre, 'impiego di anticorpi dirdrollo sia positivi che negativi al fine

di verificare la specificita del'immunocolorazien
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Le cellule sono state seminate su vetrino da 12dndiametro, mantenute in coltura a
37°C per 2 o piu giorni (in base all’esigenza gpernitale); fissate con Paraformaldeide
4% in PBS (Phosphate Buffered Salt Solution) pemifuti a RT (Temperatura
ambiente) e lisate con una soluzione 1% di TRIT@Naqua per 10 min a RT (solo
per antigeni nucleari). | campioni sono stati lascin PBS 1X + 10% HS (Horse
Serum) per 45 minuti o piu a RT, lavati 2 volte d®BS e successivamente incubati
con Anticorpo primario diluito in PBS 1X + 3% HSofwentazione 1:100) per lora a
RT oppure overnight a 4°C. Sono stati effettuaaaggi di 10 minuti in PBS 1X +
3% HS, quindi le cellule sono state incubate conicdnpo secondario Alexa diluito
1:200 con PBS 1x + 1,5% HS oppure con Anticorpcosdario biotinylated pan-
specific per 30 min a RT al buio e successivamsatmposte a 3 lavaggi di 3 min in
PBS 1X. | campioni trattati con Anticorpo secondabiotinylated pan-specific sono
stati incubati con Avidin DCS Fluorescein diluitcb@0 in Hepes 10mM, NaCl 0,15 M
pH 8,2 per 10 min a RT al buio e lavati 3 volte paninuti in PBS 1X; infine i vetrini
sono stati montati con montante acquoso + DAPRllernativa é stata effettuata la
colorazione dei nuclei con Sytox Green : le cellso state incubate comnuM
SYTOX Green in 50 mM Tris pH 7.5 al buio, a RT @€ minuti ed i vetrini montati

con PBS: Glicerolo 1:1.

9. MICROSCOPIA CONFOCALE

Per analizzare i risultati dell'immunofluorescerizatato utilizzato sia un microscopio a

fluorescenza che un microscopio confocale.

Un Microscopio Confocalesi compone di varie parti (Figura 6):

a) Sorgente laser

b) Obbiettivo
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c) Specchio dicroico
d) Diaframma (pinhole)
e) Fotomoltiplicatore

f) Computer

A partire da una Sorgente laser, un fascio di Hisereta colpisce una piccolissima area
del campione da osservare grazie ad un particolaseema dilenti presenti
nell’obbiettiva E’ possibile spostare il punto su cui si € comega la luce laser
attraverso tutto il campo visivo dell’obbiettivottenendo, in tal modo, la scansione di
tutto il piano focale.

L’intensita del fascio di luce incidente puo esseredulata in modo tale che esso sia
sufficiente ad eccitare prevalentemente i fluoradrohe si trovano nel punto di massima
concentrazione del raggio, ovvero nel piano di meskioco dell’'obbiettivo.

Questo sistema e particolarmente utile in quamdoicendo I'eccitazione di fluorocromi
situati in aree aspecifiche, riduce il “rumore @idlo” e la presenza di aloni.

Dopo che il fascio laser ha colpito il campioneJuee fluorescente che viene da esso
emessa, € catturata nuovamente dalle lenti delbopm ed indirizzata al
fotomoltiplicatore per mezzo di urspecchio dicroico.

Dopo aver colpito lo specchio, il fascio luminosaspa attraverso uiaframma (detto
anchepinhole) il quale ha il compito di “ripulire il segnale’atla luce proveniente dalle
zone fuori fuoco illuminate, a loro volta, ancheaasa della rifrazione della luce emessa
dai fluorocromi eccitati all'interno del campion@. questo modo si impedira a segnali
aspecifici di proseguire e di contribuire alla f@zione dell'immagine.

Una volta deviata e corretta, la luce emessa pggiuagere ilfotomoltiplicatore che
funziona rilevando l'intensita luminosa del segnalearrivo e convertendolo in un

segnale elettrico in uscita di intensita proporaien

36



Una volta uscito dal fotomoltiplicatore, il segnadedigitalizzato e successivamente

inviato ad uncomputernel quale e presente un software dedicato alfsindil campioni

per mezzo della microscopia confocale:

>

>

Il software misura I'intensita luminosa punto pengo.
Ogni punto del campione (e quindi ogni valore @mgita misurato) corrispondera

ad un pixel sullo schermo che visualizzera I'imnn&gi

Ogni pixel presentera, a sua volta, un’intensitaaiiore direttamente proporzionale

all'intensita luminosa del punto corrispondente.

L'immagine finale viene visualizzata mediante umbeymo: essa sara il risultato

dell’'accostamento di tutti i pixel ovvero di tutpunti colpiti dal fascio laser.
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Fotomoltiplicatore

h
Luce incidents,

Luce emessa HIL-L .J.-'f .\ i y/. Fluor ocromi non eccitati
|Ilr.f-| i %\ Fluor ocromo ecci tato
Campione | ] | Ll

T VN
‘ ingrandimento del campione
Figura 6.

Principio di funzionamento di un microscopio confoale. A partire da una sorgente
laser, un fascio di luce discreta colpisce unagtissima area del campione da osservare
grazie ad un particolare sistemaetti presenti nellbbbiettiva Dopo che il fascio laser
ha colpito il campione, la luce fluorescente chenei da esso emessa, € catturata
nuovamente dalle lenti dell’obbiettivo ed indirizaaal fotomoltiplicatore per mezzo di
uno specchio dicroicoDa qui il fascio di luce attraversa utiaframma (o pinhole),
giunge affotomoltiplicatoree, dunque, ad ucomputerche lo analizza.

Il microscopio confocale presenta una serie deaitrove funzioni rispetto ai microscopi

tradizionali:
1) Ricostruzione di ummmagine tridimensionale:
vengono analizzati piani focali sempre piu proforafinterno del campione

mediante una serie di scansioni successive ottafallie spostamento del campione

stesso lungo l'asse verticale.
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Il software & capace di sovrapporre precisamerte I scansioni risultanti (definite

Sezioni Ottichein modo da mettere insieme in un’unica immagirté t piani focal

e costruire un volume tridimensionale del soggettesame (Figura 7).

Sezione otlica

pions Singole sezioni ottiche

Figura 7.

Ricostruzione tridimensionale di un'immagine al micoscopio confocale.

2) Una volta ottenuta I'immagine tridimensionale, dfftsvare conserva i dati  relativi
ad ogni sezione ottica e ad ogni singolo pixel epato in essa.
In tal modo €, dunque, possibile modificaredeatteristiche dell'immagine realizzata

(colore, contrasto, etc..) ed ottenered&zione virtualedell’oggetto tridimensionale

ricostruito mediante la scansione.

3) E’ possibile inoltre ottenere una visualizzaziomemiediata della profondita del
volume costruito, usando le opzioni che consentbipwodurre immagini sotto forma

di stereocoppie anaglifi.
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4) Soltanto i software piu complessi possono crearmodello virtualedelle superfici

tridimensionali del soggetto in esame; mediantestgusofisticata opzione risulta
possibile, di conseguenza, eseguire analisi mayich@ o migliorare la veste grafica

dellimmagine con effetti di ombreggiatura.

5) E’, infine, possibile eseguire misurazioni atidali dei soggetti presi in esame
(stereologia) utilizzando le dimensioni dei singpikel e lo spessore delle sezioni

ottiche.

| risultati degli esperimenti presentati in quekteoro sono stati ottenuti con l'uso del
microscopio confocale Leica TCS SP5 dotato di ubiethvo ad immersione 63X. Le

acquisizioni presentate hanno risoluzioni pari 24x1024.

10. REAL TIME PCR

Lo studio della variazione dell’espressione gempievede 4 fasi:

1) Estrazione del’mRNA da campioni cellulari trattatdi controllo;

2) Retrotrascrizione del’'mRNA estratto;

3) Real Time PCR;

4) Analisi dei risultati mediante Metodo d&Ct (Quantizzazione Relativa).

La metodica in oggetto combina, dunque, la PCR Reaé con la PCR Retro
Trascrizionale (RT-PCR) allo scopo di quantificarévelli di espressione di specifici

RNA: la retro-trascrizione (o trascrizione invergapduce, infatti, DNA complementare
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a singolo filamento detto cDNA (complementary DNAantenendo inalterati i rapporti
relativi di concentrazione delle diverse specidideiyA.

In questo modo e stato possibile percid misuraspiessione relativa di determinati geni
in cellule trattate con azacitidina (M rispetto a cellule di controllo non trattate. La

combinazione di queste due tecniche € denomRat®CR quantitativa

L'mRNA é stato estratto e retrotrascritto a cDNAs@toposto a Real Time PCR dai

Preadipociti secondo i protocolli di seguito rifaart

Estrazione mRNA (RNAqueous Kit, AMBION)

Le cellule sono state seminate in piastre di godisé e trattate/differenziate secondo le
esigenze sperimentali; dopo un lavaggio in PB8elrile sono state raccolte in 50I0di
PBS mediante 'uso di uno Scraper; quindi i campgamo stati centrifugati a 3000 rpm
per 5 minuti e poi a 4000 rpm per 3 minuti. In segle cellule sono state lisate in 700
di Lysis/Binding Solution e centrifugate a 14000nrper 3 minuti. Quindi sono stati
aggiunti 700ul di Etanolo al 64%, si € mescolato per inversiditiato in eppendorf di
raccolta e centrifugato a 14000 rpm per 30 secdBdccessivamente I'RNA é stato
lavato con 70Qul di Wash solution 1 e poi centrifugato a 14000 rper 30 secondi,
nuovamente lavato con 5@0 di Wash solution 2/3 e centrifugato a 14000 rpen O
secondi (2 lavaggi); dopo aver centrifugato a veoial000 rpm per 30 secondi, 'RNA é
stato eluito con 8@l di Eluition Solution (pre-riscaldata a 75°C) doaweer centrifugato
a 14000 rpm per 30 secondi. l0di RNA sono stati analizzati in gel di Agarosilo286

e quantificati utilizzando il Lambda DNA (BioLabs)ssia DNA a doppio filamento

isolato da batteriofago Lambda a concentazione (pata a 50Qug/ ml).
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Retrotrascrizione (SuperScript Il First-Strand Syhesis SuperMix for gRT-PCR)
L’'RNA delle cellule trattate e di controllo e stadelezionare e quantizzato utilizzando il
Lambda DNA. In seguito € stata allestita la reagidnretrotrascrizione utilizzando per
ciascun campione i reagenti nelle quantita e matealita indicate dal kit (1Ql di 2X
RT Reaction Mix, 4l di RT Enzyme Mix, RNA fino ad ig, DEPC-treatd water fino a
20 ul); dopo aver mggiuntal (2U) di E.Coli RNase H seguito da incubazioneraGper

20 minuti.

Real Time PCR

L’evoluzione della classica PCR é rappresentatéta d®2CR Real Time che permette
contemporaneamente I'amplificazione e il rilevanoeshe!l’amplificato.

