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17

czynnik transkrypcyjny SRY-box
2

czynnik transkrypcyjny SRY-box
7

czynnik transkrypcyjny SRY-box
9

specyficzny dla stadium antygen
embrionalny 4

przekaznik sygnatu i aktywator
transkrypcji 3

czynnik transkrypcyjny T-box 3
czynnik transkrypcyjny komorek

T

(ang. pancreatic progenitors)

(ang. pluripotent stem cells)

(ang. pancreas specific transcription factor
14)

(ang. paxillin)

(ang. retinoic acid)

(ang. regulatory factor X6)
(ang. RNA integrity)

(ang. RNA sequencing)

(ang. Rho kinase ROCK inhibitors)

(ang. receptor tyrosine kinase)

(ang. ryanodine receptor 2)
(ang. single-cell RNA sequencing)
(ang. frizzled related protein 2)

(ang. single guide RNA)

(ang. sonic hedgehog pathway)
(ang. slit guidance ligand 3)

(ang. SRY-box transcription factor 1)

(ang. SRY-box transcription factor 1)

(ang. SRY-box transcription factor 17)

(ang. SRY-box transcription factor 2)

(ang. SRY-box transcription factor 7)

(ang. SRY-box transcription factor 9)

(ang. stage-specific embryonic antygen 4)

(ang. signal transducer and activator of
transcription 3)

(ang. T-box transcription factor 3)

(ang. T-cell factor)
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TGFB

TOP2A
TRA-1-60
TRA-1-81
TNNT2

tSNE

UMI

UTF1

VCL

WNT

ZIC2

transformujacy czynnik wzrostu B (ang. transforming growth factor )

topoizomeraza DNA Ila (ang. DNA topoisomerase Ilo.)
antygen powierzchniowy TRA-1-60

antygen powierzchniowy TRA-1-81

troponina T2 (ang. troponin T2, cardiac type)

stochastyczna metoda
porzadkowania sgsiadow w
oparciu o rozktad t

(ang. t-distributed stochastic neighbor
embedding)

unikalny identyfikator

molekularny (ang. unique molecular identifier)

niezréznicowany czynnik
transkrypcyjny komorek
embrionalnych 1

(ang. undifferentiated embryonic cell
transcription factor 1)

winkulina (ang. vinculin)

sygnalizacja zintegrowanego

miejsca zwigzanego z (ang. wingless-related integration site)
bezskrzydtowoscia

2 czlonek rodziny zwigzanej z

palcem cynkowym (ang. zic family member 2)
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Streszczenie

Trzustka jest narzadem gruczotowym odgrywajacym istotng role w wytwarzaniu i
uwalnianiu enzymow trawiennych (cz¢$¢ zewnatrzwydzielnicza) oraz hormondéw
regulujacych homeostaze glukozy (cze$¢ endokrynna). Komorki endokrynne trzustki tworza
wyspy Langerhansa, w ktorych najwigcej komorek (okoto 90%) to komorki a i . Komorki
B kontroluja homeostaze glukozy poprzez wydzielanie insuliny w odpowiedzi na
podwyzszony poziom cukru w krwi. Insulina umozliwia wychwyt glukozy z krwi przez
komorki w tkankach obwodowych, gdzie cukier jest magazynowany (np. w hepatocytach)
lub wykorzystywany jako zrodto energii (np. w mig$niach). W przeciwienstwie do komorek
B, komorki o wydzielajace glukagon zwigkszaja poziom cukru we krwi poprzez
stymulowanie hepatocytow do lizy zmagazynowanego glikogenu i uwalniania glukozy.
Dhugotrwale zaktocenie homeostazy glukozy moze prowadzi¢ do przewlektej choroby
metabolicznej — cukrzycy. Typowa cechg charakterystyczng kazdego typu cukrzycy jest
zmniejszona produkcja insuliny spowodowana utrata komorek f w wyniku ataku
autoimmunologicznego (w cukrzycy typu 1) lub uposledzenia funkcji komorek B lub
receptorow insuliny w tkankach obwodowych (w cukrzycy typu 2). Obecne strategie
terapeutyczne polegaja na kontrolowaniu homeostazy weglowodanow poprzez zdrowy tryb
zycia, wraz z zastosowaniem zastrzykow z insuling. Dodatkowo stosuje si¢ leki
odpowiednio stymulujace lub hamujace wydzielanie insuliny i glukagonu. Jednak te
sposoby leczenia powoduja niedogodnosci dla pacjentow z cukrzyca 1 nie oferuja

wyleczenia.

Ludzkie pluripotencjalne komorki macierzyste (hPSC) zapewniaja potencjalnie
nieograniczone zroédto komoérek do terapii komodrkowej w medycynie regeneracyjne;j.
Regeneracja masy komorek B powstatych z réznicowania hPSC in vitro stanowi atrakcyjng
alternatywe przywracania normoglikemii u pacjentow z cukrzycg. Warto pamig¢tac, ze lepsze
zrozumienie biologii komodrek macierzystych jest wymagane do utrzymania wysokiej

jakosci hodowli hPSC i1 wysoce wydajnego réznicowania in vitro do wszystkich linii.

Na podstawie danych uzyskanych z sekwencjonowania z pojedynczych komorek
(scRNA-Seq) mysich trzustek z dnia embrionalnego 14,5, wyselekcjonowatam czynnik
transkrypcyjny Etvl. Co ciekawe, ekspresja Etvl byla ograniczona do endokrynnych
komorek prekursorowych i nowo powstatych komoérek a 1 . Na podstawie tych obserwacji
mozna sugerowaé, ze FEtvl bierze udziat w dojrzewaniu endokrynnych komorek
progenitorowych 1 ich specyfikacji do funkcjonalnych komoérek endokrynnych. Co wigcej,

u myszy z wylaczong ekspresja Etvl rozmiar wysp trzustkowych byt zmniejszony, co
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potwierdza rozwojowg rolg Etvl w trzustce. Jednak mechanizmy, za pomocg ktorych Etvl
reguluje rozwoj trzustki pozostaja nieznane. Poza trzustkg wykazano, ze ETV1 bierze udziat
w dojrzewaniu kardiomiocytow, zarowno mysich, jak i pochodzacych z hPSC, koncowym
dojrzewaniu mysich komorek ziarnistych mozdzku oraz w rozwoju komorek grzebienia

nerwowego w zarodkach Xenopus laevis.

