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Monitorizacion de la tasa metabodlica de células iPS indiferenciadas
y analisis de la expresion de marcadores de diferenciacion

Introduccion

La reprogramacion de células somaticas a células madre pluripotentes inducidas (iPSC) requiere un cambio en la principal via metabdlica de la
fosforilacion oxidativa (OXPHQOS) a la glucolisis.”? Este cambio metabolico tiene lugar en una fase temprana de la reprogramacion, antes de la
autorrenovacion y la expresion de los genes de pluripotencia, y las iPSC indiferenciadas muestran un metabolismo glucolitico significativamente
mayor que las células somaticas.? Por lo tanto, se deduce una estrecha relacion entre la pluripotencia y la glucdlisis.

Dado que el estado de las iPSC indiferenciadas es un factor importante para la calidad y la eficacia de los procesos posteriores, como la
congelacion del stock y la induccion de la diferenciacién, es necesario comprender el estado en constante cambio de las células para llevar a
cabo las operaciones de cultivo en el mejor momento posible. En el cultivo celular general, los juicios cualitativos suelen basarse en la experiencia
del profesional, lo que supone un problema para garantizar una calidad uniforme. Un método para la evaluacién cuantitativa del estado de las
células consiste en evaluar el metabolismo celular mediante el analisis del medio de cultivo,® pero no es posible conocer con precision el estado
de las células tomando muestras varias veces al dia. Aunque existen métodos de evaluacién que utilizan el muestreo automatizado, esto es dificil
para los cultivos en placas de pocillos multiples que se utilizan en los laboratorios. Por lo tanto, PHCbi desarrollé el analizador metabélico de
células vivas, que puede medir continuamente las concentraciones de glucosa y lactato en el medio de cultivo en placas de 24 pocillos comunes,
disponibles comercialmente, a través de la monitorizacion en linea. Esto permite cuantificar los cambios en el estado de las células a lo largo
del tiempo.

Método

Las iPSCs 1231A3 (HPS0381 fue proporcionada por el RIKEN BRC a través del Proyecto Nacional de BioRecursos del MEXT, Japdn.) se
cultivaron durante 7 dias (168 h) en placas de 24 pocillos de acuerdo con el protocolo estandar,” y las concentraciones de glucosa y lactato
se midieron continuamente utilizando el analizador metabdlico de células vivas. El medio de cultivo fue StemFit® AKO2N (Ajinomoto Healthy
Supply). Se anadié Y-27632 a las 24 h del cultivo de pasaje, y el medio de cultivo se sustituyd a las 24, 72, 120y 144 h. Se recogio6 el medio
cada vez que se sustituyd, y las concentraciones de glucosa y lactato se midieron por colorimetria. El estado celular se evalué mediante gRT-PCR
para medir los niveles de expresién de marcadores indiferenciados (NANOG, OCT3/4) y diferenciadas (PAX6 en el ectodermo, Brachyury en el
mesodermo, GATA4 en el endodermo).

Resultado 1

Las células siguieron aumentando durante los 7 dias de cultivo (Fig. A). Las mediciones colorimétricas del medio que se recogieron al
sustituirlo mostraron que, con el tiempo, la concentracion de glucosa disminuia y la de lactato aumentaba (Fig. B). Las mediciones continuas
realizadas con el analizador metabdlico de células vivas permitieron visualizar los cambios continuos en las concentraciones de glucosa y lactato
de una forma que no seria posible con las mediciones realizadas al sustituir el medio (Fig. C). Ademas, la comparacion de las mediciones
de concentracion obtenidas a partir del sensor electroquimico del
analizador metabdlico de células vivas y las mediciones colorimétricas de
concentracién del medio que se recogié cuando se sustituyé mostré que
las mediciones de concentracion de glucosa en el intervalo de 1-27 mM
divergian en -2 - +4 %, y las mediciones de concentracién de lactato
en el intervalo de 1-15 mM divergian en +11 - +18 %, de lo que se
concluyo que la precision era suficiente. La tasa de consumo de glucosa
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Resultado 2 E
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El andlisis de la expresion génica se llevo a cabo alas 96 h, 120 h, 144 hy
168 h para evaluar las células durante la segunda mitad del cultivo, cuando la
tasa de consumo de glucosa y la tasa de produccién de lactato se reducen (Fig. E).
No se observaron cambios en la expresion de NANOG ni de OCT3/4, que son
marcadores de iPSC indiferenciadas, mientras que aumentaron las expresiones de
PAX6 y Brachyury, que son marcadores de diferenciacién temprana. La expresion de
GATA4 disminuyd.

Debate

En este experimento, las iPSC se cultivaron utilizando el protocolo de cultivo NANOG  OCT3/4 PAX6 Brachyury  GATA4
estandar durante 7 dias. A medida que las células seguian proliferando durante los Marcador indiferenciado Marcador diferenciado
7 dias, la tasa a la que disminuy el consumo de glucosa y de produccion de lactato
puede replantearse como una disminucién de la tasa por célula de consumo de glucosa y de produccién de lactato. Este resultado sugiere que
la glucdlisis se suprime a las 130 h'y 155 h del inicio del cultivo. La glucdlisis es mas activa en las iPSC que en las células sométicas, pero se ha
notificado que la glucolisis se suprime en las iPSC en las que la diferenciaciéon se induce mediante acido retinoico.? Ademas, se ha notificado
que las iPSC cultivadas en medio sin bFGF e inducidas a diferenciarse espontdneamente no muestran ninguna disminucion en la expresion
de marcadores indiferenciados y un aumento en la expresién de marcadores de diferenciacién temprana.” Por lo tanto, dado que existe una
estrecha relacién entre la pluripotencia de las iPSC y la glucdlisis, puede haber una correlacién entre la tendencia a la supresion de la glucdlisis y
el aumento de la expresion de marcadores de diferenciacién temprana en la Ultima etapa del cultivo.

o o

B9% h
0120 h
@144 h
o168 h

Niveles relativos de ARNm

O = N W bh U O N

Conclusién

El analizador metabdlico de células vivas permite la medicion continua de la concentracién de glucosa y de lactato durante el cultivo en una
placa de multiples pocillos. Con este dispositivo, fue posible visualizar cambios en la glucélisis de las iPSC entre sustituciones de medio que no
podian verse con el método convencional de muestreo varias veces al dia. Ademas, se demostré que los resultados de la medicién continua de la
concentracion tenfan una precisién equivalente a los resultados de la medicién por el método habitual de colorimetria.

Esperamos que los cambios en la tasa de consumo de glucosa vy la tasa de produccion de lactato como marcadores cuantitativos de los
cambios de estado que tienen lugar dentro de las células permitan realizar juicios objetivos, lo que también garantizara la produccion de células
de alta calidad.
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