La Real Time misura I'amplificazione in tempo redlgrante la fase esponenziale della
PCR, quando cioe l'efficienza di amplificazione @fluenzata minimamente dalle
variabili di reazione, permettendo di ottenere ltédl molto piu accurati rispetto alla
PCR tradizionale. Questo & reso possibile medidntkevamento di una fluorescenza
che e proporzionale al prodotto di PCR; tale flgoemza, durante ogni ciclo di
amplificazione, puo essere rilevata utilizzandordarcatori fluorescenti il cui accumulo
segue la stessa cinetica della reazione di PCRudsto caso non viene eseguita la corsa
su gel d’agarosio e I'analisi del prodotto di flascenza avviene tramite software gestito
da un computer. Tramite questa tecnica e posdiilguantificazione dell’espressione
genica, l'identificazione del prodotto di amplifmane specifico rispetto a prodotti
aspecifici, 'analisi simultanea di due campionilastessa reazione e l'individuazione di
mutazioni puntiformi.

I metodi comuni di quantificazione includono l'uslelle molecole fluorescenti che si
intercalano con il DNA a doppio filamento (per egsmn SYBR Greel oppure

oligonucleotidi fluorescenti, denominati sonde, aidbridizzano con il DNA (le piu
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utilizzate sono le sondeagMan le sonde peFRET, i molecular beacom gli scorpions

primer).

I SYBR Greereé una molecola fluorescente non specifica chegs bl solco minore del

DNA. All'inizio del processo di amplificazione, lmiscela di reazione contiene DNA

denaturato, i primer e la molecola fluorescentepdbtannealing dei primer, si legano

poche molecole fluorescenti alla doppia elica eadt& I'elongazione si verifica un
aumento di fluorescenza che corrisponde allaumeni®l numero di copie
dell'amplicone, cioé dei prodotti della PCR. La euwidla fluorescente, non essendo
specifica, si lega in modo random a tutte le domsiehe inclusi dimeri di primer ed
eventuali prodotti aspecifici. Tuttavia, considerahe il SYBR Green non fluoresce in

assenza di DNA a doppia elica, se dopo I'amplifizae i campioni vengono riscaldati e

viene registrata la variazione della fluorescenkaasiare della temperatura, si puo

generare una curva di dissociazione (d€tava di Melting, caratteristica di ogni
prodotto di amplificazione. Piu precisamente viglgdinita la temperatura di melting

(Tm) come la temperatura alla quale la meta del DN#osia nello stato a doppia elica e

la meta in quello denaturato. Oan dipende sia dalla lunghezza totale della molecola d

DNA sia dalla specifica sequenza dei nucleotidggai prodotto di PCR corrisponde

pertanto und mcaratteristica.

| vantaggi della Real Time rispetto alla PCR clessiono molteplici:

* la maggiore sensibilita (puo testare con affitl@bfino a 0,5 picogrammi di DNA) e
specificita (dovuta all’appaiamento specifico deinger e della sonda all’interno
dellamplicone);

* la possibilita di monitorare la reazione di PCRmne questa si verifica e registrare
'emissione della fluorescenza durante la reazione;

« permette di acquisire un dato quantitativo cormmpio range (1910’ copie);
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* riduzione dei tempi di analisi e dei rischi dntaminazione, in quanto al termine della
reazione di amplificazione non é richiesta elettre$i o altra manipolazione.
Gli esperimenti di Real Time PCR sono stati effgitsecondo la seguente modalita:
dopo aver sllestita la reazione di Real Time PCiRzzando lo strumento 7500 Fast
Real-Time PCR System ed i reagenti nelle quantit@lle modalita indicate dal kit per
ciascun campione (2pl di SYBR Green qPCR SuperMix for ABI PRISM,d (200
nM) di Forward primer 1QM, 1 pl (200 nM) di Reverse primer 10M, fino a 5l
cDNA e fino a 50ul di Acqua distillata autoclavata); i campioni sostati, quindi,
incubati a 50°C per 2 minuti, a 95°C per 10 mirugier 40 cicli a 95°C per 15 secondi e
a 60°C per 60 secondi. Infine é stata e dopo ldicgtione i campioni sono stati
riscaldati ed e stata registrata la variazione addluorescenza al variare della
temperatura, e stata, pertanto, generata una dirdssociazione per ogni prodotto di
amplificazione incubando i campioni
| dati relativi all’'espressione del gene sono sttcolti in termini di Ct (ciclo soglia) ed
analizzati utilizzando il metodo daAICt ovvero mediante quantificazione relativa con cui
e possibile valutare se un determinato gene € pmeao espresso in due diverse
situazioni sperimentali (per esempio in una colegbulare di preadipociti prima e dopo
il trattamento con 5-azacitidina).
Questa quantificazione viene effettuata paragonand@t delle due situazioni
sperimentali e normalizzando [|'espressione del gestadiato con lo studio
contemporaneo dell’'espressione di un géeisekeepingossia un gene che viene
costitutivamente espresso da una cellula a liveddio-alti (nel caso specifico il gene
dell’'actinaP) la cui espressione € costante e non influenzadtaattamento in studio. In
particolare i Ct dei geni studiati vengono ripartatgene housekeeping calcolanda@t
(delta Ct) per eliminare la variabilita dovuta aktd di avere piu o meno cDNA nel

campione.
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| due ACt ottenuti da ciascuna situazione sperimentale (camepidi controllo e
campione trattato) vengono poi utilizzati per cioe il AACt (delta delta Ct) mentre la
variazione di espressione genica (“Fold-expressibanges”) si calcola utilizzando
'equazione:

X = Z—AACt

dove sex >1 il gene target &€ sovraespressassd € sottoespresso.
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La sequenza dei primers utilizzati in questo stédgbata riportata in Tabella 1.

Tabella 1. Sequenza dei primers utilizzati in Realime PCR.

ACTB-For GGCATCCTCACCCTGAAGTA
ACTpB-Rev AGGTGTGGTGCCAGATTTTC
ADRP-For GAGATGGCAGAGAACGGTGT
ADRP-Rev AGCCCCTTACAGGCATAGGT
Aggrecano-For ACTTCCGCTGGTCAGATGGA
Aggregano-Rev TCTCGTGCCAGATCATCACC
AlkalinePhosphatase-

For TGGAACATTCTGGATCTGAC

AlkalinePhosphatase-
Rev

GAGTGAGTGAGTGAGCAAGG

CD105-For CACTAGCCAGGTCTCGAAGG
CD105-Rev CCCGTTGGGAACTCTAGGA
CD14-For GCTGGACGATGAAGATTTCC
CD14-Rev GGCATGGATCTCCACCTCTA
CD29-For AACCAACCGTAGCAAAGGAA
CD29-Rev CCCCTGATCTTAATCGCAAA
CD31-For CCCGAAGGCAGAACTAACTG
CD31-Rev CAGAAGGGTCAGCAGGACTC
CD34-For AGCCAACGTTTCAACTCCAG
CD34-Rev GAGATGTTGCAAGGCTAGTGC
CD44-For CGATATCCCTCATGCCATCT
CD44-Rev AAGCACAATCCAGGCAACTC
CD45-For TGCAAAACTCAACCCTACCC
CD45-Rev GTGGTTGTCAATGGGGAAAC
CD90-For CTAGTGGACCAGAGCCTTCG
CD90-Rev GCACGTGCTTCTTTGTCTCA
CDKNZ2A-For ATATGCCTTCCCCCACTACC
CDKN2A-Rev GCAGAAGCGGTGTTTTTCTT
CEBRu-For TGGACAAGAACAGCAACGAG
CEBRy-Rev CCATGGCCTTGACCAAGGAG
CEBBR3-For AGAAGACCGTGGACAAGCA
CEBR3-Rev GCTTGAACAAGTTCCGCAGG
CEBPR-For AGAAGTTGGTGGAGCTGTCG
CEBR-Rev GGTATGGGTCGTTGCTGAGT
GLUT4-For GCTACCTCTACATCATCCAGAATCTC
GLUT4-Rev CCAGAAACATCGGCCCA
Leptina-For TCTTGTGGCTTTGGCCCTATCT
Leptina-Rev CCAGTGTCTGGTCCATCTTGGATA
LipoproteinLipasi-For ACTGGTGGGACAGGATGTGG
LipoproteinLipasi-Rev CCGTTCTGCATACTCAAAGTTAGG
Miogenina-For GTGGCCTTCCCAGATGAAAC
Miogenina-Rev CCGGCTTGGAAGACAATCTC
Myf5-For TTCTACGACGGCTCCTGCATA
Myf5-Rev CCACTCGCGGCACAAACT
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MyoD-For GCAGGTGTAACCGTAACC
MyoD-Rev ACGTACAAATTCCCTGTAGC
NANOGcdr-For CAGAAGGCCTCAGCACCTAC
NANOGcdr-Rev ATTGTTCCAGGTCTGGTTGC
NANOGcdrUtr-For TTTGGAAGCTGCTGGGGAAG
NANOGcdrUtr-Rev GATGGGAGGAGGGGAGAGGA
OB-For ACCCCATCCTGACCTTATCC
OB-Rev CCAGGTCGTTGGATATTTGG
OCT4-For AGTTTGTGCCAGGGTTTTTG
OCT4-Rev ACTTCACCTTCCCTCCAACC
Osteopontina-For AGGAGGAGGCAGAGCACA
Osteopontina-Rev CTGGTATGGCACAGGTGATG
Osterix-For GCCAGAAGCTGTGAAACCTC
Osterix-Rev GCTGCAAGCTCTCCATAACC
Perlecano-For TGGCTGACAGCATCTCAGGA
Perlecano-Rev CGATGGAGCGAGTGAAATTCA
Runx2-For GCCTTCAAGGTGGTAGCCC
Runx2-Rev CGTTACCCGCCATGACAGTA
SOX2-For CCTCCGGGACATGATCAG
SOX2-Rev TTCTCCCCCCTCCAGTTC
Sox9-For CCCCAACAGATCGCCTACAG
Sox9-Rev GAGTTCTGGTCGGTGTAGTC
VWEF-For TCGGACCCTTATGACTTTGC
VWF-Rev TTTCCCCAGAGGAGATGTTG

11. WESTERN BLOTTING

a. Preparazione dei lisati cellulari

Sono stati raccolti preadipociti di generazionerd&tati con azacitidina per 96 ore e
cellule di generazione 5 espanse dopo il trattamméwedi paragrafo Trattamento dei
pradipociti con 5-azacitidina).

Per la preparazione degli estratti cellulari Idutelsono state seminate su piastre da 100
X 20 mm alla densita di 9xi@ell/cn? ed al termine del periodo di trattamento sono
state lavate per 3 volte con PBS 1X a 4°C, trasfen eppendorf da 1,5ml e quindi
centrifugate per 5 minuti a 1200 rpm a 4°C. Dop@rasmosso il surnatante, al

precipitato sono stati aggiunti 120ul di buffer Idi (1% v/v Triton-X100, 0.5% p/v
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Sodio Desossicolato, 0,15M NaCl, 10mM Tris-HCI pH,71% cocktail di inibitori di
proteasi (Sigma —Aldrich)) e si & spipettato il ggmne con siringa da insulina con ago
da 29G; successivamente il campione e stato rifugdto 14000 rpm 10 minuti a 4°C.