Jednym z celow przedstawionego badania byto stworzenie narzedzia do odkrycia roli
czynnika transkrypcyjnego ETV1 w rozwoju ludzkich wysepek trzustkowych, ktore
wykorzystuje réznicowanie in vitro hPSC w kierunku komorek B trzustki. W niniejszej
rozprawie doktorskiej, z wykorzystaniem techniki edycji genow CRISPR/Cas9, zostala
wyprowadzona linia hPSC z wylaczong ekspresja genu ETVI. Podczas charakteryzowania
wyprowadzonej linii zaobserwowano fenotyp zwigzany ze zwigkszong adhezja komorek
edytowanych. Powszechnie wiadomo, ze adhezja komorka—macierz zewnatrzkomorkowa 1
komorka—komorka reguluja pluripotencij¢ i samoodnawianie hPSC oraz wyjscie komorek ze
stanu pluripotencjalnego. Jednakze szczegdétowe mechanizmy kontrolujace i spajajace
adhezje z pluripotencja pozostaja nieznane. Na przyktad nadal nie odkryto kluczowych
regulatorow transkrypcji kontrolujgcych ekspresje genéw adhezji w hPSC.

Jako cze$¢ niniejszej pracy, stanowily porownawcze analizy konfluencji hPSC z
wylaczong ekspresja ETV1 1 typu dzikiego, na podstawie ktorych zaobserwowano
zwigkszong konfluencj¢ w hPSC bez ETVI. Analizy transkryptomu pozwolity na
zidentyfikowanie $ciezek sygnatowych zaangazowanych w adhezj¢ komorka—komorka oraz
komorka—macierz zewnatrzkomorkowa. Wykorzystujac metode barwienia
immunofluorescencyjnego potwierdzono zwickszong synteze biatek adhezyjnych takich jak:
e-kadheryna, paksylina i integryna Sa w hPSC z wylaczong ekspresja ETV1 w poréwnaniu
do typu dzikiego. Ponadto geny zaangazowane w utrzymywanie pluripotencji ulegaty
obnizonej ekspresji w hPSC bez ETV1 w pordwnaniu do typu dzikiego, co sugeruje rolg
ETV1 w utrzymywaniu samoodnawania i pluripotencji w hPSC. Podsumowujac, na
podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze ETV1 jest nowo odkrytym w hPSC

regulatorem adhezji i pluripotencji.

Kolejnym istotnym celem przedstawionego badania bylo ustalenie roli ETV1 w rozwoju
ludzkich trzustkowych komorek endokrynnych. Na podstawie eksperymentow
wykorzystujacych spontaniczne réznicowanie in vitro hPSC z wylaczong ekspresja ETVI 1
typu dzikiego zaobserwowano wyzszg efektywnos¢ roznicowania w kierunku endodermy 1

mezodermy w komorkach bez ETV1. Co ciekawe, na podstawie wynikoéw ukierunkowanego
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roznicowania in vitro do trzustkowych komoérek B stwierdzono, ze hPSC z wytaczong
ekspresja ETV I nie sg zdolne do specyfikacji do komoérek endokrynnych trzustki. Ponadto
zastosowano sekwencjonowanie RNA z pojedynczych komorek w celu zidentyfikowania
réznic w powstajacych populacjach komorek podczas rdéznicowania in vitro w kierunku

endokrynnej trzustki hPSC z wylaczong ekspresja ETV1 oraz typu dzikiego.

Podsumowujac, niniejsza rozprawa doktorska dostarcza interesujacego i1 glebszego
wgladu w podwojna rolg ETV1 zaré6wno w pluripotencji, jak i rozwoju cz¢s$ci endokrynnej

trzustki.
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Abstract

The pancreas is a glandular organ with a vital role in the production and release of
the digestive enzymes (exocrine part) and the hormones regulating glucose homeostasis
(endocrine part). The pancreatic endocrine cells form islets of Langerhans, in which the most
abundant cells (about 90% per islet) are a- and B-cells. The B-cells control the glucose
homeostasis by secreting insulin in response to increased sugar levels in the serum. Insulin
allows glucose uptake from the bloodstream by cells in peripheral tissues where the sugar is
stored (hepatocytes) or used as energy source (muscle). In the opposite manner, the glucagon
secreting a-cells increase blood sugar level by stimulating hepatocytes to lyse the stored
glycogen and to release the glucose. Long-term disruption of glucose homeostasis may lead
to a chronic, metabolic disease — diabetes mellitus. The typical hallmark of each diabetes
type is decreased insulin production caused by either B-cell loss by an autoimmune attack
(in type 1 diabetes) or impaired function of B-cells or insulin receptors on peripheral tissues
(in type 2 diabetes). Current therapeutic strategies rely on the controlling of the
carbohydrate’s homeostasis by a healthy lifestyle, together with multiple insulin injections
or medicines stimulating or inhibiting insulin or glucagon secretion, respectively. However,

these approaches cause inconvenience for diabetes patients and do not offer a cure.

The human pluripotent stem cells (hPSCs) provide a potentially unlimited cell source
for cell replacement therapies in regenerative medicine. The regeneration of B-cell mass
derived from hPSC in vitro differentiation offers an attractive platform to restore
normoglycemia in diabetes patients. Thus, better understanding of stem cell biology is
required for maintaining the high quality in hPSC culture and highly efficient differentiation

in vitro to all lineages.

Using single-cell transcriptomics, we have recently identified ETS Variant
Transcription Factor 1, Etvl, as specifically expressed in a subset of cells within the mouse
pancreas at embryonic day 14.5. The Etv1 expression was restricted in endocrine progenitors
and newborn a- and B-cells, suggesting the Etv1 role in endocrine progenitor maturation and
endocrine cell specification. Moreover, in Etv] knock-out mice, the pancreatic islet size was
decreased in newborns, supporting the developmental role of Etvl in pancreas. Yet, the
mechanisms by which Etvl regulates pancreas development remain unknown. Besides the
pancreas, ETV1 was shown to be involved in maturation of murine and hPSC-derived
cardiomyocytes, terminal maturation of murine cerebellar granule cells, and development of

neural crest cells in Xenopus laevis embryos.
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Here, one of the aims of the study was to create a tool for discovering the ETV1 role
in pancreatic islet development using hPSC in vitro differentiation to pancreatic B-cells. In
the thesis, the ETV1 knock-out hPSC line was established using the CRISPR/Cas9 method.
During characterization of ETV1 deficient cell lines the phenotype of enhanced cell adhesion
was identified. The cell-to-matrix or cell-to-cell adhesion regulates pluripotency and self-
renewal and drives pluripotency exit. However, the detailed mechanisms of the adhesion-
pluripotency network remain elusive. For instance, the critical transcriptional regulators

controlling the expression of adhesion genes in hPSC are still not discovered.

