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(57) Rezumat:

Inventia se referd la o metodd cu aplicabilitate in
tratamentul personalizat al diabetului care implica
stimularea procesului de maturare a celulelor pancrea-
tice obtinute prin transdiferentierea celulelor hepatice.
Metoda, conform inventiei, consta in cultura tridimensio-
nala a celulelortransdiferentiate provenite de la pacienti
diabetici, in mediu de cultura DMEM cu 1 g/L glucoza,
la care se adauga 2 mM L-glutamind, intr-un bioreactor
rotativ cu doué porturi, cu volum total de 300...500 ml,
la temperatura de 37°C, umiditate de 95% si viteza de
rotatie 25 rpm, timp de 72 h, respectiv, 8 zile, utilizand
suprafete cu adrenta scézuta, cu monitorizarea zilnica
a aspectului, integritatii si viabilitatii clusterelor celulare
si prin nivelul expresiei genelor specifice celulelor

netratate. Nivelul de expresie al clusterelor de celule
pancreatice a fost comparat cu cel al celulelor netratate
sau celulelor transdiferentiate in cultura aderenta (2D)
drept control. Rezultatele sugereaza ca aceasta metoda
promoveaza maturarea celulelor endocrine pancreatice
generate prin diferentierea celulelor hepatice. Nivelul de
maturare a celulelor endocrine pancreatice este deter-
minat prin analiza nivelului de expresie genica a
markerilor specifici celulelor endocrine pancreatice
mature.
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UTILIZAREA UNUI BIORECTOR ROTATIV PENTRU STIMULAREA PROCESULUI DE
MATURARE A CELULELOR PANCREATICE OBTINUTE PRIN
TRANSDIFERENTIEREA CELULELOR HEPATICE

Prezenta inventie face referire la o metoda de utilizare a unui bioreactor rotativ in conditii
predefinite de cultura 3D pentru stimularea procesului de maturare a celulelor pancreatice obtinute

prin transdiferentierea celulelor hepatice.

Pancreasul endocrin, care reprezintd aproximativ 1-2% din masa pancreatica totald, are drept
unitate morfo-functionala insula Langerhans. Mai multe tipuri celulare cu functii diferite intrd in
componenta insulelor Langerhans. Printre acestea, cele mai numeroase sunt celulele B, care
reprezintd 57.1% din totalul celulelor pancreatice. La nivelul celulelor B are loc productia si
secretia de insulind, ca raspuns la factori multipli, in principal nivelul seric crescut de glucoza, dar

si anumiti aminoacizi, gliceraldehide sau acizi grasi liberi (Eriksson, si altii, 2013).

Disfunctiile la nivelul insulelor Langerhans determind aparitia diabetului. O serie de forme
anatomo-clinice distincte pot fi incluse in aceasta arie patologica. Dintre acestea, diabetul zaharat
tip I, sau insulino-dependent, afecteazd 5-10% din totalul pacientilor diabetici (Mezza, si altii,
2014). Diabetul tip | se caracterizeaza etiologic prin distructia specifica a celulelor B pancreatice,
fira o afectare a celorlalte tipuri celulare din cadrul insulei Langerhans. Procesul de distructie are
la baza o reactie auto-imund, care face ca organismul sd perceapa ca structurd strdind celulele

producitoare de insulind si si le distruga.

Optiunile terapeutice standard in acest moment vizeazad aportul extern de insulind, prin injectii
administrate zilnic. Arii de cercetare inovative includ transplantul de insule pancreatice, sub forma
unui allotransplant, cu donator insular cadaveric sau xenogrefe insulare de la anumite specii
animale, in principal bovine sau porcine (Figliuzzi, si altii, 2005) (Zhu, Wang, Yu, & Wang, 2014).
Réaman insa constrangeri importante, legate de numaérul mic de organe disponibile pentru transplant
de la donator cadaveric, variabilitatea si cantitatea micid de insule pancreatice obtinute prin
disociere, dar si lezarea fizicd si mecanica a structurilor celulare ca urmare a procedurilor incluse

in procesul de izolare. Fiind vorba de hetero- sau xeno- transplant, raspunsul imun al gazdei
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ramane un aspect esential de luat in considerare, iar necesitatea tratamentului imunosupresor post-

transplant este corelaté cu efecte adverse semnificative.