Il surnatante e stato quindi raccolto per la susigasquantificazione.

b. Quantificazione degli estratti cellulari

Per quantificare le proteine presenti negli estredtiulari e stato utilizzato il BCA
Protein Assay kit (Pierce) che sfrutta il metodéodmetrico dell’Acido Bicinconinico.
Le soluzioni del kit, A (NgCo;, NaHCQ, Tartrato di Sodio, Acido Bicinconinico in una
soluzione 0,1M di NaOH) e B (soluzione al 4% di,8a), vengono miscelate in
proporzione 50:1 rispettivamente per un volumeléirdi 1 ml. E’ stata preparata una
curva di taratura tramite l'utilizzo di campioniastard a concentrazione nota di
albumina sierica bovina (BSA) costruendo 8 puntiOdgfd a 2000ug/ul. Standard e
campioni sono stati quindi aggiunti in volume dpb@lla miscela di reattivi A+B e dopo
agitazione per 30 secondi sono stati incubati 3@uthia 37°C. Dopo raffreddamento &

stata eseguita la lettura allo spettrofotometra lathghezza d’onda di 562nm.

c. Sodio Dodecil Solfato Poliacrilamide Gel Elettoyesi (SDS-PAGE)

Dopo quantificazione gli estratti proteici sonotissgparati mediante SDS-PAGE e sono
stati caricati 5Qg di campione. | campioni sono stati ridotti medkabaggiunta di una
soluzione contenente: 50nM Tris-HClI pH 6.8, 2% SO®% Glicerolo, 5% -
Mercaptoetanolo, 0,03% Blu di Bromofenolo e sudeesgbollizione a 96°C per 5
minuti. Un volume totale di 2@l e stato caricato in gel di poliacrilamide diséoob
costituito da 10 ml di gel Staking (4% Soluzionerikenide/bis-Acrilamide 37:1, 125

mM Tris-HCI pH 6.8, 10% SDS, 100l Ammonio persolfato (APS), 16l TEMED
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(Sigma Aldrich)) e 20 ml di gel Running (10% Soluze Acrilamide/bis-Acrilamide
37:1, 375 mM Tris-HCI pH 8.8, 10% SDS, 70 ul APS,ul TEMED), colato e montato
su cella per elettroforesi VP-140 (Elettrofor). dngpioni sono stati sottoposti ad una
corrente di 60 mA ad Ampere costante per 2 ore endtuti in tampone di corsa
costituito da: 25 mM Tris-HCI pH 8.3, 192 mM Gliein 0,03% SDS. Dopo la
separazione mediante corsa elettroforetica le im®tgono state trasferite su membrana
di nitrocellulosa (GE Amersham) con porosita 0,46 precedentemente idratata con
acqua mQ ed equilibrata in tampone di traferim&fanM Tris-HCI pH 8.3, 192 mM
Glicina, 0,03% SDS, 20% Metanolo per 15 minuti. Gassivamente é stato assemblato
'apparato per il trasferimento che ha previstogknerazione di un campo elettrico
costante ortogonale al gel di 400 mA per un tenfpopoteva andare da 90 a 240 minuti

a seconda dell’analita di interesse.

d. Immunoblotting

La proteina NANOG é stata rivelata incubando la mema di nitrocellulosa per 1 ora
con soluzione al 5% di latte scremato in TBS-T{HICI pH 7.6, NaCl, 0,1% Tween) a
temperatura ambiente. |l giorno seguente la menabéastata posta a contatto con una
soluzione di anticorpo anti NANOG (Santa Cruz Babteology) diluito 1:1000 in una
soluzione al 1% di latte scremato a temperaturaiemt# per 1 ora e 30 minuti. Dopo
aver eseguito un lavaggio da 15 minuti con TBS-Bo®o seguiti altri 3 da 5 minuti, al
termine la membrana e stata posta in incubazion& pea con anticorpo secondario anti
goat-HRP (GE Amersham) 1:25000. Dopo l'incubaziérsato eseguito un lavaggio da

15 minuti con TBS-T a cui ne sono seguiti altrigB8sdminuti.
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e. Rivelazione

Per la rivelazione é stato seguito il protocollonfto dal kit ECL (GE Amersham) che
prevede l'incubazione per 1 minuto della membraoa @,125ml/crh di soluzione di
rivelazione costituita dalle soluzioni A e B in pazione 1:1. Una volta asciugata, la
membrana € stata posta in cella di esposiziorgyial e posta a contatto con una lastra
autoradiografica (GE Amersham) per un tempo da3D aminuti. Successivamente la
lastra impressionata e stata sviluppata tramitebazione in liquido di sviluppo X-

OMAT EX Il e di fissaggio RP X-OMAT LO (Kodak).
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RISULTATI

1. MODELLI CELLULARI DISTINTI DI PREADIPOCITI SONO

COMPARABILI

Allo scopo di studiare I'eventuale ri-modulazionel tenotipo adiposo dopo trattamento
demetilante con azacitidina, abbiamo utilizzato dpgdazioni cellulari di preadipociti
ottenuti da volontari sani, ovvero:

Preadipociti estratti da lipoaspirato (che nel lavchiameremo P0208

Preadipociti commerciabstratti da tessuto adiposo sottocutaneo.

In una prima fase i preadipociti sono stati coliiga vetrino per 48h e successivamente
tali cellule sono state sottoposte ad uno studiocaliatterizzazione fenotipica e
molecolare allo scopo di valutare se entrambi i @llodnostrassero le medesime
caratteristiche e fossero adatti ai nostri scopi.

Sono stati, pertanto, eseguiti saggi citochimiai [ge valutazione dell’espressione di
marcatori specifici (immunofluorescenza indiretémalisi citofluorimetrica) e per la
caratterizzazione del contenuto di lipidi intraakdti (Oil Red O).

Le immagini acquisite al microscopio confocale (Fay 8), hanno evidenziato che i
preadipociti P0208 e quelli commerciali di terzang@zione esprimevano gli stessi
marcatori, ovvero erano entrambi positivi per CD5,1&terol Regulatory Element
Binding Protein (SREBP) e Fattore di fattore di Whllebrand e negativi per altri
marcatori normalmente espressi in cellule stamiaabrionali (OCT-4, Nanog, Sox-2),
cellule staminali mesenchimali (Stro-1), adipocithaturi (ADRP o Adipose
differentiation-related protein, GLUT-4, OB-R o R#iore della Leptina), fibroblasti

(Fibroblast Surface Protein), cellule ematiche (@E) e cellule muscolari liscen{
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actina). La popolazione di preadipociti commerc@kesentava, infine, il Collagene di

tipo | che non era presente nella popolazione téstnal nostro laboratorio.

Preadipociti P0208 Preadipociti commerciali
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Figura 8.

Marcatori espressi in preadipociti P0208 e commerali. | preadipociti (estratti e
commerciali) sono stati coltivati su vetrino perete. Entrambe le popolazioni mostrano
I marcatori CD105, SREBP e Fattore di von Willelotgnosso) e solo i preadipociti
commerciali sono risultati positivi al Collagenetigho I. | nuclei sono colorati con Sytox
green (verde) e le immagini sono state acquisiteuctoobbiettivo 63X. Barra 50m.
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Allo stesso scopo € stata eseguita mediante mmpasottica I'analisi della morfologia
cellulare (Figura 9-a) e successivamente la colonazdei lipidi intracitoplasmatici con
Oil Red O (Figura 9-b); da tali indagini & emerbe entrambe le popolazioni presentano

morfologia di tipo fibroblastoide e lipidi distriltuin sede citoplasmatica.

Preadipociti P0208 Preadipociti commerciali

Figura 9.
Analisi morfologica dei preadipociti P0208 e commaeiali. Microscopia a contrasto di

fase(a) di colture di preadipociti (estratti e commerciaidltivati su vetrino per 48 ore, e
colorazione con Oil Red O (b). Entrambe le popalazi mostrano morfologia
fibroblastoide e vacuoli lipidici intracitoplasmeiti(rosso). | nuclei sono colorati con
ematossilina (blu) e le immagini sono state actpiisbn un obbiettivo 10X. Barra 100

um.
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Tramite analisi citofluorimetrica e stata valutdapercentuale di espressione di vari
marcatori sulla popolazione di preadipociti PO2B®&ygra 10-a) e commerciali (Figura
10-b): CD-14, CD-29, CD-31, CD-34, CD-38, CD-44, @b, CD-71, CD-90, CD-105,
c-kit, CXCR4, HLA-DR.

Tali marcatori risultavano essere espressi in vaeacentuale nelle 2 popolazioni
cellulari che risultavano essere omogenee per quagtiarda il CD29, CD 90 ed il
CD105 (vedi anche Figura 8), ovvero i principalirosdori mesenchimali descritti in

letteratura [49].
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3055 2727
CD38-FITC CD34-FITC
2316 Positivi 23,8% 2045 Positivi 0,8%
£ £
21344 2 1363
5 5]
T2 G311
0 T T ] T T T
100 10 102 103 104 100 101 102 103 104
FL1 Log FL1 Log
Region | Countk | % Hist | %% All | Mean | Reqgion | Countk | %% Hist | %% All | Mean
[] Total 0000 100,00 100.00 741 [] Tokal S0000 100,00 100.00 741
Total 0000 100,00 100.00 9,65 Total 0000 100,00 100.00 7.45
|- Total 11914 100,00  100.00 G657 |- Taotal 419 100,00 100,00 g1.53
2893 2727
CD29-FITC CD90-FITC
2169 Positivi 85,5% 2045 Positivi 91,9%
£ £
21446 2 1363
5 5]
T237 G311
0 T T 0
100 10 102 103 104 100 101 102 103 104
FL1 Log FL1 Log
Region | Countk | % Hist | %% All | Mean | Reqgion | Countk | %% Hist | %% All | Mean
[] Total 0000 100,00 100.00 741 [] Tokal S0000 100,00 100.00 741
Total 0000 100,00 100.00 £5.29 Total 0000 100,00 100.00 9796
|- Total 42761 100,00 100.00 93,14 |- Taotal 45941 100,00 100,00 12586
2857 2857
c-KIT-RPE CD14-RPE
2142 Positivi 0,8% 2142 Positivi 5,7%
£ £
21428 21428
5 5]
144 144
1] T T T ] T T
100 10 102 103 104 100 101 102 103 104
FL 2 Log FL 2 Log
Region | Countk | %% Hisk | % Al | Mean | Reqgion | Countk | %% Hisk | % Al | Mean
[] Total S0000 100,00 100,00 5.95 [] Tokal S0000 100,00 100,00 5.95
Total 50000 100,00 100,00 9.71 Total 0000 100,00 100,00 F.03
|- Total 403 100,00 100,00 Q0. 75 |- Taotal 334 100,00 100.00 F2.76
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2857 2857
CD31-RPE HLA DR-RPE
2142 Positivi 2,1% 2142 Positivi 0,6%
£ £
21428 21428
5 5]
144 144
1] T T T ] T T T
100 10 102 103 104 100 101 102 103 104
FL 2 Log FL 2 Log
Region | Countk | %% Hisk | % Al | Mean | Reqgion | Countk | %% Hisk | % Al | Mean
[] Total S0000 100,00 100,00 5.95 [] Tokal S0000 100,00 100,00 5.95
Total 50000 100,00 100,00 10.72 Total 0000 100,00 100,00 9.36
|- Total 1023 100,00 100,00 143.05 [] Total £99 100,00 100.00 29,76
2857 2857
CXCR4-RPE CD105-RPE
2142 Positivi 0,9% 2142 Positivi 94,4%
£ £
21428 21428
5 5]
144 14 4
] T T T ] T
100 10 102 103 104 100 101 102 103 104
FL 2 Log FL 2 Log
Region | Countk | %% Hisk | % Al | Mean | Reqgion | Countk | %% Hisk | % Al | Mean
[] Total S0000 100,00 100,00 5.95 [] Tokal S0000 100,00 100,00 5.95
Total 50000 100,00 100,00 9.46 Total 0000 100,00 100,00 194,39
|- Total 464 100,00 100,00 2z.81 |- Taotal 47207 100,00 100,00 14Z.66
2857 2857
CD71-RPE CD45-RPE
2142 Positivi 50,1% 2142 Positivi 0%
£ £
21428 21428
5 5]
144 144
1] T T ] T T T
100 10 102 103 104 100 101 102 103 104
FL 2 Log FL 2 Log
Region | Countk | %% Hisk | % Al | Mean | Reqgion | Countk | %% Hisk | % Al | Mean
[] Total S0000 100,00 100,00 5.95 [] Tokal S0000 100,00 100,00 5.95
Total 50000 100,00 100,00 10.08 Total 0000 100,00 100,00 4,99
|- Total 25043 100,00 100,00 63,56 |- Taotal 0 0,00 0.00 0.00
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|- Total

