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Monitoraggio del tasso metabolico di cellule iPS indifferenziate e analisi
dell’espressione dei marcatori di differenziazione

Introduzione

La riprogrammazione delle cellule somatiche in cellule staminali pluripotenti indotte (iPSC) richiede uno spostamento della via metabolica
principale dalla fosforilazione ossidativa (OXPHOS) alla glicolisi.”? Questo spostamento metabolico avviene in una fase precoce della
riprogrammazione, prima dell’auto-rinnovamento e dell’espressione dei geni di pluripotenza, e le iPSC indifferenziate mostrano un metabolismo
glicolitico significativamente maggiore rispetto alle cellule somatiche.® Pertanto, si ipotizza una stretta relazione tra pluripotenza e glicolisi.

Poiché lo stato delle iPSC indifferenziate € un fattore importante per la qualita e I'efficienza dei processi successivi, come il congelamento
dello stock e I'induzione del differenziamento, & necessario comprendere lo stato in costante evoluzione delle cellule per eseguire le operazioni
di coltura nel momento migliore. Nella coltura cellulare in generale, i giudizi qualitativi sono spesso basati sull’esperienza dell’operatore, il che
rappresenta un problema per garantire una qualita uniforme. Un metodo per valutare quantitativamente lo stato delle cellule & quello di valutare
il metabolismo cellulare attraverso I'analisi del mezzo di coltura,” ma non & possibile ottenere una comprensione accurata dello stato delle cellule
effettuando campionamenti piu volte al giorno. Sebbene esistano metodi di valutazione che utilizzano il campionamento automatico, questo
e difficile per le colture in piastre a pili pozzetti utilizzate in laboratorio. Per questo motivo, PHCbi ha sviluppato I'analizzatore metabolico per
cellule vive, in grado di misurare continuamente le concentrazioni di glucosio e lattato nel mezzo di coltura in comuni piastre a 24 pozzetti
disponibili in commercio attraverso un monitoraggio in linea. Cio consente di quantificare i cambiamenti di stato delle cellule nel tempo.

Metodo

Le iPSC 1231A3 (HPS0381 é stato fornito dal RIKEN BRC attraverso il National BioResource Project del MEXT, Giappone) sono state coltivate
per 7 giorni (168 h) in piastre a 24 pozzetti secondo il protocollo standard,” e le concentrazioni di glucosio e lattato sono state misurate
continuamente utilizzando I'analizzatore metabolico per cellule vive. Il terreno di coltura era StemFit® AKO2N (Ajinomoto Healthy Supply).
Y-27632 é stato aggiunto a 24 ore dalla coltura di passaggio e il terreno di coltura é stato sostituito a 24, 72, 120 e 144 ore. Il terreno é stato
raccolto ogni volta che é stato sostituito e le concentrazioni di glucosio e lattato sono state misurate mediante colorimetria. Lo stato cellulare
é stato valutato mediante qRT-PCR per misurare i livelli di espressione di marcatori indifferenziati (NANOG, OCT3/4) e differenziati (PAX6
nell’ectoderma, Brachyury nel mesoderma, GATA4 nell’endoderma).

Risultato 1

Le cellule hanno continuato ad aumentare per tutti i 7 giorni di coltura (Fig. A). Le misurazioni colorimetriche del terreno raccolto al
momento della sostituzione hanno mostrato che, nel tempo, la concentrazione di glucosio & diminuita e quella di lattato & aumentata (Fig. B).
Le misurazioni continue effettuate con I'analizzatore metabolico per cellule vive hanno permesso di visualizzare i continui cambiamenti nelle
concentrazioni di glucosio e lattato in un modo che non sarebbe stato possibile con le misurazioni effettuate quando il terreno di coltura veniva
sostituito (Fig. C). Inoltre, il confronto tra le misure di concentrazione
ottenute dal sensore elettrochimico dell’analizzatore metabolico per
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L'analisi dell’espressione genica é stata effettuataa 96 h, 120 h, 144 h e
168 h per valutare le cellule durante la seconda meta della coltura, quando il
tasso di consumo di glucosio e di produzione di lattato si riduce (Fig. E). Non &
stata osservata alcuna variazione nell’espressione di NANOG o OCT3/4, che sono
marcatori di iPSC indifferenziate, mentre sono aumentate le espressioni di PAX6 e
Brachyury, che sono marcatori di differenziazione precoce. L'espressione di GATA4
diminuita.
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Discussione
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In questo esperimento, le iPSC sono state coltivate utilizzando il protocollo NANOG  OCT3/4 PAX6 Brachyury  GATA4
di coltura standard per 7 giorni. Poiché le cellule hanno continuato a proliferare Marcatore indifferenziato Marcatore differenziato
nel corso dei 7 giorni, il calo del tasso di consumo di glucosio e produzione di
lattato puo essere riformulato come una diminuzione del tasso per cellula di consumo di glucosio e produzione di lattato. Questo risultato
suggerisce che la glicolisi & soppressa a 130 h e 155 h dall’inizio della coltura. La glicolisi & piu attiva nelle iPSC rispetto alle cellule somatiche,
ma é stato riportato che la glicolisi & soppressa nelle iPSC in cui la differenziazione & indotta dall’acido retinoico.® Inoltre, & stato riportato
che le iPSC coltivate in terreno privo di bFGF e indotte a differenziarsi spontaneamente non mostrano una diminuzione dell’espressione dei
marcatori indifferenziati e un aumento dell’espressione dei marcatori di differenziazione precoce.” Pertanto, poiché esiste una stretta relazione
tra la pluripotenza delle iPSC e la glicolisi, & possibile che vi sia una correlazione tra la tendenza alla soppressione della glicolisi e I'aumento
dell’espressione dei marcatori di differenziazione precoce nell’ultima fase della coltura.

Conclusione

L'analizzatore metabolico per cellule vive consente la misurazione continua della concentrazione di glucosio e lattato durante la coltura in una
piastra a pill pozzetti. Con questo dispositivo e stato possibile visualizzare i cambiamenti nella glicolisi delle iPSC tra una sostituzione e I'altra del
terreno di coltura, che non potevano essere osservati con il metodo convenzionale di campionamento piu volte al giorno. Inoltre, i risultati della
misurazione continua della concentrazione hanno dimostrato di avere un’accuratezza equivalente ai risultati della misurazione con il metodo
consueto della colorimetria.

Si prevede che le variazioni del tasso di consumo di glucosio e del tasso di produzione di lattato come marcatori quantitativi dei cambiamenti
di stato che avvengono all'interno delle cellule consentano giudizi oggettivi, garantendo anche la produzione di cellule di alta qualita.
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