In acest context, in ultimii ani s-au intensificat cercetdrile in domeniul obtinerii de celule
pancreatice autoloage, iar transdiferentierea din celule hepatice s-a impus ca o optiune viabila
(Meivar-Levy & Ferber, 2019). Desi principiile fundamentale sunt larg intelese, prioritatea in acest
context riméane punerea la punct a unor protocoale fiabile, care sa asigure proliferarea i maturarea
rapida si completd a celulelor endocrine pancreatice derivate prin transdiferentierea celulelor

hepatice.

Cu exceptia situatiilor specifice in care se fac mentiuni explicite, toti termenii tehnici si stiintifici
utilizati in descrierea prezentei inventii au intelesul comun atribuit in domeniul de expertiza la care
fac referire. Desi materiale si metode similare sau echivalente celor descrise mai jos pot fi utilizate
in practica pentru testarea si utilizarea curentd a prezentei inventii, materialele si metodele adecvate

sunt cele descrise in prezentul document.

Toate publicatiile si referintele utilizate au fost incluse in text cu date de identificare complete.
Descrierea materialelor si metodelor intrebuintate, precum si exemplele incluse au rol ilustrativ si
nu sunt menite s fie limitative. Pe 1dnga cele mentionate explicit, alte functionalitati si avantaje

ale prezentei inventii pot deriva din descrierea detaliata furnizata.

Echipa are experientd anterioard solidd in domeniu, reflectat si in lista de patente detinute cuprisa

mai jos.

Nr. | Titlu Inventator Data publicarii | Numarul de

Crt. inregistrare

1. Methods of Sarah FERBER, |24  Septembrie | US
transdifferentiation Tel Aviv (IL) 2020 2020/0297777
and methods of use thereof Al

2. Transdifferentiated cell Sarah FERBER, | 7 Mai 2020 uUsS
populations and methods of | Tel Aviv (IL) 2020/0140825
use thereof Al
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Cell populations, methods of
transdifferentiation and

methods of use thereof

Sarah FERBER ,
Tel Aviv (IL)

29  Noiembrie
2018

us 2018 /
0340146 Al

Methods of inducing Sarah FERBER, | 1 Noiembrie | US 9.481,894 B2
regulated pancreatic Tel Aviv (IL) 2016
hormone production in non-
pancreatic islet tissues

5. Methods of inducing Sarah  Ferber, | 27  Decembrie | US
regulated pancreatic Ramat Hasharon | 2012 2012/0329710
hormone production in non- | (IL) Al

pancreatic islet tissues

6. Method of inducing

JP2011-68660 A
2011.4.7

Sarah Ferber (IL) | 7 Aprilie 2011
regulated pancreatic
hormone production in non-

pancreatic islet tissue

Scopul inventiei este de a proteja o metoda de culturd 3D intr-un bioreactor rotativ care asigura
maturarea celulelor endocrine pancreatice generate prin transdiferentierea celulelor hepatice.
Procesul de maturare celulara la nivelul pancreasului endocrin este deteerminat prin nivelul
relativ de expresie genica al markerilor exprimati in mod natural de celula matura din insula
Lanherhans. Punerea la punct a unor protocoale care si optimizeze fiecare etapa din procesul de
obtinere de celule autoloage cu potential de suplinire a functiei endocrine pancreatice reprezinta
o prioritate actuala in planul cercetérii terapiei personalizate a diabetului zaharat.

Procesul de transdiferentiere reprezinta reprogramarea directd de celule adulte, fara interpozitie de
stari intermediare de pluripotenta, prin transformarea unui tip celular intr-un tip celular distinct, cu

fenotip si functie specifice (Graf, 2011).