2857
CD44-RPE
2142 Positivi 0%
i
S1428 -
5
144
] T T T
100 10 102 103 104
FL 2 Log
Region | Countk | %% Hisk | % Al | Mean
[] Total S0000 100,00 100,00 5.95
Total 50000 100,00 100,00 9.37
4 100,00 100.00 E27.75

58



b)

2590 2440
CD38-FITC CD34-FITC
1942 Positivi 30.8% 1830 Positivi 34,4%
£ £
51295 1 51220
O O
G4 510
0= 1 T - T T
108 101 102 103 104 108 101 102 103 104
FL1 Log FL1 Log
I Region | Count | % Hisk | %o Al | Mean | I Region | Count | % Hisk | % Al | Mean |
[ ] Total 50000 100.00 100.00 19.56 [] Tokal S0000 100,00 100,00 20.38
Total 50000 100.00 100.00 11.47 Tokal 50000 100,00 100,00 11.47
I 7ot 15390 100,00 100,00 53.03 B Total 17195 100,00 100,00 76.51
27 1791
CD29-FITC CD90-FITC
2085 Positivi 72,9% 1343 Positivi 80,7%
£ £
51390 1 5 895
O O
595 447
] L f ] T ] ‘Lh
108 101 102 103 104 108 101 102 103 104
FL1 Log FL1 Log
I Region | Count | % Hisk | %o Al | Mean | R.egion I Count | % Hisk | %o Al | Mean |
[ ] Total 50000 100.00 100.00 37.55 Total S0000 100,00 100.00 11.47
Total 50000 100.00 100.00 11.47 [ Tatal 50000 100,00 100.00 56,15
I 7ot 36473 100,00 100,00 102.47 I 7ol 40331 100,00 100,00 122,15
2M5 2163
c-KIT-RPE CD14-RPE
1661 Positivi 32,9% 1622 Positivi 30,5%
£ £
51107 51081
O O
5953 540
a4 T I 0 T T
108 101 102 103 104 108 101 102 103 104
FL 2 Log FL 2 Log
Region | Counk | % Hisk | % Al | Mean | Reqgion | Counk | % Hisk | % Al | Mean
[] Total 50000 100,00 100,00 g.61 [] Tokal S0000 100,00 100,00 g.61
Tokal 50000 100,00 100,00 12,75 Tokal S0000 100,00 100,00 24,19
|- Tokal 16463 100,00 100,00 61.65 |- Tokal 15259 100,00 100,00 72,87
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2050 212
CD31-RPE HLA DR-RPE
1960 Positivi 28,8% 1590 Positivi 30,3%
£ £
51040 5 1060
% 5]
320 330+
a4 T T 0 T T
100 10 102 103 104 100 101 102 103 104
FL 2 Log FL 2 Log
Region | Counk | % Hisk | % Al | Mean | Reqgion | Countk | %% Hisk | % Al | Mean
[] Total 0000 100,00 100,00 g.61 [] Tokal S0000 100,00 100,00 g.61
Total 0000 100.00 100,00 12,58 Total 0000 100,00 100,00 10.39
|- Total 14396 100,00 100.00 a5.67 |- Taotal 15137 100,00 100.00 60,76
1516 1516
CXCR4-RPE CD105-RPE
1137 Positivi 33,7% 1137 Positivi 92,2%
£ £
g ™98 5 758+
% 5]
379 379
o T T I‘ 0 i
100 10 102 103 104 100 101 102 103 104
FL 2 Log FL 2 Log
Region | Countk | %% Hisk | % Al | Mean | Reqgion | Countk | %% Hisk | % Al | Mean
[] Total S0000 100,00 100,00 g.61 [] Tokal S0000 100,00 100,00 g.61
Total 20000 100.00 100,00 1999465 Total 0000 100,00 100,00 159222
|- Total 16833 100,00 100.00 £33.58 |- Taotal 46039 100,00 100.00 153.80
25583 2125
CD71-RPE CD45-RPE
1937 Positivi 40,1% 1596 Positivi 30,9%
£ £
51291 51064 -
% 5]
G4 332
1] T T 0 T T
100 10 102 103 104 100 101 102 103 104
FL 2 Log FL 2 Log
Region | Countk | %% Hisk | % Al | Mean | Reqgion | Countk | %% Hisk | % Al | Mean
[] Total S0000 100,00 100,00 g.61 [] Tokal S0000 100,00 100,00 g.61
Total 50000 100,00 100,00 16.11 Total 0000 100,00 100,00 16.79
|- Total 20049 100,00 100,00 79,95 |- Taotal 15451 100,00 100.00 53,78




2106
CD44-RPE
1579 Positivi 31,5%
il
S1053 -
5]
326
0 T T
100 10 102 103 104
FL 2 Log
Region | Countk | %% Hisk | % Al | Mean
[] Total S0000 100,00 100,00 g.61
Total 50000 100,00 100,00 10,93
|- Total 157a7 100,00 100.00 a3.49

Figura 10.
Analisi citofluorimetrica di preadipociti P0208 e @wmmerciali. | preadipociti P0208

(a) e commerciali (b) sono stati coltivati su pleestper 48 ore e sottoposti ad analisi
citofluorimetrica. Entrambe le popolazioni risuléeno essere omogenee per quanto
riguarda il CD29, CD 90 ed il CD105, i principaliancatori mesenchimali. L'indagine e
stata effettuata considerando 50.000 eventi/cefiatemarcatore.

Questi risultati suggeriscono che la popolazionepdiadipociti estratta nel nostro

laboratorio era paragonabile a quella commerciathes entrambe erano idonee per lo

studio presentato in questa tesi.
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2. LA 5-AZACITIDINA NON ESERCITA UN'AZIONE CITOTOSS ICA SuUl

PREADIPOCITI

Le popolazioni cellulari utilizzate per gli espeanti sono state sottoposte a studio della
vitalita in vitro mediante saggio di 3-[4,5-dimetiltiazolo-2-[1]-2 @ifeniltetrazolo
bromuro (MTT). llsaggio di valutazione della vitalita cellulare iftre viene effettuato
mediante incubazione delle cellule con il saleetiaizolo (giallo) per 2,5 ore; durante
questo periodo le deidrogenasi mitocondriali riched suddetto sale a cristalli viola di
formazano che vengono successivamente estratte dadllule e solubilizzati in
isopropanolo acido.

La lettura dei valori di assorbanza a 570nm (OMsda ottica) € correlata alla vitalita
cellulare.

| dati riportati in Figura 11 dimostrano chérattamento con azacitidina 1M per 96h
non influisce negativamente sulla vitalita cellulay ovvero non é citotossigovalori di
assorbanza relativi alle cellule trattate eranaganabili a quelli di controllo a tutti i
tempi analizzati: al termine dei 4 giorni di incamne (t4), dopo una settimana di

coltura in terreno proliferativo (t4 + 1 sett.) @le 2 generazioni successive (G.4-G.5).
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Figura 11.

Saggio di valutazione della vitalita cellularein vitro (MTT). Preadipociti commerciali

di terza generazione, trattati con azacitidingulDper 4 giorni (t4), mantenuti in coltura
per 1 settimana (t4 + 1 sett.) ed espansi doptamanto fino alla quarta (G.4) e alla
quinta (G.5) generazione; a tutti i tempi consitidea 5-azacitidina non ha un effetto
citotossico sulle cellule, ovvero la popolaziorattata con azacitidina (fucsia) presenta
valori di densita ottica (OD) simili a quelli di itvollo (giallo).
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3. LA DEMETILAZIONE DETERMINA LA SOVRA-ESPRESSIONE DEI GENI

OCT-4, NANOG E SOX-2

Sono state successivamente studiate le caratthastienotipiche e genetiche dei
preadipociti di terza generazione esposti alla &#irlina 10uM secondo una precisa
tempistica che é riportata nello schema sottostante

1) Trattamento con azacitidina @i di 48 ore (2);

2) Trattamento con azacitidina 1M di 48 ore T2) + 6 giorni di coltura (per favorire
I'espansione di eventuali nuclei di cellule “ripragimate”);

3) Trattamento con azacitidina M di 48 ore 2) + 6 giorni di coltura + distacco ed
espansione delle cellule fino alla generazione I (scopo di promuovere la
selezione di cellule eventualmente “riprogrammate”)

4) Trattamento con azacitidina|ld di 96 ore T4);

5) Trattamento con azacitidinayld di 96 ore 4) + 6 giorni di coltura;

6) Trattamento con azacitidina i di 96 ore [4) + 6 giorni di coltura in piastra +
distacco ed espansione delle cellule fino alla geziene 5.

Al termine di ciascuna incubazione i campioni seottoposti ad una serie di indagini

citochimiche e molecolari allo scopo di verificafeventuale ri-modulazione del

genotipo/fenotipo adiposo dopo trattamento; oggditgiudio sono stati i geni riportati in

Tabella 2 e caratterizzanti il fenotipo adiposaagrsnale.
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Tabella 2. Geni studiati per la caratterizzazione di Preadipociti mediante Real Time PCR.