As part of this work, a comparative confluency analysis between ETV1 knock-out
and wild-type hPSCs revealed increased confluency in ETV1 deficient cells. The whole
transcriptome analysis discovered enrichment in pathways involved in cell adhesion and cell
attachment to the extracellular matrix. The immunofluorescence staining confirmed the
increase in adhesion protein levels, including e-cadherin, paxillin and integrin Sa., after
ETVI1 ablation compared to wild-type cells. Additionally, the pathways involved in
pluripotency were downregulated in ETV1 knock-out compared to wild-type hPSCs
suggesting the ETV1 role in maintaining self-renewal and pluripotency in hPSCs. Therefore,

together this work revealed ETV1 as novel regulator of adhesion and pluripotency in hPSCs.

Another important goal of the research was to determine the ETV1 role in human
endocrine development. The spontaneous differentiation experiments using ETV1 knock-
out and wild-type hPSCs revealed higher efficiency of endoderm and mesoderm
differentiation in ETV1 knock-out cells. Interestingly, the directed differentiation into
pancreatic -cells resulted in a loss of the endocrine specification in ETV1 deficient cells.
The single-cell RNA-sequencing was performed to determine the differences in arising cell
populations in ETV1 knock-out and wild-type during pancreatic in vitro differentiation and
discover the molecular mechanisms underlying the deficient endocrine pancreas

differentiation after ETV1 ablation.

Taken together, the research provides an interesting deeper view into ETV1's double role

in both pluripotency and development.
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1. Wstep
1.1.  Pluripotencjalne komorki macierzyste

Pluripotencjalne komorki macierzyste (PSC, ang. pluripotent stem cells) wykazuja
zdolno$¢ do samoodnawiania, co oznacza, ze po podziale komorki przynajmniej jedna z
potomnych komorek pozostajg w stanie niezréznicowanym. Drugg charakterystyczng cecha
jest umiejetnos¢ réznicowania do wszystkich typow komoérek pochodzacych z trzech listkow
zarodkowych (Yamanaka, 2020). Réznicowanie, jest to proces, w trakcie ktorego komorki
specjalizujg si¢ w budowie i nabierajg specyficznosci funkcjonalnej. Te dwie cechy
sprawiaja, ze PSC, szczegolnie ludzkie, mogg by¢ wykorzystane do badan w zakresie
biologii rozwoju, modelowania chordb, identyfikacji i badan przesiewowych substancji

terapeutycznych czy w medycynie regeneracyjne;.
Wyroézniamy 3 typy pluripotencjalnych komoérek macierzystych:

a) embrionalne pluripotencjalne komoérki macierzyste (ESC, ang. embryonic stem
cells),

b) indukowane pluripotencjalne komoérki macierzyste (iPSC, ang. induced pluripotent
stem cells),

¢) podobne do embrionalnych pluripotencjalne komoérki macierzyste uzyskane na

drodze transferu jadrowego (NT-ESC, ang. nuclear transfer embryonic stem cells).

Pierwsze doniesienia dotyczace ESC siegaja lat osiemdziesiatych, kiedy to po raz
pierwszy z mysiego embrionu na stadium przed implantacjg zarodka wyizolowano komorki
macierzyste (Evans i Kaufman 1981; Martin 1981). Ludzkie ESC stanowily wigksze
wyzwanie. Dopiero 17 lat pdzniej, w 1998 roku udato si¢ wyizolowac i wyprowadzi¢ linie
ESC z ludzkiego zarodka (Thomson 1 in. 1998). ESC pobrano z zarodkow na stadium
rozwojowym blastocysty uzyskanych metoda zaptodnienia in vitro. Komorki wyizolowano
z wezta zarodkowego 1 uzyskano 5 linii ESC, w tym 3 z kariotypem XY (H1, H13 1 H14) 1
2 z kariotypem XX (H7 1 H9) (Thomson i in. 1998) (ryc. 1A). Jednakze, pozyskiwanie
nowych linii ESC wiaze si¢ z konfliktami natury etycznej poniewaz podczas procedury

izolacji komorek zarodek zostaje zniszczony (Ilic i Ogilvie 2016; Volarevic i in. 2018).
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blastocysta embrionalne pluripotencjalne
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Rycina 1. Pochodzenie rodzajow pluripotencjalnych komorek macierzystych. A. Embrionalne komorki
macierzyste wyizolowane z wezta zarodkowego blastocysty rozwinietej z zaptodnionej komoérki jajowe;j. B.
Podobne do embrionalnych pluripotencjalne komorki macierzyste wyizolowane z wezta zarodkowego
blastocysty rozwinig¢tej na drodze transferu jadra komorki somatycznej do oocytu. C. Indukowane
pluripotencjalne komorki macierzyste uzyskane po przeprogramowaniu in vitro komoérek somatycznych

Uzyskanie komorek podobnych do embrionalnych z dorostych komérek somatycznych
rozwigzuje problemy etyczne zwigzane z wykorzystaniem ludzkich zarodkoéw. Seria badan
przeprowadzonych od 1958 roku przez Johna Gurdona, ktory zastgpowat jadro komorki
jajowej zaby szponiastej (tac. Xenopus laevis) jadrem pobranym z komorki jelita kijanki,
jest pierwsza proba stworzenia pluripotencjalnych komoérek ze zrdznicowanej komorki 1
rozwoju catego organizmu z otrzymanych PSC w warunkach in vitro. Z uzyskanych
komorek rozwingty si¢ kijanki, ktore przeszty metamorfoze i przeksztalcity si¢ w doroste

