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Sposob otrzymywania upigmentowanych komoérek in vitro poprzez roéznicowanie

ludzkich indukowanych pluripotencjalnych komérek macierzystych

Wynalazek dotyczy sposobu roznicowania ludzkich indukowanych
pluripotencjalnych komdrek macierzystych (ang. induced Pluripotent Stem cells — iPS)
do komodrek upigmentowanych. Uzyskiwane za pomocg tego protokotu komorki
produkujg czarny pigment — melanine.

Melanina jest to naturalny barwnik skoéry, ktdérego dotychczasowe Zrodta sg
bardzo ograniczone. Melanine izoluje sie z biopsji skornych lub wioséw, jednak w
bardzo matej ilosci w i stanie mocno zdegradowanym. Dotychczasowe metody
uzyskiwania komorek upigmentowanych in vitro sg niezwykle mato wydajne.

Celem wynalazku jest dostarczenie wydajnego sposobu otrzymywania
bogatych w melanine komorek ludzkich.

Nieoczekiwanie okreslony powyzej cel zostal osiggniety w niniejszym
wynalazku.

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania upigmentowanych komorek
in vitro poprzez réznicowanie ludzkich indukowanych pluripotencjalnych komorek
macierzystych charakteryzujgcy sie tym, ze obejmuje nastepujgce etapy:

a) zawiesine konfluentnych komdrek iIPS wysiewa sie, korzystnie na szalke
uniemozliwiajgcg adhezje komoérek, w medium do komérek iPS bez bFGF z
inhibitorem Y27632, korzystnie w gestosci 2-2,5x10* komérek/cm?, a nastepnie hoduje
sie, korzystnie przez 4 dni, do wytworzenia ciatek embrioidalnych EB,

b) uzyskane w etapie a) ciatka embrioidalne EB zbiera sie oraz wysiewa sie, korzystnie
na szalke adherentng, i prowadzi hodowle w medium do komérek iIMEF, korzystnie
przez 18 godzin,

c) prowadzi sie selekcje progenitorow w medium N1 zawierajgcym: suplement N2,
korzystnie w jednokrotnym rozcienczeniu, fibronektyne, korzystnie w stezeniu 250
ng/ml, roztwér antybiotykdw zawierajgcy penicyling i streptomycyne P/S, korzystnie w
stezeniu 100 U/ml/ 100 ug/ml, rozpuszczone w pozywce DMEM/F12, korzystnie przez
10 dni, usuwajgc okresowo martwe komorki oraz uzupetniajgc sktadniki pozyweki,

d) uzyskane komorki progenitorow rozdysocjowuje sie, wysiewa sie, korzystnie w
gestosci 0,5 — 2x10°/cm?, na szalki pokryte lamining i poli-ornityng oraz prowadzi sie

ich ekspansje, korzystnie przez 7 dni, w medium N2 zawierajgcym: suplement N2,
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korzystnie w jednokrotnym rozcienczeniu, lamining, korzystnie w stezeniu 1 mg/ml,
bFGF, korzystnie w stezeniu 20 ug/ml, FGF8, korzystnie w stezeniu 100 ng/ml, P/S,
korzystnie w stezeniu 100 U/ml / 100 ug/ml, rozpuszczone w pozywce DMEM/F12, a
uzyskane komorki przed ich wykorzystaniem w Kkolejnym etapie ewentualnie
przechowuje sie zamrozone w medium N2 z 10% DMSO w gestosci 2 miliony
komorek/ml,
e) prowadzi sie, korzystnie przez 7-16 dni, ostateczne réznicowanie komorek poprzez
ich hodowle w medium N3 zawierajgcym: suplement N2, korzystnie w jednokrotnym
rozcienczeniu, lamining, korzystnie w stezeniu 1 mg/ml, dibutyrylo-cAMP, korzystnie
w stezeniu 0,5 mM, kwas askorbinowy, korzystnie w stezeniu 200 uM, P/S, korzystnie
w stezeniu 100 U/ml / 100 ug/ml, rozpuszczone w pozywce DMEM/F12, uzyskujgc
ludzkie komorki upigmentowane melaning.
Korzystnie, pozywki N1, N2 i N3 sktadajg sie wylgcznie ze wskazanych sktadnikéw.
Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie komoérek uzyskiwanych w
sposobie wedlug wynalazku okreslonym powyzej do otrzymywania melaniny.
Prowadzona zgodnie z wynalazkiem hodowla komorkowa in vitro jest
dogodnym, i jednoczesnie nieograniczonym zrodtem melaniny, dostepnej w formie
niezdegradowanej. Znane sposoby uzyskiwania melaniny in vifro nie posiadajg
zblizonej wydajnosci do uzyskiwanej zgodnie z wynalazkiem. Za pomocg wynalazku
mozna uzyskac znaczgce ilosci pigmentu gotowego do badan biofizycznych w krotkim
czasie i relatywnie niskim kosztem. Wyizolowana melanina moze znalez¢ wiele
zastosowan przemystowych, w tym jako substrat do opracowania nowej generacji
naturalnych kreméw chronigcych przed promieniowaniem UV. Uzyskane komorki
mogg takze zosta¢ wykorzystane do leczenia chorych na bielactwo jako naturalny
substytut melanocytow. Protokot  uzyskiwania  komdrek  upigmentowanych