Organi- Nome | Identifi Localizza| Gene | mRNA | Regione | Proteina
Gene | -cativo | Nome -zione | inbp | inbp | Codificante
smo Data- | proteina | cromoso CDS in bp
base mica
Gene
NCBI
1) | Homo ADRP 123 adipose | 9p22.1 | 11815 1980 1314 438aa
sapiens| ADFP | NC_000| differentia bp
009.10 tion-
related
protein
2) Homo CD14 929 CD14 5g31.1 1939 |Isol : 1127 375aa
sapiens NC_000| antigen bp |1513 1127 375aa
005 [s02:16
06
3) | Homo CD29, 3688 | integrin | 10pl1l1.2 | 57879 IsoflA: 2396 799aa
sapiens| ITGB1 |NC 000 beta1l bp |[3701 2480 826aa
010.9 Isof1C- 2462 820aa
1:2516 2408 802aa
Isof1C- 2397 799aa
2:2498 2372 790aa
Isof1lD:2
481
IsoflA:2
533
Isof1B:3
388
4) | Homo CD31 5175 |platelet/en 17923 63582 2948 1989 662aa
sapiens| PECAM1 |NC 000 dothelial bp
017.9 cell
adhesion
molecule
5) | Homo CD34 947 CD34 1932 24801/ Isofb :2 987 329aa
sapiens NC- antigen bp |811 1158 386aa
000001 Isofa :2
9 616
6) | Homo CD44 960 CD44 11p13 93533 Isofl :5 2229 743aa
sapiens NC 000 antigen bp [732 2091 700aa
011.8 Isof2 :5 1482 494aa
603 1086 362aa
Isof3 :4 420 140aa
985
Isof4 :4
589
Isof5 :3
969
7) | Homo CD45 5788 | protein | 1g31-g32| 118106Isoflp : 3915 1035aa
sapiens| PTPRC |NC 000| tyrosine bp |5027 3771 1257aa
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001.9 | phosphata Isof3p: 3432 1144aa
se, 4883 105 35aa
receptor Isof2p:
type, C 4544
Isof4:1
019
8) | Homo CD90 234 |Thy-1cell| 11922.3-| 4967 |1791 485 16laa
sapiens| THY1 |NC 000/ surface 923 bp
11.8 antigen
9) | Homo CD105 2022 | endoglin 9g33- | 39691 | 3130 1878 626aa
sapiens| ENG | NM_00 q34.1 bp
0009.10
10)| Homo |CDKN2A 1029 cyclin- 9p21 26740| Isof4:1 522 174aa
sapiens NC_000| dependent bp 151 351 117aa
009.1 kinase Isof3:1 471 157aa
inhibitor 434
2A Isofl:1
160
11)| Homo | NANOG | 79923 |homeobox 12p13.31| 6661 2098 918 306aa
sapiens NC 000 transcripti bp
012.10| on factor
Nanog
12) | Homo OB 3952 leptin 7931.3 | 16351 3426 504 167aa
sapiens LEP  INC 000 bp
007.12
13)| Homo OCT4 5460 POU 6p21.31 | 6326/ losfl:1 1083 36laa
sapiens| POUSF1 INC 000 domain, bp 389 855 165aa
006.1 | class 5, Isof2:1
transcripti 149
on factor
1
14) | Homo Runx2 860 runt- 6p21 2227661sofa:55 1566 522aa
sapiens NC 000 related bp 53 1500 500aa
006 | transcripti Isofb:5 1524 508aa
on factor 487
2 Isofc:57
01
15) | Homo SOX2 6657 | SRY (sex| 3¢26.3- | 2503 | 2503 954 318aa
sapiens NC_000| determini g27 bp
003.1 | ng region
Y)-box 2
16) | Homo VWF 7450 von 12p13.3 | 175797 8833 8441 2813as
sapiens NC_000[ Willebran bp
012 d factor
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Dall'analisi dei dati ottenuti, si € osservato dherattamento con azacitidina 1Pl
modifica lI'espressione genica di entrambe le papoia di preadipociti i geni
marcatori di staminalita (OCT-4, NANOG, SOX2) rigalno, infatti, UP regolati dopo
trattamento demetilante di 48-96h.

La Figura 12 mostra i risultati degli esperimenti Rleal Time PCR relativi alla
popolazione di preadipociti commerciali. La Figdfaeé relativa ai preadipociti P0208.
NANOG-cdfNANOG-cdrUTR si riferiscono allo stesso gene NANOG amplificato
mediante 2 distinte coppie di primers disegnate 2suliverse regioni del gene.
Convenzionalmente i geni UP sono rappresentatisaa, i geni DOWN in verde e quelli
invariati rispetto al controllo in grigio.

Gli studi relativi ai geni OCT-4, NANOG, SOX2. somstati successivamente integrati
con l'analisi di espressione dei seguenti marcat®iiRP, CD 14, CD 29, CD 31, CD

34, CD 44, CD 90, CD 105, CDKN2A, OB, RUNX2, VWEF.

Preadipociti commerciali:

Dalla quantizzazione genica relativa riportata iguFa 12-a appare evidente che 48h di
trattamento demetilante non sono sufficienti adprce una UP regolazione dei geni
OCT-4, NANOG, SOX2.

L’effetto registrato al tempo T2 non esclude, witiache il farmaco abbia avuto effetto
poiché, protraendo la coltura cellulare per 6 giannterreno proliferativo, si osserva

quanto riportato in Figura 12-b, ovvero la UP regane dei geni OCT4, NANOG e

SOX2.

| risultati riportati in Figura 12-c mostrano chespansione della coltura fino alla

generazione 5 non modifica in modo significativespressione genica; permane, infatti,
la sovraespressione dei geni NANOG-cdrUTR e SOX reellule trattate; i livelli di

OCT4 e NANOG-cdr sono, inoltre, prossimi al valdrgcontrollo) in entrambi i casi
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riportati in Figura 12b-c e quindi, pur essendo vaszionalmente rappresentati con
colorazioni diverse, potrebbero in realta riproduar medesima situazione.

E’ possibile pertanto formulare [lipotesi che il &ttamento dei preadipociti
commerciali con azacitidina 14M determina variazioni geniche che si conservand ne
tempo anche dopo sub-coltura (distacchi con tripsirseguiti da coltura delle
generazioni successive) delle cellule trattate

Il prolungamento dell'incubazione con azacitidir@u¥ di ulteriori 48h (periodo totale
di trattamento di 96h, T4) produce effetti decisataeapprezzabili: si verifica, a questo
tempo, un notevole incremento dell’espressionegasii marcatori OCT-4, NANOG,
SOX2 (Figura 12-d).

Dall’analisi dei dati presentati in Figura 12-e, agserva che la coltura di 6 giorni
successiva al trattamento T4 influisce in modo hegasull’espressione dei geni
considerati; tale effetto potrebbe essere detetmiga raggiungimento delleonfluenza
cellulare che attiverebbe fenomeni di differenziamento conseguente perdita della
eventuale pluripotenza acquisita (si noti anch&igura 14-e la UP regolazione della
gran parte degli altri geni analizzati); pertasi@uo ipotizzare che 10 giorni di coltura
totale (4 + 6) oltre a non essere utili alla produane di cellule potenzialmente
pluripotenti, risultano alterare il pattern di espressione tipico della popolazione
cellulare. Tale fenomeno risulta tuttavieansitorio, ovvero risolvibile mediante distacco
e sub-coltura delle cellule (Figura 12-f).

La Figura 12-f rappresenta il profilo di espressi@enica dei preadipociti sub-coltivati
fino alla 5 generazione dopo trattamento; comeusi psservare dal confronto con la
Figura 12-d, gli effetti prodotti dall’azacitidinal tempo T4 (aumento del livello di
espressione dei marcatori di staminalita) sonoonisabili anche nella popolazione

espansa fino a 2 generazioni successive (geneezjon
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Figura 12.

Real Time PCR in preadipociti commerciali (c.) tratati per 48-96 ore e sub-
coltivati. | preadipociti, dopo 48 ore di coltura sono statiubati con terreno contenente
azacitidina 10uM per 48-96 ore (a,d), successivamente coltivati Ggiorni (b,e) ed
espansi ulteriormente per 2 generazioni (ESP), fonmealla generazione 5 (gen.5,c,f) e
sottoposti a Real Time PCR. | geni UP sono rapptesiein rosso, i geni DOWN in
verde e quelli invariati rispetto al controllo ingjo.

Tale osservazione preliminare insieme all’analsnplessiva dei dati prodotti, permette
di concludere chal trattamento di 96h con azacitidina 1@M rappresenta la
condizione migliore per modificare sensibilmente iprofilo di espressione genica dei
preadipociti commerciali. Utilizzando, infatti, tali parametri di trattamento é

possibile:
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a) Produrre cellule che manifestano i caratteri genidella “pluripotenza”;
b) Espandere cellule che mantengono nel tempo ovvesblensuccessive generazioni

il pattern di espressione “staminale”.

Preadipociti P0208

La popolazione di preadipociti P0208 era carattate, invece, da una precoce risposta
al trattamento in quanto gia dopo 48h si osservavaumento di espressione dei geni
OCT-4, NANOG, SOX2 (Figura 13-a).

La successiva coltura in terreno proliferativo (FFag 13-b) non alterava il profilo di
espressione osservato alla fine del trattamento.

Nel caso specifico dei preadipociti P0208 la coldupost-trattamento non influenza
negativamente I'espressione dei marcatori di staalith, ovvero seleziona la
popolazione con il profilo genico specifico dellptripotenza”.

Esaminando i dati riguardanti I'espressione gedielée cellule P0208 espanse fino alla
generazione 5 dopo trattamento T2 (Figura 13-a)pta che la sub-coltura non favoriva
I'espansione delle cellule con caratteristicheldripotenza poiché tutti i geni analizzati
erano DOWN regolati.

Di seguito (Figura 13-d) sono infine mostrati iuttati ottenuti in campioni di
preadipociti P0208 trattati con azacitidinapl®D per 96h (T4). In questo caso
I'estensione del trattamento a 96h non innalzavéivéllo di espressione dei geni
marcatori di staminalita ovver® possibile UP-regolare I'espressione dei geni OLT-
NANOG e SOX2 nei preadipociti umani con un’incubazie anche di sole 48h.

Com’e stato gia osservato per i preadipociti conumér(Figura 12-e), il mantenimento
delle cellule in coltura per 6 giorni dopo il tieattento di 96h (Figura 13-e) influenzava

negativamente I'espressione dei geni responsadila gluripotenza; pertanto anche per i
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preadipociti P0208 si puo ipotizzare ch@ giorni di coltura totale (4 + 6) non sono
utili alla produzione di cellule potenzialmente pluipotenti.

In Figura 13-f & riportato il profilo genico delkellule P0208 trattate per 96h ed espanse
fino alla generazione 5. In conformita a quantoagiaervato per il tempo T2 (Figura 13-
c), anche la sub-coltura dei preadipociti tratter 96h non favoriva I'espressione dei

geni utili alla comparsa delle caratteristiche ldripotenza.
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Figura 13.