zaby, ktore mogly si¢ prawidlowo rozmnaza¢ (Gurdon i in. 1958; Elsdale i in. 1960; Gurdon
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1960, 1962). Badania te wykazaly, ze wykorzystujac transfer jadrowy mozna cofnaé
somatyczne jadro do stadium pluripotencjalnego. Ponadto w 1996 roku stworzenie owcy
Dolly poprzez transfer jadra komodrki dorostej do oocytu datlo nadzieje na
przeprogramowanie zroéznicowanej komorki ssaczej w warunkach in  vitro do
pluripotencjalnych komorek, z ktérych moze si¢ wytworzy¢ caty organizm (Campbell 1 in.
1996). Chociaz stworzenie ludzkich NT-ESC byto duzym wyzwaniem technicznym, w 2013
roku pokazano, ze jest to mozliwe (Tachibana i in., 2013). Jadro komoérki somatycznej
wyizolowane =z linii ludzkich skérnych fibroblastéw pochodzenia plodowego
przeszczepiono do dojrzalego oocytu zatrzymanego w metafazie II. Czynniki
cytoplazmatyczne obecne w oocycie okazaty si¢ wystarczajace do przeprogramowania jadra
komorki somatycznej do stadium embrionalnego (ryc. 1B). Co ciekawe, dodanie kofeiny
znaczgco podniosto efektywnos$¢ 1 jakos¢ przeprogramowania oraz przezywalno$¢ komorek.
Uzyskano w ten sposob 4 linie NT-ESC, ktore wykazywaty ekspresje genow kluczowych
dla pluripotencji takich jak domena POU klasy 5 homeobox 1 (gen POUS5F 1, ang. domain
POU class 5 homeobox I; biatko OCT3/4), czynnik transkrypcyjny NANOG (NANOG, ang.
Nanog homeobox), czynnik transkrypcyjny SRY box 2 (SOX2, ang. SRY-Box transcription
factor 2), specyficzny dla stadium antygen embrionalny 4 (SSEA4, ang. stage-specific
embryonic antygen 4), antygen powierzchniowy TRA-1-60, antygen powierzchniowy TRA-
1-81 oraz posiadaty prawidtowy kariotyp XX. Ponadto przeszczepione do transgenicznych
myszy pozbawionych ukladu immunologicznego wytworzyly potworniaki (tac. 1 ang.
teratoma), czyli guzy sktadajace si¢ z komorek pochodzenia trzech listkow zarodkowych

(Tachibana i in., 2013), co potwierdzito ich pluripotencjalny charakter.

W trakcie badan nad wyprowadzeniem NT-ESC postawiono hipoteze, ze pluripotencja
w komorkach somatycznych moze by¢ indukowana przez okreslone geny, ktére odgrywaja
kluczowa role¢ w utrzymywaniu stanu pluripotencji w ESC. W 2006 roku z sukcesem
przeprogramowano mysie fibroblasty do stanu pluripotencji poprzez wprowadzenie na
drodze transdukcji retrowirusowej 4 czynnikéw transkrypcyjnych kluczowych dla
pluripotencji — Oct3/4, Sox2, protoonkogen c-Myc i czynnik Kruppela 4 (K/f4, ang. Kruppel-
like factor 4) (Takahashi & Yamanaka, 2006). Typ PSC przeprogramowanych ze
zréznicowanych komoérek okreslono mianem indukowanych komoérek macierzystych (rye.
1C). Ludzkie komorki iPSC zostaly wygenerowane rok pdzniej przez dwa niezalezne
zespoty (Takahashi i in. 2007; Yu i in. 2007). Oba zespoty uzyskaly iPSC z ludzkich
fibroblastéw. Otrzymane iPSC wykazywaly podobienstwo do ludzkich ESC pod wzgledem

morfologii, proliferacji, aktywnosci telomerazy oraz ekspresji genow charakterystycznych
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dla pluripotencji. Ponadto, otrzymane iPSC zachowaly potencjat do réznicowania si¢ do
pochodnych trzech listkéw zarodkowych (Takahashi i in. 2007; Yu i in. 2007). Takahashi 1
wspotpracownicy przeprogramowali ludzka lini¢ komorek fibroblastoéw (HDF, ang. human
dermal fibroblasts) z uzyciem tych samych czynnikéw transkrypcyjnych jak w przypadku
przeprogramowania mysich fibroblastow — OCT3/4, SOX2, C-MYC 1 KLF4 (Takahashi i in.,
2007). Yu i wspotpracownicy do przeprogramowania ludzkich fibroblastow do stanu
pluripotencji uzyli czynnikow transkrypcyjnych takich jak OCT3/4, SOX2, NANOG i
homolog A LIN-28 (LIN28, ang. LIN-28 homolog A) (Yu i in. 2007).

Warto zauwazy¢, ze generowanie iPSC oprocz wyeliminowania uzywania ludzkich
zarodkéw, ma rowniez inng wazng zalet¢ — iPSC wyprowadzone od pacjentéw moga
stanowi¢ idealny model do badan nad etiologig 1 patogeneza wielu choréb, ktéra czgsto jest
bardzo zlozona i nie do konca poznana. Przyktadem moze by¢ badanie, w ktorym uzyto
iPSC przeprogramowanych z fibroblastow ze skory pacjenta z rzadka odmiang cukrzycy.
Nastepnie, otrzymane iPSC zréznicowano do komorek trzustki (Yang i in. 2021). Podczas
roznicowania okazato sie, ze komorki pacjenta nie zroznicowaly si¢ do komorek
prekursorowych trzustki (PP, ang. pancreatic progenitors) 1 zatrzymaly swdj rozwoj na
etapie endodermy (DE, ang. definitive endoderm). Na podstawie analizy materiatu
genetycznego pozyskanego z komoérek pacjenta wykazano mutacje w regionie
niekodujagcym 5’ genu czynnik transkrypcyjny trzustki i dwunastnicy 1 (PDX1, ang.
pancreatic and duodenal homeobox 1), ktory jest kluczowy podczas rozwoju embrionalnego
trzustki, w szczego6lnosci endokrynnych komorek 3 produkujacych insuline. Réznicowanie
iPSC w tym badaniu jak i w przypadku innych choréb pozwala na otrzymanie petniejszego

obrazu etiologii oraz przebiegu choroby.

1.2.  Spektrum pluripotencji

PSC w oparciu o charakterystyke wzrostu in vitro, ekspresj¢ gendw markerowych, stan
aktywacji chromosomu X, sposob pozyskiwania energii oraz ich potencjat do r6znicowania

w komorki somatyczne i rozrodcze (gamety), dzieli si¢ na:

a) naiwne pluripotencjalne komorki macierzyste (ang. naive pluripotent stem cells),

b) aktywowane pluripotencjalne komorki macierzyste (ang. primed pluripotent stem
cells),

¢) formatywne pluripotencjalne komodrki macierzyste (ang. formative pluripotent stem

cells).
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Tradycyjnie mysie ESC w hodowli in vitro wyst¢puja w naiwnym oraz aktywowanym
stanie pluripotencji. W stanie naiwnym hoduje si¢ komorki pobrane z wewngtrznego wezta
zarodkowego blastocysty przed implantacja zarodka. W warunkach in vitro moga
roznicowac si¢ do pochodnych wszystkich trzech listkow zarodkowych, a wszczepione do
wczesnego zarodka rdznicujg si¢ w linie somatyczne oraz komorki rozrodcze, co wskazuje
na ich pluripotencj¢ in vivo. W hodowli rosng jako mate, zwarte 1 kopulaste kolonie,
zazwyczaj hodowane s3 na warstwie mitotycznie inaktywowanych mysich embrionalnych

fibroblastow (MEF, ang. mouse embryonic fibroblasts) (ryc. 2A).