zamieszczono ponizej.

Przyktad 1. Sposob uzyskiwania wysoce upigmentowanych melaning komorek

ludzkich z ludzkich indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych.

Wykorzystywano konfluentne komérki piPS  (protein-iPS) zakupione od firmy
System Bioscience (cat no.SC801A-1, SC802A-1) (Kim et al. 2009) lub linie
wyprowadzone w Zakladzie Transplantologii CMUJ poprzez reprogramowanie

komorek somatycznych dawcow.
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W pierwszym etapie konfluentne komorki iPS (Fig. 1A.) hodowane na warstwie
odzywczej z komodrek IMEF zbierano akutazg oraz wysiewano w postaci zawiesiny
pojedynczych komorek na szalke uniemozliwiajgcg adhezje komdrek, w medium do
komorek iPS bez bFGF z inhibitorem Y27632 , w gestosci 2-2,5x10%*/cm?. Nastepnie
komorki iPS hodowano w zawiesinie przez 4 dni, az do wytworzenia ciatek
embrioidalnych EB (Fig. 1B.).

Sktad medium do komorek iPS:

Skiadnik Stezenie
KSR 20%

(ThermoFisher Scientific)

B-Mercaptoetanol 0,1mM
(Sigma-Aldrich)

Non-essential Amino Acids 1X
(ThermoFisher Scientific)
Penicylina/ 100 U/ml/ 100 pg/mi
Streptomycyna (P/S)

(ThermoFisher Scientific)
bFGF 10 ng/mi
(ThermoFisher Scientific)

DMEM/F12

(ThermoFisher Scientific)

W kolejnym kroku ciatka embrioidalne zebrano, zwirowano (300 rpm, 5 minut)
oraz wysiano na szalke adherentng o takiej samej powierzchni jak uzyta szalka

nieadherentna w medium do komérek iMEF.
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Skiad medium do komorek iMEF:

Sktadnik Stezenie
Fetal Bovine Serum (EurX) 10%
L-glutamina 2mM

(ThermoFisher Scientific)
P/S 100 U/ml/ 100 pg/mi
DMEM 4,59/l (Lonza)

Po ok. 18 godzinach rozpoczeto selekcje progenitorow (Fig. 1C.) zmieniajgc

medium na medium N1 o skiadzie:

Sktadnik Stezenie
Suplement N2 1x
(ThermoFisher Scientific)
Fibronektyna 250 ng/mi
(ThermoFisher Scientific)
P/S 100 U/ml /100 pg/mi
DMEM/F12

(ThermoFisher Scientific)

Selekcje w bezsurowiczym medium N1 prowadzono przez 10 dni co drugi dzien
usuwajgc martwe komorki oraz podajgc swieze medium N1. Wykorzystano Suplement
N2 oferowany przez firme Life Technologies zawierajgcy ludzkie: insuling (0,1 mg/ml),
holotransferyne (5 ug/ml), progesteron (20 uM), putrescyne (0,1 mM), selenian sodu
(30nM) (stezenia koncowe, po rozcienczeniu w medium).