Real Time PCR in preadipociti P0208 trattati per 4896 ore e sub-coltivati. |
preadipociti, dopo 48 ore di coltura sono statulvati con terreno contenente azacitidina
10 uM per 48-96 ore (a,d), successivamente coltivati pegiorni (b,e) ed espansi
ulteriormente per 2 generazioni (ESP), cioé finta alenerazione 5 (gen.5,c,f) e
sottoposti a Real Time PCR. | geni UP sono rapptasiein rosso, i geni DOWN in
verde e quelli invariati rispetto al controllo ingjo.
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4. LA 5-AZACITIDINA MODULA L’ESPRESSIONE GENICA GLO BALE

DEI PREADIPOCITI

Ai tempi considerati per I'analisi di espressionéd€T-4, NANOG e SOX-2, sono
stati effettuati esperimenti di Real Time PCR, atwmpo di definire il genotipo dei
preadipociti (commerciali e P0208) dopo coltura4896 ore e trattamento con
I'agente demetilante seguito o non da successikaraed espansione cellulare.
Come mostrato in seguito, l'agente demetilante duatava il genotipo dei
preadipociti commerciali (Figura 14 a-f) e delldule P0208 estratte presso il nostro
laboratorio (Figura 15 a-f) in modo coerente cafaii gia discussi e relativi ai geni
OCT-4, NANOG e SOX-2.

In paricolare €& possibile osservare che allaumetdd geni responsabili della
pluripotenza cellulare dopo 96 ore di trattament preadipociti commerciali
(Figura 12-d) corrispondeva la diminuzione delliesgsione di geni caratterizzanti le
cellule adipose come (ADRP) e “committed” (CD44jneomostrato in Figura 14-d,
situazione che permaneva anche dopo successivasespa delle cellule fino alla
generazione 5 (Figura 14-f).

Allo stesso modo, era possibile indurre una vasi@idel genotipo cellulare, ovvero
una sovraespressione dei geni OCT-4, NANOG e SO(kigura 13-a) e una
riduzione dei marcatori CD 29, CD 105 (Figura 1%eafrattore di von Willebrand

anche con un’incubazione di 48 ore di preadip&i208.
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Figura 14.

Real Time PCR in preadipociti commerciali trattati con azacitidina 1@M. |
preadipociti, dopo 48 ore di coltura sono statulvati con terreno contenente azacitidina
10 uM per 48-96h (a,d) e successivamente coltivati fegiorni (b,e), espansi
ulteriormente per 2 generazioni (ESP-c,f), cioéofialla generazione 5 (gen.5) e
sottoposti a Real Time PCR. | geni UP sono rapptesiein rosso, i geni DOWN in
verde e quelli invariati rispetto al controllo (parl) in grigio.
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Real Time PCR in preadipociti P0208 trattati con aacitidina 10uM. | preadipociti,
dopo 48 ore di coltura sono stati incubati coneteor contenente azacitidina @ per
48-96h (a,d) e successivamente coltivati per 6ngifir,e), espansi ulteriormente per 2
generazioni (ESP-c,f), cioé fino alla generazior{gen.5) e sottoposti a Real Time PCR.
I geni UP sono rappresentati in rosso, i geni DOWMerde e quelli invariati rispetto al

controllo (pari a 1) in grigio.
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5. LA 5-AZACITIDINA INDUCE LA SOVRA-ESPRESSIONE DEL FATTORE DI

TRASCRIZIONE NANOG

Allo scopo di verificare in che modo la variaziotel genotipo cellulare influenzasse il
fenotipo cellulare, e stata valutata I'espressideleFattore di Trascrizione espresso nelle
cellule staminali NANOG mediante Western Blot e Nrcatori di membrana CD14,
CD29, CD31, CD34, CD38, CD44, CD45, CD71, CD90, CRICXCR4, c-KIT, HLA
DR mediante analisi citofluorimetrica.

Per confermare i dati ottenuti in Real Time PCRyeso per verificare in che modo la
variazione del genotipo cellulare modulasse I'esgicme del Fattore di Trascrizione
NANOG sono stati eseguiti saggi di Western Blot.

| preadipociti commerciali di generazione 3 sordtidrattati con I'agente demetilante
per un periodo di 96h; al termine dell'incubaziobestata effettuata I'estrazione e la
quantificazione delle proteine.

Contestualmente la stessa popolazione e stata sespfamo alla generazione 5 e
sottoposta alla medesima procedura di estraziguaetificazione proteica.

L’estratto proteico ottenuto dal campione tratt&odi controllo é stato analizzato
mediante Western Blot (sono state utilizzate paangita di estratto trattato/controllo). |
dati preliminari (Figura 16) confermerebbeta sovreaespressione del fattore di
trascrizione NANOG dopo trattamento di preadipoaibn azacitidina 1M, secondo
quanto gia dimostrato a livello genico in Real TiR€R (Figura 12-d). Dall'analisi degli
estratti proteici ottenuti dai preadipociti di gessgone 5, € possibile confermare che la
up regolazione della proteina NANOG é conservatdlaetesse cellule espanse fino a
2 generazioni successiveecondo quanto gia osservato in Real Time PCR (@&it@Hf).

Al contrario le cellule di controllo NIH3T3 (fibrdasti embrionali murini) non

rispondevano al trattamento con azacitidina.
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Figura 16.

Analisi del Fattore di Trascrizione NANOG mediamiéestern Blot eseguito su cellule
NIH3T3 (Controllo) e su Preadipociti commercialiattati con azacitidina 10/
(Generazione 3, Gen.3) ed espansi dopo trattanfieotalla Generazione 5 (Gen.5).
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6. LE CELLULE ESPANSE DOPO TRATTAMENTO SI SELEZIONA NO PER

MARCATORI SPECIFICI

Allo scopo di studiare il fenotipo cellulare dop@attamento, i preadipociti sono stati
coltivati in presenza di 5-azacitidina per 4 gipalitermine del periodo di incubazione le
cellule sono state marcate con anticorpi coniugafiluorocromi e successivamente
analizzate mediante il citofluorimetro Moflo Higlp&:d Cell Sorter (Dako-Beckmann
Coulter). In particolare é stata valutata I'espimss dei seguenti Marcatori di membrana:
CD14, CD29 (Integring), CD34, CD44, CD45, CD71, CD90, CD105, CXCR4, G-KI
HLA DR. L'analisi & stata effettuata sulla popotaz cellulare vitale, ossia risultata
negativa al 7AAD, reattivo utilizzato per la margat delle cellule morte.

| risultati ottenuti sono stati successivamenteb@iati con l'ausilio di un software
dedicato; sono stati, quindi, calcolati i valori @ubtraction” (la percentuale di
espressione dell’antigene nelle cellule trattagpeaito al controllo). Di seguito sono
riportati i risultati dell'analisi citofluorimetrig relativa ai preadipociti commerciali di
generazione 3 al termine del trattamento (Figunael@opo successiva espansione fino

alla generazione 5 (Figura 18).
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Figura 17.
Analisi citofluorimetrica di preadipociti commerciali (gen.3) dopo 96h di

trattamento con azacitidina 10 uM. Legenda: grigio-controllo (non trattato AZA);
nero-trattato (trattato AZA); rosso-positivi. | daiportati si riferiscono alla subtraction
misurata per ciascun anticorpo, nella regione ixglatlla popolazione discriminata per
marcatura con il 7AAD, sul controllo (non tratta®d@A) ed il trattato (trattato AZA)

corrispondente.
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Figura 18.

Analisi citofluorimetrica di preadipociti commerciali espansi (gen.5) dopo 96h di
trattamento con azacitidina 10 uM. Legenda: grigio-controllo (non trattato AZA);
nero-trattato (trattato AZA); rosso-positivi. | daiportati si riferiscono alla subtraction
misurata per ciascun anticorpo, nella regione ixgadlla popolazione discriminata per
marcatura con il 7AAD (R1 in dot plot FL3 vs SS&)) controllo (non trattato AZA) ed
il trattato (trattato AZA) corrispondente. La regeoR?2 in dot plot (FL3 vs SSC) indica la
popolazione cellulare non vitale.

Allo scopo di comparare il fenotipo delle cellulspanse dopo trattamento con quello
individuato al termine dell'incubazione, sono stalcolati i valori di“subtraction” tra

le popolazioni trattate di generazione 5 e 3 (FAgl®). L’analisi dei risultati ha rivelato
chele cellule espanse dopo trattamento si selezionprogli antigeni consideratiche

possono incrementare la loro espressiamaisura compresa tra il 2,2 % (CD105) ed il

42,2% (CD90).

83



Integrina B — FITC

CD34 - FITC

283 265
2127 195
[ w1
5141— 15132—
L] L] 1
bl 56
] = T — 0 T T
100 101 102 103 104 108 101 102 103 104
FL1 Log FL1 Log
HLA-DR- PE
CD90 - FITC
485 235
371 176
w1 w1
524?'— Eﬂ?— y
5 5
123 55
!
0 ey T 0 T
108 101 102 103 104 108 101 102 103 104
FL 1 Log FL 2 Log
CD14 - PE 35.8% CD44— PE 34.6%
241 237
180 177
i 0
15120- E
= =
G0
] T T . T
100 101 102 103 104 10 101 102 103 104
FL 2 Log FL 2 Log

84



CD45- PE 35.8% CD71- PE 33.1%

Counts

243 267
182 200
i
121 ‘ 5133-
5]
1
G0 BE
0+ . . 0 ! . .
108 101 102 108 104 108 101 102 108 104
FL 2 Log FL 2 Log
CXCR4- PE C-KIT- PE 29.1%
217 234
162 175
i 0
Ema— ' E
5] L]
54
0= T T
108 101 102 108 104 109 101 102 103 104
FL 2 Log

FL 2 Log



CD105- PE 2.2%

104
373
-1|:|3_
279+
)
5185— i
L] !
1
93
o & 1|:||:|_”' -g'l'f' - :
100 101 102 103 104 0 B4 128 192 256
FL 2 Log S2C Lin
Figura 19.

Analisi citofluorimetrica di preadipociti commerciali trattati con azacitidina (gen.5
vs gen.3).Legenda: grigio-controllo (non trattato AZA); netrattato (trattato AZA);
rosso-positivi. | dati riportati (normalizzati) siferiscono alla subtraction Trattato
gen.5/Trattato gen.3 misurata per ciascun anticsiple@ popolazioni nella regione R7
(dot plot FL3 vs SSC), che esclude il detrito.
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7. LA 5-AZACITIDINA PERMETTE DI OTTENERE IN VITRO CELLULE

‘RIPROGRAMMATE" E PLURIPOTENTI

Ci si e proposti, infine, di esaminare la capacitdtidifferenziativa delle cellule ottenute
dopo trattamento con azacitidina, mediante indweidel differenziamento in senso
adipogenico, osteogenico, condrogenico e miogenico.

Le cellule ottenute dopo trattamento con azaciidBono state coltivate in presenza di
specifici fattori differenziativi allo scopo di es@arne la capacita multidifferenziativa.
Al termine del periodo di differenziamento sonotistseguiti saggi citochimici e
contemporaneamente sono stati raccolti i campienilg valutazione dei marcatori di
differenziamento in Real Time PCR.