A B

Naiwne komorki macierzyste Aktywowane komorki macierzyste

Y el

Rycina 2. Morfologia kolonii ESC w stadium naiwnej i aktywowanej pluripotencji. A. Mysie ESC w stadium
naiwnej pluripotencji. Kolonie sg mate, zwarte i kopulaste, hodowla na warstwie mitotycznie inaktywowanych
MEF. B. Ludzkie iPSC w stadium aktywowanej pluripotencji. Kolonie sa ptaskie o gtadko zakonczonych
brzegach, hodowla na macierzy Geltrex. Skala =200 pm

Natomiast stan pluripotencji aktywowanej wykazuja mysie epiblastyczne komorki
macierzyste (mEpiSC, ang. mouse epiblast stem cells) wyizolowane z epiblastu po
implantacji zarodka (Brons i in., 2007) lub przeksztatcone in vitro z mysich ESC (Guo i in.
2009) oraz ludzkie ESC i1 iPSC hodowane in vitro. Cecha charakterystyczng aktywowanej
pluripotencji jest morfologia kolonii, ktore sg ptaskie o gladko zakonczonych brzegach (ryc.
2B). Podobnie jak naiwne PSC, w warunkach in vitro réznicuja si¢ do wszystkich typow
tkanek pochodzacych z trzech listkbw zarodkowych. Istotng cecha odrozniajaca
aktywowane od naiwnych PSC jest to, ze wszczepione do wczesnego zarodka nie maja

zdolnosci roznicowania si¢ do komorek rozrodczych (Huang i1 in. 2012).

Cechami odrozniajagcymi naiwne od aktywowanych PSC jest rowniez proces
uzyskiwania energii i, w przypadku zenskich PSC, stan chromosoméw X. Aktywowane PSC
uzyskujg energi¢ w procesie glikolizy, podczas gdy komoérki w stanie naiwnej pluripotencji
wykorzystuja zar6wno proces glikolizy jak i oddychania mitochondrialnego (Teslaa i Teitell

2015). Zenskie zygoty maja dwa chromosomy X, z ktorych jeden musi ulec transkrypcyjne;
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inaktywacji aby wyrownac poziom ekspresji gendw miedzy osobnikami meskimi i zenskimi,
a tym samym zapewni¢ prawidlowy przebieg embriogenezy (Barakat i Gribnau 2012).
Komorki znajdujace si¢ w stanie naiwnej pluripotencji wykazuja aktywne obydwa
chromosomy X, z kolei aktywowane PSC posiadajg nieaktywny jeden z chromosoméw X
(Bar iin. 2019; Mandal i in. 2020). Ponadto aktywowane PSC wykazuja wigcksza metylacje
DNA 1 histonu H3, co przejawia si¢ wyciszeniem wigkszej ilosci gendw niz w stanie

naiwnym (Theunissen i in. 2016).

Istnieje réwniez réznica w $ciezkach sygnatowych regulujacych pluripotencje pomiedzy
mysimi a ludzkimi ESC 1 iPSC, czyli odpowiednio naiwnymi i aktywowanymi PSC. W
przypadku mysich ESC, czynnik hamujacy leukemi¢ (LIF, ang. leukemia inhibitory factor)
w potaczeniu z drobnoczasteczkowymi zwigzkami negatywnie regulujgcymi aktywnos$é
sciezki kinazy biatkowej aktywowanej mitogenami/kinazy regulowanej sygnalem
pozakomorkowym (MAPK/ERK, ang. mitogen-activated protein kinases/extracellular
signal-regulated kinase) — 21, oraz inhibitorem kinazy syntazy glikogenu (GSK3p, ang.
glycogen synthase kinase 3f) — CHIR99021, dodane do pozywki chronig ESC przed
czynnikami promujacymi roznicowanie (Niwa i in. 2009; Ying i in. 2008). Natomiast stan
aktywowanej pluripotencji w ludzkich ESC 1 iPSC utrzymuja czynniki takie jak podstawowy
czynnik wzrostu fibroblastow (bFGF, ang. basic fibroblast growth factor) oraz
transformujacy czynnik wzrostu B 1 (TGFB1, ang. transforming growth factor f 1) (James
i in. 2005; Wang i in. 2005). Sciezki sygnalowe i mechanizmy regulujace pluripotencje

opisane sg szczegdtowo w kolejnym podrozdziale niniejszej rozprawy.

Cechg odrozniajacg stan naiwnej pluripotencji od aktywowanej jest rowniez ekspresja
gendéw markerowych dla kazdego z tych stanow. Niektore geny kluczowe dla utrzymania
pluripotencji ulegaja ekspresji w obu tych stadiach na podobnym poziomie (OCT3/4, SOX2)
lub s3 podwyzszone w stanie naiwnym (NANOG) (Messmer i in. 2019). Geny
charakterystyczne dla naiwnej pluripotencji to gen powigzany z pluripotencjg rozwojowa 5
(DPPAS, ang. developmental pluripotency associated 5), czynnik Kruppela 5 (KLF5, ang.
Kruppel-like factor 5), czynnik Kruppela 17 (KLF17, ang. Kruppel-like factor 17), czynnik
wigzacy GATA 6 (GATA6, ang. GATA binding protein 6) (Guo 1 in. 2016; Messmer 1 in.
2019). Natomiast, przykltadowe markery ulegajace ekspresji wylacznie w stadium
aktywowanej pluripotencji to antygen CD24, 2 czlonek rodziny zwigzanej z palcem
cynkowym (ZIC2, ang. zic family member 2) i biatko pokrewne z frizzled 2 (SFRP2, ang.
frizzled related protein 2) (Messmer 1 in. 2019; Theunissen 1 in. 2016).

23



Tradycyjna hodowla in vitro ludzkich ESC 1 iPSC utrzymuje aktywowany stan
pluripotencji, jednak mozliwe jest przeprogramowanie tych komoérek do stanu naiwnej
pluripotencji. Cofnigcie komodrek do stanu naiwnej pluripotencji mozna otrzymac¢ poprzez
dodanie do pozywki komponentow uzywanych do hodowli mysich ESC — LIF, 2i 1
CHIR99021 Ilub wywotanie zwigkszonej ekspresji genow kluczowych dla naiwnej
pluripotencji (NANOG 1 KLF4). W ten sposob mozliwe jest otrzymanie ludzkich naiwnych
PSC, ktore pod wzgledem morfologicznym, ekspresji genow 1 aktywacji dwodch
chromosoméw X przypominajg mysie ESC (Buecker i Geijsen 2010; de Los Angeles 1 in.

2012; Guoiin. 2016, 2021; Hanna i in. 2010).