Modelul de transdiferentiere utilizat in descrierea inventiei vizeaza utilizarea de factori de
transcriptie pancreatici, introdusi la nivel celular prin transfectie cu adenovirusuri recombinante

(Berneman-Zeitouni, si altii, 2014). Acestea au rolul de a induce modificari epigenetice la nivelul

ADN-ului celulei gazda, determinind exprimarea unor gene altfel inactive. D¢

. . . iy . o oS
interventia acestor factori de transcriptie este punctuala si de scurta duraté, efecty '
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insd unul ireversibil (Meivar-Levy & Ferber, 2006). In cazul de fatd, celulele hepatice, care au
aceeasi origine embriologicd cu cele pancreatice, prezintd si avantajul unui numir mare de
receptori adenovirali la nivelul membranei plasmatice, ceea ce face ca infectia cu adenovirusul

recombinant si fie eficientd (Arnberg, 2012).

Prima etapa in protocolul de transdiferentiere este reprezentatd de obfinerea biopsiilor hepatice.
Cu o greutate de 1-2 g, acestea sunt sectionate inifial in portiuni de 1-2 mm diametru. Izolarea
hepatocitelor se realizeaza mai apoi urméand procedura descrisa anterior (Kim, si altii, 1995) (Sapir,
si altii, 2005). Procesul de digestie a tesutului se efectueaza folosind colagenaza tip 1 0.03% pentru
20 de minute la 37°C. Mediul de cultura folosit este reprezentat de DMEM cu 1g/L glucoza, cu
aditie de 10% ser FBS, sub protectie antibiotica si antifungica prin addugarea de penicilind 100 pg/
ml, streptomicind 250 ng/ml si amfotericina B. Se utilizeaza pentru culturd plici cu invelis de
fibronectind (3 pg/cm?), la o concentrafie de 1-2 x 10° celule/ml. Culturile celulare sunt pastrate in
incubator, cu atmosfera de 5% COz si 95% aer, la temperaturd de 37°C. Schimbarea mediului se
realizeazd zilnic in primele trei zile, in vederea indepartérii celulelor non-aderente. Rata de
multiplicare celulara este monitorizatéd pentru a asigura un numar de celule suficient de mare pentru

crioprezervare si utilizare 1n aplicatii ulterioare.

Urmatoarea etapi este reprezentatd de procesul de infectie cu adenovirusuri recombinante, care
asigura expresia factorilor specifici de transcriptie. Acestea au rolul de a asigura expresia ectopica
a factorilor de transcriptie pancreaticé la nivelul celulelor hepatice. Rata de eficientd a infectiei
adenovirale a celulelor hepatice devine astfel un factor determinant al succesului procesului de
transdiferentiere pancreatica. in acest sens, se impune monitorizarea acestui parametru in cadrul

protocolului de cercetare.

Pentru procesul de inducere a transdiferentierii in vitro, mediul de cultura ales este reprezentat de
DMEM cu 1 g/L glucoza, la care se adaugd 2 mM L-glutamine, 10% FBS si amestecul antibiotic/
antifungic penicilind/streptomicind/amfotericind, 10 mM nicotinamida, 20 ng/ml EGF si 5 nM
exendini-4. Densitatea celulard optima este de 10 000 celule/ cm?. Studii anterioare ale grupului
(Berneman-Zeitouni, si altii, 2014) au pus in evidenta ca factori determinanti pentru acest proces
nu doar prezenta si expresia acestor factori de transcriptie, ci i stricta succesiune temporald a

etapelor implicate. Astfel, secventa de transfectie include:

d
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- Timp 0: 1000 MOI Ad-PDX-1 si 250 MOI Ad-NEUROD1
- Dupa 48 de ore: numararea celulelor si transfectia cu 50 MOI of Ad-MAFA; repunere in
culturd in aceleasi conditii descrise anterior

- Dupé 72 de ore: determinarea nivelului de expresie genica

Pentru analiza expresiei genice, metodologia este cea descrisd anterior in publicatiile din
laboratorul Prof. Ferber (Sapir, si altii, 2005). ARN-ul total este izolat din celule, cu obtinerea
succesivd a ADNc utilizat in reactia de RT-PCR cantitativ. Setdrile procesului de amplificare
includ initierea la 50°C pentru 2 minute si denaturarea la 95°C pentru 10 minute, urmate de 40 de
cicluri, fiecare dintre acestea cu denaturare la 95°C pentru 15 secunde si anelare la 60°C pentru 1
minut. Analiza expresiei relative se realizeaza dupd metoda Cr comparativ, folosind formula 2-

AACtcu normalizare la nivelul de expresie al B-actinei sau TBP.