W kolejnym kroku prowadzono ekspansje wyselekcjonowanych progenitoréw
(Fig. 1D.). Komorki rozdysocjowano trypsyng na pojedyncze komorki oraz wysiano w

gestosci 0,5 — 2x10°/cm2 na szalki pokryte lamining i poli-ornityna.
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Ekspansje komorek prowadzono przez 7 dni w medium N2 o sktadzie:

Sktadnik Stezenie
Suplement N2 1x
Laminina 1 mg/mi

(ThermoFisher Scientific)

bFGF 20 pg/ml
FGF8 100 ng/mi
(ThermoFisher Scientific)
P/S 100 U/ml /100 pg/mi
DMEM/F12

Progenitory mrozono w medium N2 z 10% DMSO w gestosci 2x1 0° komorek/ml.
Po zakonczonej ekspansji przez 7-16 dni prowadzono terminalne réznicowanie
komodrek zmieniajgc medium z N2 na medium N3. Sktad medium N3 prezentuje

ponizsza tabela:

Sktadnik Stezenie
Suplement N2 1x
Laminina 1 mg/mi
Dibutyrylo-cAMP 0,5 mM
(Sigma-Aldrich)
Kwas askorbinowy 200 uyM
(Sigma-Aldrich)
P/S 100 U/ml/ 100 ug/ml
DMEM/F12

W wyniku opisanej metody réznicowania w sposob bardzo powtarzalny
rutynowo otrzymywano wysoce upigmentowane komorki (Fig. 1E-1.). Wydajnosé
procesu roznicowania byta zawsze podobna i pozwalata na uzyskanie znacznej liczby
(>3x106) silnie upigmentowanych komorek.

Na fig. 1 zaprezentowano wyniki kolejnych etapow roznicowania komorek iPS do

komodrek upigmentowanych. A - Komorki piPS rosngce na warstwie odzywczej. B -
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wielokomorkowe ciatka embrioidalne EB w zawiesinie. C - wyselekcjonowane komorki
NPC zostaty poddane ekspansji (D). W ostatecznym etapie réznicowania komorki

przyjmowaly czarne zabarwienie (E-I)

Przyktad 2. Charakterystyka uzyskanych komorek oraz izolowanego z nich pigmentu.

Uzyskiwany pigment zostat jednoznacznie zidentyfikowany jako melanina za pomocag
elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) (Fig. 2A.) oraz barwienia
Fontany-Masson’a (Fig. 2B.).

Uzyskane upigmentowane komorki zostaly scharakteryzowane pod katem analizy
ekspresji gendw za pomocg reakcji RT-PCR (Fig. 3.) oraz za pomocg barwienia
immunocytochemicznego (ICC) (Fig. 4.).

Na fig. 3 zostata zaprezentowana ekspresja markerdw na poziomie RNA. A-
Upigmentowane komorki, w przeciwienstwie do komoérek iPS, posiadajq
ekspresje markeréw melanocytéw (MITF-M, TRP1, TYR) B - W kolejnych
etapach rdéznicowania komoérek (A-F) spada ekspresja markeréw
embrionalnych (OCT-4, NANOG, TERT), a rosnie ekspresja markeréw neuro-
ektodermalnych (NURR1, TUJ-1, TH). TERT - telomeraza, TUJ-1- tubulina B
III, TH - hydroksylaza tyrozyny NURR1 - biatko zwigzane z receptorem
jadrowym, Gen konstytutywny GAPDH postuzyt jako kontrola pozytywna
reakcji PCR.

Na fig. 4 zostata zaprezentowana ekspresja markeréw na poziomie biatka.
Uzyskane komorki posiadajg ekspresje markeréw melanocytéw — TRP1 oraz MITF (A
i B). W otrzymanej heterogennej populacji komérek obecne sg réwniez neurony
dopaminergiczne posiadajgce ekspresje TUJ-1 oraz TH (C i D).

Subkomorkowa lokalizacja melaniny zostata okreslona za pomocg transmisyjnej
mikroskopii elektronowej (TEM) (Fig. 5.)

Na fig. 5 zostata zaprezentowana subkomorkowa lokalizacja melaniny w uzyskanych
komodrkach. Melanina uorganizowana jest w organellach przypominajgcych kolejne
stadia rozwoju melanosomow ( -1V w A). Organella te otoczone sg podwojng btong
komorkowa (B).

Uzyskane wyniki pozwalajg jednoznacznie stwierdzi¢, Zze uzyskany pigment to
melanina. Zrdznicowane upigmentowane komoérki pod wieloma wzgledami

przypominajg melanocyty (ekspresja markerow, profil ekspresji genow, obecnosé
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btoniastych, wewngtrzkomorkowych organelli wypetnionych pigmentem). Jednak ilos¢
upigmentowanych komorek oraz stopien upigmentowania uzyskanych komorek sg
nieoczekiwanie wysokie w porownaniu ze znanymi ze stanu techniki. Opisany sposéb
dostarcza bardzo duzych ilosci niezwykle silnie upigmentowanych komorek, ktore
mogg postuzy¢ do izolacji czystej, niezdegradowanej melaniny w duzych ilosciach i

relatywnie niskim kosztem.