W 2017 roku profesor Austin Smith wysunal hipoteze istnienia posredniego stadium
pluripotencji, miedzy naiwng a aktywowang, ktorg nazwat formatywng pluripotencja
(Smith, 2017). Kiedy komodrka przechodzi ze stanu naiwnej, przez formatywng az do
aktywowanej pluripotencji, nast¢puja dynamiczne procesy molekularne takie jak zmiany
transkryptomiczne, epigenetyczne, sygnalizacyjne oraz metaboliczne (Hoogland & Marks,
2021; Smith, 2017). W 2020 roku trzy zespoty opublikowaty protokoty hodowli mysich 1
ludzkich formatywnych PSC w warunkach 2D (Kinoshita i in. 2021; Neagu i in. 2020; Yu i
in. 2021), a w 2021 Wang i wspdipracownicy opracowali warunki hodowli 3D w formie
organoidow zanurzonych w Matrigelu (Wang i in. 2021). Linie PSC w stanie formatywnym
po transplantacji in vivo tworzg potworniaki oraz sg zdolne do wytworzenia mysich chimer.
Ponadto wykazuja wysoki poziom ekspresji ortodontycznego genu 2 (OTX2, ang.
orthodenticle homeobox 2) 1 czynnika wzrostu fibroblastow 5 (FGF35, ang. fibroblast growth
factor 5) oraz niski poziom genéw markerowych dla pluripotencji naiwnej, takich jak
czynnik transkrypcyjny podobny do CP2 1 (TFCP2L1, ang. transcription factor CP2 like 1)
1 czynnik Kruppela 2 (KLF2, ang. Kruppel-like factor 2). Podobnie jak komoérki w stanie
aktywowanej pluripotencji, formatywne PSC uzyskuja energi¢ w procesie glikolizy,
wykazuja wysoki poziom metylacji DNA 1 histonu H3 oraz majg jeden nieaktywny
chromosom X (zenskie komorki). Cechg charakterystyczng komorek w  stadium
formatywnej pluripotencji jest to, ze moga roznicowa¢ si¢ do wczesnych prekursorow
gamet, ponadto w hodowli in vitro tworza spolaryzowane rozety (Neagu i in. 2020;
Kinoshita i in. 2021; Wang i in. 2021; Yu 1 in. 2021). Przyszte badania wykorzystujace
formatywne linie PSC dadza mozliwo$¢ zrozumienia procesow zachodzacych zaraz po
implantacji zarodka podczas wczesnego rozwoju embrionalnego. Ponadto stanowig one
idealny model do lepszego poznania dynamicznych procesow molekularnych zachodzacych

podczas osiggania przez komorki kolejnych standw pluripotenc;i.
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1.3. Mechanizmy regulujace pluripotencje in vitro

Utrzymywanie stanu pluripotencji oraz odpowiedniej morfologii podczas
samoodnawiania komoérek macierzystych podlega bardzo precyzyjnym regulacjom.
Warunki hodowli PSC bazuja na kombinacji drobnoczasteczkowych zwiagzkow i1 czynnikow
wzrostu, aby podtrzymywac ekspresje gendéw kluczowych dla pluripotencji oraz
kontrolowa¢ zewnetrzne sygnaly, ktore moglyby rozpoczaé proces rdéznicowania.
Zrozumienie mechanizmow lezacych u podstaw pluripotencji oraz zbadanie w jaki sposéb
jest ona zachowana i podtrzymywana sg niezbedne do petnego wyjasnienia mechanizméw
wczesnej embriogenezy ssakoéw. Jest to konieczne do opracowania skutecznych terapii
medycyny regeneracyjnej opartych na technologii komoérek macierzystych, modeli chorob
oraz odkrywania i badania nowych lekow. Kluczowe dla utrzymania stadium pluripotencji

sa odpowiednia regulacja genetyczna oraz dziatanie $ciezek sygnalizacyjnych.

1.3.1. Regulacja genetyczna

Stan pluripotencji i procesy samoodnawiania sg regulowane przez zalezng od siebie
ekspresje okreslonych genéw. Rdzen genetycznych zaleznosci regulacyjnych kontrolujace;j
fenotyp PSC stanowi zestaw podstawowych czynnikow transkrypcyjnych. Fundamentalne
znaczenie tych gendw najlepiej obrazuje fakt, ze sg wystarczajgce i niezbedne do nabycia 1
utrzymania pluripotencji podczas przeprogramowania komorek somatycznych do iPSC (Yu

1in. 2007; Takahashi i in. 2007).

Czynnik transkrypcyjny OCT3/4, kodowany przez gen POUSFI zostat
zidentyfikowany jako jeden z pierwszych czynnikow odpowiedzialnych za utrzymywanie
pluripotencji ESC. Ulega ekspresji specyficznie w ESC oraz pierwotnych komorkach
rozrodczych (Scholer i1 in. 1989; Nichols i in. 1998; Niwa 1 in. 2000). Podobnie SOX2 jest
czynnikiem transkrypcyjnym niezb¢dnym dla ESC i dodatkowo jest kluczowym
regulatorem ekspresji POUSF'1 (Avilion i in. 2003; Masui i in. 2007). Wyciszenie ekspresji
POUSFI 1 SOX2 powoduje, ze ESC zaczynaja roznicowac¢ do komorek trofoektodermy. Z
kolei podwyzszona ekspresja POUSFI lub SOX2 w ESC prowadzi do zainicjowania
réznicowania w kierunku odpowiednio mezodermy lub neuralnej ektodermy (Niwa i in.
2000; Thomson iin. 2011). Z tego wzgledu, precyzyjna regulacja ekspresji POUSF1 1 SOX2
jest podstawg utrzymywania pluripotencji w ESC.

Z kolei czynnik transkrypcyjny NANOG jest rOwniez uwazany za podstawowy

markerowy gen podtrzymujacy stan pluripotencji. Podczas wczesnej embriogenezy NANOG
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jest kluczowy w nabywaniu pluripotencji przez komorki wezta zarodkowego blastocysty, a
w hodowli in vitro ESC jest zdolny do utrzymania samoodnowy mysich ESC bez obecnosci
czynnika LIF w pozywce (Chambers i in. 2003, 2007; Mitsui i in. 2003; Suzuki i in. 2006;
Silva i in. 2009).