Dupa determinarea nivelului de expresie genicd, celulele transdiferentiate astfel obtinute sunt
pastrate in culturd. Studii anterioare realizate utilizind celule embrionare sau celule stem
pluripotente (Bose & Sudheer, 2016) au aritat in acest sens superioritatea culturilor 3D, care
permit cresterea numarului de interactiuni inter-celulare si 0 mai buna proliferare i maturare a

celulelor endocrine pancreatice.

Inventia prezentatd urmeaza directia definirii conditiilor de culturd 3D care sd permita definitivarea
procesului de maturare a celulelor pancreatice obtinute prin transdiferentierea celulelor hepatice.
in acest scop, definim conditiile de lucru intr-un bioreactor rotativ cu proprietiti specifice. De
asemenea, ilustrdm eficienta acestei proceduri prin analiza nivelului de expresie genica a unor

markeri specifici celulelor pancreatice mature.

Bioreactorul utilizat este PRB 0.5 MAG (PBS Biotech®). Dimensiunile acestui tip de bioreactor
sunt de 13.3/ 16.3/ 15.5 cm, iar acesta poate asigura viteze de rotatie verticald cuprinse intre 5 si
100 RPM, cu o posibilitate de ajustare find de = 1 RPM. Dispozitivul este versatil si din punctul
de vedere al temperaturilor de lucru, ce pot fi incluse in intervalul 16-40°C, si al umiditatii- 0-
100%. Pentru transdiferentierea celulelor hepatice in celule pancreatice, bioreactorul ales are doua

porturi, ceea ce permite un volum total de lucru de 300-500 mL. Schimbul de gaze este controlat

de un filtru de 0.22 pm, situat in capacul portului. Lista completa de specificatii ale bioreactorului
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cercetdrii noastre, parametrii de functionare au inclus o temperatura de 37°C, umiditate de 95%, si

o viteza de rotatie 25 RPM.

Noutatea inventiei vine din utilizarea acestui tip de dispozitiv pentru o aplicatie originald, si anume
maturarea celulelor hepatice trasndiferentiate in culturd 3D a clusterelor de celule pancreatice
transdiferentiate din celule hepatice (denumite si ,,sferoide”, ,,celule sferoide” ,,colonii de celule 3D”).
De asemenea, s-a demonstrat eficienta transdiferentierii prin evaluarea nivelului de expresie genica a
factorilor endogeni pancreatici NKX6.1 si GCG in celulele TD din sistemul tridimensional PBSmini cu
ajutorul gRT-PCR.

Mediul de cultura utilizat nu include FBS, iar suprafata non-aderenta si conditiile de mediu controlate
strict de la nivelul bioreactorului sunt factorii care stimuleazi proliferarea celulard si formarea de
clustere. Numarul crescut de interactiuni inter-celulare contribuie astfel la cresterea gradului de
maturare a celulelor pancreatice, aspect corelat cu o functionalitate crescuté si un potential impact clinic

superior.

Aplicabilitatea inventiei a fost demonstratd printr-un studiu desfasurat in cadrul proiectului
Diacure (ID P _37 794 — cod MySMIS 106897), Universitatea Titu Maiorescu, Bucuresti.
Prelevarea si prelucrarea probelor de tesut hepatic s-au ficut dupa obtinerea acordului instituional
pentru realizarea cercetdrii, in toate centrele implicate din Romania, Israel si Korea. Biopsiile
hepatice au provenit de la 25 de pacienti cu vérste cuprinse intre 2 si 79 de ani, diabetici sau non-
diabetici. Pacientii adulti si apartindtorii pacientilor minori au semnat consimtdmant informat
inaintea includerii in studiu.