Per I'induzione del differenziamento adipogeni@céllule sono state mantenute per 48h
in terreno DMEM LG, addizionato con FBS 10%, APS ,61%sulina 1@ug/ml,
Desamatasone uM, Indometacina 60uM. Successivamente al terreno € stata
addizionata Isobutilmetilxantina 0,5 mM fino al 24idrno di differenziamento.

Lo studio del fenotipo adiposo € stato effettuatedmnte immunofluorescenza e
colorazione Oil Red O.

Mediante tecniche di immunofluorescenza sono statitemporaneamente marcati i
lipidi intracitoplasmatici prodotti dalle celluléd germine del differenziamento (Nile Red)
ed i nuclei delle cellule adipose (DAPI); I'osseriane dei preparati citologici € stata
effettuata mediante microscopia a fluorescenzau(gigO a-d) e, ad alto ingrandimento,
mediante microscopia confocale (Figura 21 a-d).

Dall'analisi delle immagini (Figura 20-a, Figura-a] € possibile constatare cle
cellule trattate con azacitidina 1@M conservavano la capacita di differenziarsi in
senso adipogenicoovvero producevano lipidi intracitoplasmatici dogtimolo con
specifici fattori, in maniera analoga alla popoteng di preadipociti di origine dopo

87



stimolo con i medesimi fattori (Figura 20-b, Figu2a-b). Al contrario, i preadipociti
coltivati in assenza di fattori differenziativi, mei differenziavano e non producevano
lipidi indipendentemente dal trattamento con amdioi (Figura 20 c-d, Figura 21 c-d).

Le cellule espanse fino alla generazione rAostravano le medesime caratteristiche
morfologiche e rispondevanonagli stimoli differenziativi adipogenici producendo

lipidi citoplasmaticiin maniera analoga alla generazione 3.
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+ AZA CONTROLLO

DIFF.
ADIPO
a)
NON
DIFF.
C) =i ] d)

Figura 20. Preadipociti commerciali di generazione 3 traitaic) e non trattati (b,d) con
azacitidina 10uM, differenziati in senso adipogenico per 3 settimga-b) e non

differenziati (c-d). Le immagini, acquisite al noscopio a fluorescenza con un
obbiettivo 40X, mostrano campioni citologici in cw@ono stati marcati i lipidi

intracitoplasmatici con Nile Red (rosso) ed i nuclen DAPI (blu). Barra 5@m.
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Figura 21.

Preadipociti commerciali di generazione 3 traitaic) e non trattati (b,d) con azacitidina
10 uM, differenziati in senso adipogenico per 3 settim@-b) e non differenziati (c-d).
Le immagini, acquisite al microscopio confocalencon obbiettivo 63X mostrano
campioni citologici in cui sono stati marcati iitip intracitoplasmatici con Nile Red
(rosso). Barra 5am.
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Lo studio del genotipo adiposo € stato effettuataliante I'analisi di espressione in Real
Time PCR dei seguenti marcatori di differenziameadtpogenico: CEBI/ CEBPS,
CEBPP, Lipoprotein Lipasi (LPL), Leptina (OB) e GLUT-4.

La Figura 22 dimostra chie cellule trattate con azacitidina 1g@M conservavano la
capacita di differenziarsi in senso adipogenjoovvero esprimevano i marcatori genici
dopo stimolo con specifici fattori, in maniera agd alla popolazione di preadipociti
non trattati e stimolati con i medesimi fattori.

Tali risultati sono coerenti con quelli ottenuti amnte | saggi citologici che
dimostravano I'attitudine delle cellule di risponeleagli stimoli differenziativi

adipogenici e di produrre lipidi citoplasmatidndipendentemente dal trattamento con

azacitidina
Real Time PCR : DIFFERENZIAMENTO ADIPOGENICO (Gen.3 )
2,0
4
[
c
5¢
O
53, T . 1 | |=oFF
2a " = = = I [E] [*[L] | |oDFF +aza
s X
@
k=
o
'8
0,0 T T T
CEBP/a  CEBP/§  CEBP/9 OB GLUT4 LPL
Figura 22.

Preadipociti commerciali di generazione 3 trattath azacitidina 1QM e differenziati in
senso adipogenico per 3 settimane (DIFF + azapadgociti di controllo (non trattati
con azacitidina e successivamente differenziati-HDI L'istogramma mostra che le
cellule conservano la capacita di esprimere smécifinarcatori adipogenici
indipendentemente dal trattamento demetilante.
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L’induzione osteogenica é stata effettuata coltikate cellule trattate con azacitidina in
terreno differenziativo costituito da: MEM, FBS 10%PS 1%, Desametasone 100nm,
B-glicerofosfato 10nM, ac.ascorbico-2-fosfato 0,05mM

Al termine dei 21 giorni le cellule sono state gptiste ad una serie di indagini allo
scopo di caratterizzarne il fenotipo e l'attivila. Figura 23 € mostrata la colorazione
delle cellule con Alizarina Red, un colorante daletper il carbonato di calcio e usato
per verificare la produzione di matrice ossea. 'Bxadllisi dei campioni cellulari, si
osserva chele cellule trattate con azacitidina rispondevano dalifferenziamento

osteogenico e producevano piu depositi di calcgpatto al controllo.
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NON
DIFF.
C) =d

Figura 23.

Preadipociti commerciali di generazione 3 tratfaic) e non trattati (b,d) con azacitidina
10 uM differenziati in senso osteogenico per 3 settin@ab) e non differenziati (c-d).

Le immagini sono state acquisite al microscopiccotton obbiettivo 10X e mostrano i

depositi di calcio colorati con Alizarina Red. BafrOOum.

hY

Nei campioni citologici differenziati in senso osgenico & stata valutata, inoltre,
I'espressione della Fosfatasi Alcalina tessuto-fipac che indica l'acquisizione
dell'attivita enzimatica tipica della linea osteogs.

La specifica colorazione mostrata in Figura 24 lexkebbe lapresenza della Fosfatasi
Alcalina nelle cellule trattate con azacitidina e successiente differenziate in senso

osteogenico;tuttavia la valutazione quantitativa dell’enzinra aggetto, eseguita allo
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scopo di misurare I'effettiva variazione di espr@ss tra campioni trattati e di controllo,
ha mostrato che la Fosfatasi alcalina € presententrambi i campioni in quantita

paragonabile (Figura 26).

CONTROLLO

DIFF.
OSTEO

+ AZA
a)- b)-
NON
DIFF.

c) d)

Figura 24.
Preadipociti commerciali di generazione 3 trattafc) e non trattati (b,d) con azacitidina

10 uM, differenziati in senso osteogenico per 3 settienéa-b) e non differenziati (c-d).
Le immagini sono state acquisite al microscopi@otton obbiettivo 10X e mostrano la
colorazione della Fosfatasi Alcalina che indicadlasizione dell’attivita enzimatica
tipica della linea osteogenica. Barra 100.
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Allo stesso modole cellule espanse fino alla generazione 5 rispownaeo agli stimoli
induttivi osteogenici, producevano depositi di dalced esprimevano la fosfatasi
alcalina (dati non mostrati). Per meglio definire il fenatigelle cellule differenziate e
stata, infine, valutata I'espressione di specifroarcatori ossei quali il Runx2,
I'Osteopontina (OPN) e I'Osteocalcina con tecnidhenmunofluorescenza. L'analisi di
immagine ha rivelato che al 21° giorno di differ@mzento osteogenico, le cellule non
esprimevano Runx2 (marcatore precoce di differenerdo); al contrario esse
mostravano i marcatori tardivi Osteopontina (Fig@®) e Osteocalcina (dati non
mostrati). | risultati ottenuti dimostrano cHe cellule trattate con azacitidina si
differenziavano in senso osteogenico ed esprimevanmarcatori Osteopontina e
Osteocalcina.

Le indagini di Real Time PCR hanno, in seguito,samtito di quantificare la variazione
di espressione dei marcatori di differenziamentteargenico tra cellule trattate e di
controllo.
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Figura 25.

Analisi al microscopio a fluorescenza con obbiettdOX di Osteopontina (OPN), in
Preadipociti commerciali di generazione 5 traitafc) e non trattati (b,d) con azacitidina
10 uM, differenziati in senso osteogenico per 3 settienéa-b) e non differenziati (c-d).
OPN é marcata con fluorocromo Alexa 594 (rossaolydlei con DAPI (blu). Barra 50
pum.

Lo studio di espressione ha confermato i dati aguson i saggi citichimici; al 21°
giorno di differenziamento osteogenico si € osderchele cellule di generazione 5
trattate con azacitidina e differenziate sovraespdvano i marcatori Osterix e
Osteopontina(OPN); al contrario non si osservava una rilevante Uidlazione del
Runx2 (marcatore precoce di differenziamento) elad&losfatasi alcalina tessuto-

specifica (Figura 26-a). E’ interessante, infin@tane che l'azacitidina modulava

I'espressione genica principalmente in cellule aspali generazione 5; le cellule trattate
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e differenziate in generazione 3 non presentavenatti, una significativa variazione

genica dei fattori considerati (Figura 26-b).

Real Time PCR : DIFFERENZIAMENTO OSTEOGENICO (Gen.5 )
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Runx2 Osterix Alkaline Ph OPN
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Real Time PCR : DIFFERENZIAMENTO OSTEOGENICO (Gen.3)
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Runx2 Osterix Alkaline Ph OPN
b
Figura 26.

Preadipociti commerciali di generazione 5 (a) egdnerazione 3 (b) trattati con
azacitidina 1QuM e differenziati in senso osteogenico per 3 settien(DIFF + aza) e
preadipociti di controllo (non trattati con azaditia e successivamente differenziati,
DIFF). L’istogramma mostra che le cellule di gez@vae 5 sottoposte a trattamento
demetilante sovra-esprimono i marcatori Osterix @@NO al 21° giorno di
differenziamento.
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In seguito €& stata valutata la capacita della @mpohe ottenuta dopo trattamento
demetilante di produrre condrociti maturi. Per duzione del differenziamento
condrogenico le cellule sono state coltivate per ggdrni in terreno STEMPRO
Osteocyte/Chondrocyte Differentiation Basal Mediuf@IBCO) addizionato con
STEMPRO Chondrogenesis Supplement (GIBCO).

Le immagini acquisite al microscopio confocale (FFeg27) dimostrano chie cellule
trattate con azacitidina rispondevano allo stimoldifferenziativo condrogenico
esprimendo il perlecanoproteoglicano marcatore dei condrociti maturialigamente,
le cellule espanse fino alla generazione 5 rispowaleo agli stimoli induttivi
condrogenici conservando la produzione di perlecgdati non mostrati).

Le indagini di Real Time PCR hanno permesso di detafe lo studio di espressione di
altri marcatori (Sox9 e Aggrecano) e di quantifieata variazione tra cellule trattate e di

controllo.

98



+ AZA CONTROLLO

d)

Figura 27.

Analisi al microscopio confocale di Preadipocitinomerciali di generazione 3 trattati
(a,c) e non trattati (b,d) con azacitidina,ilMd, differenziati in senso condrogenico per 3
settimane (a-b) e non differenziati (c-d). Perlecammarcato con fluorocromo Alexa 594
(rosso), i nuclei con Sytox Green (verde). Le immagono state acquisite con
obbiettivo 63X. Barra 5Qm.