Co ciekawe, czynnik OCT3/4 razem z SOX2 wspotpracuja ze sobg w regulacji
ekspresji genow waznych dla pluripotencji poprzez tworzenie heterodimerow. Miejsca
wigzania w genomie biatek OCT3/4 1 SOX2 oraz NANOG réwniez si¢ pokrywaja. Warto
zauwazy¢, ze miejscami wigzania podstawowych czynnikow transkrypcyjnych
utrzymujacych pluripotencj¢ najczesciej sa wzmacniacze ekspresji genow wykazujacych
grupy w ontologii gendow zwigzane z samoodnawianiem, takich jak czynnik wzrostu
fibroblastow 4 (FGF4, ang. fibroblast growth factor 4), SOX2, niezrdéznicowany czynnik
transkrypcyjny komorek embrionalnych 1 (UTFI, ang. undifferentiated embryonic cell
transcription factor 1), biatko F-Box 15 (FBXI5, ang. F-box protein 15), czynnik
determinacji stron lewo-prawo (LEFTY, ang. left-right determination factor) (Chew 1 in.
2005; Rodda 1 in. 2005; Chen 1 in. 2008; Young 2011). Dodatkowo, podstawowe czynniki
transkrypcyjne odpowiedzialne za utrzymywanie fenotypu ESC moga wzajemnie si¢
regulowa¢ wykorzystujac zjawisko sprzg¢zenia zwrotnego (Boyer i in., 2005). Jednakze,
wystepuja pewne roéznice pomiedzy biatkami OCT3/4 1 SOX2 a NANOG. Mianowicie,
POUSFI 1 SOX2 ulegaja ekspresji na $cisle kontrolowanych poziomach jednolicie w calej
populacji ESC. Dodatkowo POUSF1 1 SOX2 ulegaja wysokiej ekspresji zarOwno w stanie
naiwnej jak i1 aktywowanej pluripotencji. W przeciwienstwie do POUSFI 1 SOX2, gen
NANOG moze ulega¢ ekspresji na réoznych poziomach w réznych komorkach tej samej
populacji ESC. Ponadto w stanie aktywowanej pluripotencji ulega nizszej ekspresji w
poréwnaniu do pluripotencji naiwnej (Chambers i in. 2003; Festuccia i in. 2012). Co
ciekawe, komorki z wylaczong ekspresja NANOG nadal samoodnawiajg si¢ w stanie
niezréznicowanym, jednak wykazujg zwiekszong zdolno$¢ do réoznicowania w poréwnaniu
z ESC typu dzikiego. Dodatkowo geny regulowane przez NANOG nadal ulegajg ekspresji
w ESC po wylaczeniu ekspresji NANOG (Chambers i in. 2003; Silva i Smith in. 2008; Silva
1 in. 2009). Sugeruje to, ze rola NANOG w stanie naiwnej pluripotencji polega bardziej na
ochronie ESC przed sygnatami i1 bodzcami promujacymi rdznicowanie, niZ na

utrzymywaniu ekspresji genoéw odpowiedzialnych za pluripotencjeg.
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1.3.2. Sciezki sygnalizacyjne

Wsrod kaskad sygnalizacji zaangazowanych w utrzymywanie pluripotencji i

samoodnawiania wyrdzniamy:

a)

b)

sygnalizacje TGFf 1 biatek morfogenetycznych kosci (BMP, ang. bone
morphogenetic proteins),

sygnalizacj¢ FGF,

sygnalizacj¢ LIF/kinaza Janusa/przekaznik sygnatu i aktywator transkrypcji 3
(LIF/JAK/STAT3; JAK, ang. janus kinase; STAT3, ang. signal transducer and
activator of transcription),

sygnalizacj¢ zintegrowanego miejsca zwigzanego z bezskrzydtowoscia (WNT, ang.
wingless-related integration site),

sygnalizacja kinazy 3-fosfatydyloinozytolu i kinazy biatkowej AKT (PI3K, ang.
phosphatidylinositol 3-kinase; AKT, ang. AKT/protein kinase B).

1.3.2.1. Sygnalizacja TGFB i BMP

Receptory TGFB odgrywaja kluczowa rol¢ w utrzymaniu pluripotencji zar6wno

ludzkich jak 1 mysich PSC (rye. 3). Receptory te sg transbtonowymi kinazami, ktére sktadajg

si¢ z receptorow typu I i typu II (Morikawa i in. 2016; Watabe i Miyazono 2009). Do

ligandow receptorow TGF[ nalezg biatka:

a)
b)
¢)
d)
e)

TGFp1,
aktywiny,
nodal,
BMP,

czynniki wzrostu i r6znicowania (GDF, ang. growth and differentiation factors).

W przypadku ludzkich PSC istotng role¢ odgrywa sygnalizacja przez ligandy

TGFB1/aktywina/nodal, natomiast w mysich PSC wazng funkcj¢ petni sygnalizacja przez

ligandy BMP (Mullen i Wrana 2017). Przylaczenie ligandu do receptorow powoduje

fosforylacje bialek SMAD, ktére posrednicza w przekazywaniu sygnalu do jadra

komorkowego. Bialko SMAD4 jest biatkiem wspolnym dla sygnalizacji przez
TGFp1/aktywina/nodal oraz BMP. W mysich PSC, bialko Smad4 faczy si¢ z biatkami
Smad1, Smad5 1 Smad8. Natomiast, w ludzkich PSC biatko SMAD4 taczy si¢ z biatkami
SMAD2 i SMAD3 (Watabe i Miyazono 2009; Mullen i Wrana 2017). Kompleksy SMAD
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przemieszczaja si¢ z cytoplazmy do jadra komorkowego, gdzie sa rekrutowane do miejsc
promotorowych i kontroluja ekspresje genéw przez interakcje z czynnikami

transkrypcyjnymi i aktywatorami lub represorami ekspresji.

W ludzkich i mysich PSC sygnalizacja przez receptory TGF[ podtrzymuje pluripotencje
przez aktywacje ekspresji genéw markerowych, takich jak POUSFI, NANOG czy SOX2
(James 1 in. 2005; Vallier i in. 2005; Xiao i in. 2006). Co ciekawe, receptor dla TGFp1 jest
charakterystyczny dla ludzkich PSC, ale mysie PSC moga aktywowa¢ biatko Smad2 i
Smad3 w odpowiedzi na aktywine lub nodal (James i in. 2005). W mysich PSC, sygnalizacja
TGFp jest czesciej] wywolana przez Bmp4 1 powoduje, ze Smadl i Smad5 razem z Klif4 1
KIf5 wzmacniajg ekspresj¢ Pousf1, Nanog, Sox2 1 Stat3 oraz Id1 i Dusp9, ktore odgrywaja
kluczowg rol¢ w utrzymaniu naiwnej pluripotencji (Chen 1 in. 2011). W przeciwienstwie do
mysich ESC, u ktérych aktywacja szlaku przez Bmp4 utrzymuje stan pluripotencji, w
przypadku ludzkich PSC aktywacja sygnalizacji TGFp przez BMP prowadzi do

réznicowania do mezodermy i komoérek podobnych do trofoblastu (Orlova i in. 2016).
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Rycina 3. Sygnalizacja TGFS w ludzkich (po lewej) i mysich (po prawej) pluripotencjalnych komorkach
macierzystych. Po przylaczeniu specyficznych ligandow do receptorow biatka SMAD ulegaja fosforylacji i
tworzg kompleksy z biatkiem SMAD4, dzigki czemu moga z cytoplazmy przemiesci¢ si¢ do jadra

komorkowego, gdzie aktywuja ekspresje genow utzrymujacych pluripotencje i samoodnawianie
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1.3.2.2. Sygnalizacja FGF