Dintre donatorii inclusi, 14 pacienti (56%) sunt barbati, iar 11 (44%) sunt femei. Sapte pacienti
(28%) sunt copii, 8 pacienti (32%) au varste intre 18 si 40 de ani, in timp ce 10 donatori (40%) au
varste peste 60 de ani. Au fost inclusi atét pacienti diabetici (36% din totalul celor inclusi, respectiv
50% dintre adulti), cat si pacienti cu valori glicemice normale. Dintre donatorii diabetici, 6 aveau
diabet zaharat tip 2 (33% din grupul pacientilor adulti, 24% din totalul pacientilor din studiu), in
timp ce 3 pacienti aveau diabet zaharat tip 1 (16.6% dintre adulti, 12% din totalul celor inclusi in

studiu).

Biopsiile hepatice au fost prelevate si prelucrate conform protocolului descris a

altii, 2005). Rata de multiplicare celulard a acestora a fost monitorizatd pana
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timpul de dublare mediu fiind calculat pentru pasajele 2-10. Valorile au variat intre 2.47 + 0.57
zile si 8.47 + 3.83 zile, cu o valoare medie pentru grupul testat de 5.03 £ 1.65 zile. Toate cele 25
de biopsii hepatice ale pacientilor inclusi in studiu au avut rate de proliferare celulara

corespunzitoare in cultura.

Urmitoarea etapd a fost reprezentatd de procesul de infectie cu adenovirusuri recombinante. Pentru
a evalua eficienta acestui proces, s-a determinat intr-o primé etapa rata generald de infectie
adenovirala. Criteriile de analiza au inclus varsta donatorului, sexul, precum si statusul metabolic-
pacienti diabetici si non-diabetici. in acest scop a fost ales Ad-CMV-eGFP, un adenovirus
recombinant care are la nivelul regiunii promotoare CMV GFP, marker fluorescent care permite
identificarea cu usurintd In microscopie cu faza de contrast a celulelor infectate viral. Doza de
adenovirus a fost incrementata treptat pe parcusul a 5 zile, iar rata de infectie a fost determinata la
finalul acestei perioade. Valoarea acesteia a fost cuprinsa intre 50 + 9.8% celule pozitive, in cazul
utilizarii unei doze de adenovirus de 500 MOI, si 86.1 £ 7.6%, pentru 1300 MOI. Nu au existat

diferente semnificative statistic intre grupurile de donatori, conform criteriilor predefinite.

Pentru a putea evidentia superioritatea metodelor de mentinere in cultura 3D, am utilizat celulele
transdiferentiate provenind de la 12 pacienti adulti, diabetici sau normoglicemici. Pentru aceste
celule, am utilizat in paralel doua conditii diferite de culturd, metoda clasicd 2D, cu aderenta la
substrat, si 3D, cu utilizarea unor suprafete cu aderenta scézutd. Cultura 2D s-a realizat in mediul
anterior descris, cu includere de 10% FBS, in timp ce pentru celulele non-aderente s-a optat pentru
un mediu fard ser. De asemenea, s-au folosit drept control celule netratate cu factori de

transdiferentiere.

Pentru cultura 3D in bioreactorul rotativ, aspectul clusterelor celulare a fost monitorizat zilnic, cu
evaluarea integritatii si viabilitatii. Figura 1 prezinta aspectul specific al unui astfel de stoc celular,
pentru care au fost utilizate conditiile descrise anterior (Aspectul stocului celular transdiferentiat
cu ajutorul factorilor Ad5-CMV-PDX1, Ad5-CMV-MafA, Ad5-CMV-NeuroD1 in culturd tri-