Coerentemente con quanto € stato osservato in @mddiulare, gli studi di Real Time
(Figura 28-a) dimostrano chie cellule trattate con azacitidina rispondevanolal
stimolo differenziativo condrogenico esprimenddPiérlecanoe sovra-esprimendo Sox9

e Aggregandmarcatori dei condrociti).
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Analogamente a quanto osservato per l'induzioneoggnica, le cellule espanse di
generazione 5 mostravano una variazione genicaonpilt significativa rispetto alle

stesse cellule di generazione 3 (Figura 28-b).

Real Time PCR : DIFFERNZIAMENTO CONDROGENICO (Gen.5)
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Real Time PCR : DIFFERNZIAMENTO CONDROGENICO (Gen.3)
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Figura 28.

Preadipociti commerciali di generazione 5 (a) egdnerazione 3 (b) trattati con
azacitidina 1QuM e differenziati in senso condrogenico per 3 s#dtie (DIFF + aza) e
preadipociti di controllo (non trattati con azaditia e successivamente differenziati,
DIFF). L'istogramma mostra che le cellule di gezéae 5 sottoposte a trattamento
demetilante sovra-esprimono i marcatori AggreganoS@&x9 al 21° giorno di
differenziamento.
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E’ stata, infine, valutata la capacita delle celurattate e “riprogrammate” di
differenziare in senso miogenico.

Il differenziamento miogenico e stato ottenuto uedasi: nella prima fase, definita
“induzione”, le cellule sono state coltivate peh48 terreno costituito da DMEM HG,
FBS 20%, APS 1%, 5-Azacitidina (iM; nella successiva fase di “mantenimento” la
coltura cellulare e stata differenziata in DMEM H&BS 20%, APS 1%, Hourse serum
10%, Chick embryo extract 1% fino al 21° Giorno.

L’analisi della morfologia cellulare, effettuatatarmine del periodo di differenziamento,
ha rivelato chda popolazione ottenuta dopo trattamento demetilarg sottoposta a
stimoli differenziativi miogeniciassumeva una morfologia peculiare: si osservava la
formazione dstrutture plurinucleate e fusiformiFigura 29-a, freccia) che esprimevano
specifici marcatori miogenici, quali Myf5, MyoD e Mgenina(Figura 30).

Tali strutture erano presenti anche in campioni noaitati con azacitidina e
successivamente differenziati in senso miogeniae tfenomeno potrebbe essere
legittimato dall'impiego dell’azacitidina nella fagli induzione prevista dal protocollo di

differenziamento in oggetto (sopra descritto).
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Figura 29.
Analisi morfologica al microscopio ottico con obiteo 10X di Preadipociti

commerciali trattati (a,c) e non trattati (b,d) @racitidina 1M, differenziati in senso
miogenico per 3 settimane (a-b) e non differenf@at).
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Figura 30.

Analisi in microscopia a fluorescenza dei marcatdiridifferenziamento miogenico
(Myf5, MyoD e Miogenina) in Preadipociti commergi#dattati (a,c,e,g) e non trattati
(b,d,f,h) con azacitidina 1M, differenziati in senso miogenico per 3 settiméad) e
non differenziati (g-h). Myf5, MyoD e Miogenina smmarcati con fluorocromo Alexa
594 (rosso), i nuclei con DAPI (blu). Le immagimn® state acquisite con obbiettivo
20X. Barra 10Qum.

Anche in quest'ultimo caso lo studio di espressiapica ha confermato che
'azacitidina determinava I'UP regolazione dei geviyf5 e MyoD. Nel caso del
differenziamento miogenico si osserva che lazdicia produceva effetti
sull’espressione genica gia in cellule di genemei® (Figura 31-a), al contrario di

guanto osservato in generazione 5 (Figura 31-b).
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Real Time PCR : DIFFERENZIAMENTO MIOGENICO (Gen.3)
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Real Time PCR : DIFFERNZIAMENTO MIOGENICO (Gen.5)
2.0
[%]
Q
(o]
c
5]
e
O O DIFF
- . I |
s B DIFF + aza
|_>|j x
o
(=]
s
0.0
b) Myf5 MyoD Miogenina
Figura 31.

Preadipociti commerciali di generazione 3 (a) egdnerazione 5 (b) trattati con
azacitidina 10uM e differenziati in senso miogenico per 3 settimdDIFF + aza) e
preadipociti di controllo non trattati con azadiia e successivamente differenziati,
DIFF). L’istogramma mostra che le cellule di gez@vae 3 sottoposte a trattamento
demetilante sovra-esprimono i marcatori Myf5 e Myo@ 21° giorno di
differenziamento.
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| dati finora ottenuti lasciano ipotizzare che #aitidina 10 uM sia in grado di
“riprogrammare” cellule somatiche adulte il trattamento chimico demetilante di
preadipociti estratti da soggetto sano rappreseliber una metodica innovativa in grado
di modulare il genotipo/fenotipo cellulare allo poodi renderlo responsivo a stimoli

induttivi di tipo adipogenico, osteogenico, cond¥nigo e miogenico.
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DISCUSSIONE

Scopo di questo lavoro é stato quello di ottenezkule iPS virus-free utilizzando
un’originale strategia protetta da brevetto intermaale N° PCT/IB2007/002204.

Cellule precursori di tessuto adiposo di soggedtwos(preadipociti) sono state estratte e
coltivate in Preadipocyte Growth Medium. Contempe@nente sono stati acquistati
preadipociti commerciali estratti da tessuto adypgsttocutaneo di soggetto sano e
coltivati secondo lo stesso protocollo.

Tutte le cellule sono state caratterizzate medieinézca di specifici marcatori nucleari,
citoplasmatici e di superficie; a tale scopo @ sivvalsi di una serie di metodiche tra cui
I'analisi citofluorimetrica, saggi citochimici (imomofluorescenza, Oil Red O) e
molecolari. In seguito si € proceduto con il tratémto delle cellule con azacitidina 10
uM per 48-96 ore. E’ stato, quindi, eseguito il dagdi vitalita cellulare (MTT) e la
contemporanea osservazione giornaliera mediantesaigpia ottica per il monitoraggio
della morfologia e della crescita cellulare. Dabga MTT &€ emerso che l'agente
demetilante non esercita un’azione citotossicgpseadipociti.

Sono state, inoltre, realizzate indagini di Reahd@iPCR allo scopo di caratterizzare le
cellule trattate e “riprogrammate” a livello moléam@: € stata, a tal proposito, constatata
la sovra-espressione di geni marcatori di stama&CT-4, Nanog, Sox-2) e la down-
regolazione di geni tessuto specifici.

La successiva analisi effettuata mediante micrdacopnfocale e citofluorimetria ha
permesso di definire le caratteristiche morfologi@h fenotipiche delle cellule trattate
con l'agente demetilante e “riprogrammate”. Dagperimenti effettuati € stato
dimostrato che le cellule trattate con azacitiddn&elezionano per specifici marcatori,
che possono incrementare la loro espressione mrané@mpresa tra il 2,2 % (CD105) ed

il 42,2% (CD90).
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Infine si e dimostrato, effettuando indagini cedhile molecolari, che I'azacitidina € un
agente capace di riprogrammare preadipociti umargellule pluripotenti, ovvero in
precursori capaci di differenziare in cellule detduto osseo (che producono depositi di
calcio e positive ai marcatori Osteopontina e QO=tlmna), del tessuto cartilagineo
(Perlecano, Aggregano e Sox-9 +) e del tessuto alarec(Myf5, MyoD e Miogenina +).
L’analisi di espressione condotta mediante RealeTRCR ha confermato che le cellule
“riprogrammate” e differenziate in senso osteogenicondrogenico e miogenico
sovraesprimono i marcatori tessuto specifici cosrsit.

Tali risultati alimentano significative speranzeottienere fonti alternative di popolazioni
cellulari da destinare alla Medicina rigeneratiVafatti, la riprogrammazione di una
cellula somatica (quale ad esempio un preadipoaitiadiante trattamento demetilante,
rappresenterebbe un’importante soluzione al probletalla scarsitd dei donatori e
consentirebbe di accedere ad una fonte inesaurbileellule staminali autologhe di
facile reperibilitd e di alcuna problematicita atid'uttavia lo studio dei meccanismi di
riprogrammazione costituisce un’area di recent@exta e quindi molto lavoro & ancora
necessario per ottimizzare la strategia per la ymote di cellule iPS, per la loro
caratterizzazione, nonché per il relativo impieg@ampo clinico. Inoltre la dinamica del
meccanismo di riprogrammazione deve essere ulteeiore studiata: un elevato numero
di copie dei geni codificanti i fattori di trasdoene coinvolti nel de-differenziamento ed
elevati livelli dei rispettivi prodotti proteici s®m stati osservati nelle cellule
riprogrammate [50]; tuttavia, & stato dimostrate clon sono necessari alti livelli di tali
fattori per il completamento del processo di ripesgmazione e cio suggerirebbe che
essi possano essere sostituiti con metodi alterpatome l'introduzione di piccole

molecole che possano imitare la loro attivita.
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L'uso di piccole molecole permetterebbe di riddergoreoccupazioni relative all'uso di
materiale genetico virale che potrebbe integragiercellule utilizzate per i trattamenti
clinici, portando potenzialmente allo sviluppo airori [51-52].

L’incertezza sulla sicurezza clinica delle celldl@rogrammate € anche potenziale fonte
di preoccupazione: le cellule normalmente accunwlarutazioni nel corso della loro
vita e, a maggior ragione, le iPS (che possonoceaaectumulato molte mutazioni nel loro
genoma) potrebbero potenzialmente contribuire gkamerazione di anomalie dello
sviluppo. Pertanto devono essere osservate misusalvhguardia adeguate al fine di
garantire che le popolazioni di cellule iniettatme adatte e sicure per l'uso clinico.

La tecnologia delle cellule iPS potrebbe comunqueesare numerosi ostacoli tra cui
guelli collegati all'impiego di ESC, ovvero la reaze immunitaria dopo il trapianto e le
preoccupazioni etiche riguardanti I'impiego di embr umani. Il potenziale della
tecnologia per la produzione di cellule iPS & ergrma essa € ancora nella sua prima
fase di sviluppo. Per realizzare la piena applmaeidelle cellule iPS, sara essenziale
migliorare le metodologie per la loro produzionepeecisamente occorrera ottenere
cellule con metodiche innovative e valutare la igzma e I'efficacia di ogni clone e
subclone prodotto.

La produzione di cellule iPS virus-free si poneindu nell'ottica di superare i limiti
attualmente presentati da tale tipologia cellu{fagotenziale oncogenicita, la sicurezza
e l'efficacia, ecc..) e di ottenere una valida Iuzmne di patologie collegate a danni
tissutali mediante l'ausilio dell’Ingegneria deisbeti e dei Trapianti e, piu in generale,

della Medicina Rigenerativa.
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