dimensionald in bioreactor rotativ la 72 de ore- A, respectiv 8 zile- B).
In urmitoarea etapd de analiza, a fost evaluat comparativ eficienta procesului de transdiferentiere,
4 [
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tridimensionala au fost considerate dou conditii. Mai intdi a fost inclus un stoc celular pe substrat
non-aderent de polihidroxietilmetacrilat (polyHEMA), iar mai apoi celule mentinute in
bioreactorul rotativ. Rezultatele aratid cid utilizarea unor conditii de culturd non-aderente, in
bioreactor rotativ, cu stimularea formérii de cluster celulare, fard FBS adiugat, creste expresia
ectopica a factorilor de transcriptie pancreaticd (Figura 2- Expresia genica determinata prin qRT-
PCR a factorilor ectopici de transcripfie pancreatici PDX1, NeuroD1 si MafA in celule
transdiferentiate mentinute in sistemul tridimensional PBSmini (cu evolutia lor in timp), comparat
la 5 zile de culturd cu sistemul bidimensional si sistemul tridimensional standard cu PolyHEMA .
Probele au fost normalizate la tesut pancreatic, TBP s-a folosit ca gend housekeeping. Axa Y-
nivelul relativ de expresie genica al factorilor PDX-1, NeuroD1 si MAFA. Formarea sferoidelor
pe sistem tridimensional cu PolyHEMA sau cu sistemul PBS mini (cu evolutia lor in timp), a avut
loc consecutiv infectiei cu Ad-MafA. Mediul a fost completat cu 10% ITS in locul solutiei de 10%

ser fetal bovin).

Efectele semnificative ale utilizarii unui mediu de culturd 3D, cu ITS, intr-un bioreactor rotativ,
sunt evidente si in analiza gradului de maturare celulara post-transdiferentiere, evaluat prin nivelul
relativ de expresie genicd a unor markeri specifici celulelor mature din insulele Langerhans, si
anume NKX6.1 si GCG (Figura 3- Determinarea nivelului relativ al expresiei genice prin qRT-
PCR pentru factorii pancreatici endogeni NKX6.1 si GCG in celule transdiferentiate mentinute in
sistemul tridimensional PBSmini (cu evolutia lor in timp), comparat la 5 zile de cultura cu sistemul
bidimensional si sistemul tridimensional standard cu PolyHEMA. Probele au fost normalizate la

tesut pancreatic. Axa Y- nivelul relativ de expresie genica al factorilor NKX6.1 si GCG).

Pentru evaluarea functionald, agregatele au fost colectate si transferate la nivelul inserturilor si
plasate pe o placi de 12 godeuri, fiind tratate cu KRB + 2mM glucozi si incubate la 37°C timp de
2h. Apoi inserturile au fost transferate pe placi de 24 de godeuri si tratate cu KRB+2mM glucoza
si incubate la 37°C timp de 30’; supernatantul s-a colectat in vederea realizirii testului ELISA.
Ulterior, inserturile au fost tratate cu KRB+17,5mM glucozi si incubate la 37°C timp de 30’;
supernatantul s-a colectat de asemenea in vederea realizarii testului ELISA. Evaluarea comparativa

s-a efectuat astfel pentru cele doua conditii- Jow si, respectiv high-glucose, si in doud momente

diferite in timp, la 3 si 8 zile. Datele obtinute pentru un stoc celular au arétat cresterea in timp a

"
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sistemul tridimensional PBSmini (Figura 4- Cresterea secretiei de peptid C la 72 de ore, respectiv
8 zile in culturd tridimensionald 1n bioreactor rotativ pentru probele tratate cu KRB+17.5mM

glucoza comparativ cu probele tratate cu KRB+2,5mM).
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AVANTAJE

Aplicarea inventiei in practica transdiferentierii de celule pancreatice din celule hepatice oferd
avantaje multiple, atat generale, in domeniul medicinei personalizate, cét si specifice procedeului

in discutie.

Inainte de toate, intr-o manierd generald, punerea la punct a unui protocol de lucru in aceasti
directie permite reproductibilitatea procedurii, ficand astfel posibila aplicarea sa in mai multe
centre de cercetare. Aceasta constituie fard indoiala o etapa esentiala spre aplicarea solutiei in mod

curent ca optiune de terapie personalizatd a pacientilor cu diabet zaharat.

fn mod specific, utilizarea unui bioreactor rotativ cu proprietiti specifice ca ultima etapa in
procedeul de transdiferenfiere a celulelor pancreatice din celule hepatice ofera avantajele
evidentiate din aplicarea sa in exemplul citat. Astfel, fatd de cultura 2 D, cultura celulard 3D in
bioreactor rotativ prezintd avantajul cresterii gradului de interactiune inter-celulari, care la rdndul
sau antreneazi, conform studiilor din literatura, o proliferare celulard mai buna. in acelasi timp,
mentinerea celulelor transdiferentiate in bioreactor, conform protocolului descris, stimuleazi
maturarea lor, aspect obiectivat prin determinarea nivelului relativ de expresie genicéd a markerilor
celulari specifici celulelor pancreatice mature. In plus, utilizarea acestui dispozitiv asigura

mentinerea functionalitatii celulare, obiectivate prin cresterea secretiei de peptid C.
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Nr. | Abreviere Semnificatie

Crt.

1. [ADN Acid Dezoxiribonucleic

2. | DMEM Mediu de culturd Dulbecco modificat (Dulbecco’s Modified Eagle's Medium)

3. | FBS Ser Bovin Fetal (Fetal Bovine Serum)

4. |CMV Citomegalovirus

5. GFP Proteind Fluorescentd Verde (Green Fluorescent Protein)

6. | MOI Rata de infectie virala (Multiplicity of Infection)

7. | EGF Factorul de crestere epidermal (Epidermal Growth Factor)

8. |ITS Solutie insulina-transferina-seleniu (Insulin-Transferrin-Selenium)

9. | PDX-1 Factorul de transcriptie pancreatico-duodenal tip 1 (Pancreatic Duodenal
Homeobox type 1)

10. | NEURODI Factorul de diferentiere neurogenica tip 1 (Neurogenic differentiation factor
1)

11. | MAFA Factorul de transcriptie musculoaponevrotic omolog tip A al oncogenei de
fibrosarcom (V-maf Musculoaponeurotic Fibrosarcoma oncogene homolog
A)

12. | ARN Acid Ribonucleic

13. | ADNc Acid Dezoxiribonucleic Complementar

14. | RT-PCR Reactie de polimerizare 1n lant cu revers-transcriere (Reverse Transcriptase-
Polymerase Chain Reaction)

15. | TBP Proteina de legare secventd TATA (TATA-Box Binding Protein)

16. | RPM Rotatii pe minut

16
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REVENDICARI

1. O metoda de stimulare a maturdrii in conditii de culturd 3D 1in bioreactor rotativ a celulelor
pancreatice rezultate din transdiferentierea celulelor hepatice, prin utilizarea unui bioreactor cu

proprietati specifice (Single-Use Bioreactors with Vertical-WheelTM Technology).

2. O metodd de stimulare a maturarii celulelor endocrine pancreatice provenite din
transdiferentierea celulelor hepatice in conditii de culturd 3D prin utilizarea oricarui dispozitiv cu
caracteristici comune cu cele ale bioreactorului rotativ Single-Use Bioreactors with Vertical-
WheelTM Technology, care prin functionarea sa asigurd parametri similari de mediu pentru

celulele pancreatice rezultate din transdiferentierea celulelor hepatice

3. O metodd de stimulare a maturérii celulare prin utilizarea unui dispozitiv cu caracteristici
comune cu cele ale bioreactorului rotativ anterior descris, care prin functionarea sa asigura
parametri similari de mediu pentru celule transdiferentiate rezultate din orice tip celular si cu orice

fenotip celular rezultat in urma procesului de transdiferentiere

4. O metodd de stimulare a caracteristicilor epiteliale si inhibare a caracteristicilor mezenchimale

ale celulelor umane propagate in culturd 2D

5. Utilizarea metodei descrise la punctul 3 in tratamentul diabetului zaharat.

14
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