Receptory FGF sg kinazami, z ktorymi taczg si¢ ligandy z rodziny FGF (22 biatka) (ryc.
4). Aktywowane receptory przekazujg sygnat przez kaskady sygnalowe takie jak:

a) MAPK,

b) JAK/STAT,
¢) PI3K/AKT,
d) ERK.

Efektem aktywacji receptorow FGF i dalszych kaskad sygnalowych jest regulacja

przezycia komorki, proliferacji i réznicowania (Hanna i in. 2010; Greber i in. 2010).

Sygnalizacja FGF jest bardzo wazna dla utrzymania pluripotencji ludzkich PSC.
Swiadczy o tym fakt, ze ludzkie PSC sa hodowane w medium zawierajacym FGF (Amit i
in. 2000; Xu 1 in. 2001). Poczatkowo, kiedy ludzkie ESC byly hodowane na warstwie
odzywcze] MEF, FGF2 (inaczej zwany bFGF) indukowal komorki MEF do wydzielania
TGFB1 i czynnika wzrostu podobnego do insuliny (IGF, ang. insulin-like growth factor),
ktére wspdlnie utrzymuja niezréznicowany stan ludzkich ESC (Amit i in. 2000; Diecke i in.
2008). Szczegodlnie wazne dla utrzymania pluripotencji ludzkich PSC jest biatko FGF2,
ktore wspomaga samoodnawianie oraz zatrzymuje roéznicowanie poprzez inhibicje Sciezki
BMP. Ponadto aktywuje $ciezke PI3K/AKT, ktora przez oddziatywanie na kinaz¢ ssaczy cel
rapamycyny (mTOR, ang. mammalian target of rapamycin kinase) hamuje apoptoze i
zwigksza proliferacjg PSC. Dodatkowo FGF2 razem z FGF4, czynnikiem wzrostu
fibroblastow 6 (FGF6, ang. fibroblast growth factor 6) i czynnikiem wzrostu fibroblastow 9
(FGF9, ang. fibroblast growth factor 9) moze indukowac zwickszong ekspresje NANOG w
ludzkich ESC (Mayshar i in. 2008; Mossahebi-Mohammadi 1 in. 2020).

W mysich ESC ekspresja Fgf4 prowadzi do aktywacji szlaku ERK1/2, co rozpoczyna
roznicowanie. W obecnosci kwasu retinowego Fgf4 indukuje réznicowanie w kierunku
prymitywnej ektodermy. Ponadto FGF4 dodany do medium powoduje zwigkszong liczbg
komorek zroznicowanych w kulturze in vitro mysich ESC, gtownie wykazujacych cechy
komorek endodermy pozazarodkowej. Zahamowanie ekspresji Fgf4 prowadzi do
niewlasciwego réznicowania. Dodatkowo sygnalizacja FGF4/ERK1/2 w mysich ESC
odgrywa istotng role w kierowaniu komorek w rdéznicowaniu do neuroektodermy i

mezodermy, poniewaz zaburzenie sygnalizacji szlaku FGF4/ERK1/2 prowadzi do inhibicji
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roznicowania w kierunku tych komorek (Kunath 1 in. 2007; Stavridis i in. 2007; Nichols 1

Smith 2009; Mossahebi-Mohammadi i in. 2020).

Ludzkie pluripotencjalne
komorki macierzyste

Mysie pluripotencjalne
komorki macierzyste
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Rycina 4. Sygnalizacja FGF w ludzkich (po lewej) i mysich (po prawej) pluripotencjalnych komorkach
macierzystych. Po przytaczeniu specyficznych ligandow FGF do receptoréw FGF, w ludzkich PSC nastgpuje
aktywacja szlaku PI3K/AKT, ktory aktywuje mTOR promujac proliferacje i hamujac apoptoze. Dodatkowo
FGF4 indukuje ekspresje NANOG i hamuje $ciezk¢ BMP, ktora w ludzkich PSC musi by¢ wyciszona aby
utrzymywac pluripotencj¢. Aktywacja sciezki FGF w mysich PSC prowadzi do aktywacji sygnalizacji ERK1/2
i indukuje réznicowanie w kierunku prymitywnej ektodermy, neuroektodermy i mezodermy
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1.3.2.3. Sygnalizacja LIF/JAK/STAT3

Sygnalizacja LIF/JAK/STAT3 podtrzymuje stan naiwnej pluripotencji (mysie ESC),
natomiast nie bierze udzialu w utrzymaniu aktywowanej pluripotencji (ludzkie PSC)

(Daheron i in. 2004; Yang i in. 2010) (ryc. 5).

Czynnik LIF jest cytoking, ktora w hodowli in vitro mysich ESC podtrzymuje
samoodnawianie i zapobiega rozpoczgciu roznicowania. LIF taczy si¢ do kompleksu
receptora LIF/glikoproteiny 130, co z kolei aktywuje kinaze JAK. Kinaza JAK nastepnie
fosforyluje czynnik transkrypcyjny STAT3, ktory wchodzi do jadra komérkowego, gdzie
reguluje transkrypcje (Matsuda i in. 1999; Niwa i in. 1998; van Oosten 1 in. 2012).
Wykazano, ze aktywacja $ciezki LIF/JAK/STAT3 indukuje ekspresje¢ K/f4 i czynnika
transkrypcyjnego T-box 3 (Tbx3, ang. T-box transcription factor 3), ktore indukuja
ekspresje czynnikow transkrypcyjnych kluczowych dla utrzymania pluripotencji — Nanog 1

Sox2 (Niwa 1 in. 2009).

Mimo duzego znaczenia szlaku LIF/JAK/STATS3 dla utrzymania pluripotencji naiwnych
PSC, nadal nie zostaty poznane wszystkie geny zalezne od STAT3 i1 nadal odkrywane sg
nowe cele genetyczne tej §ciezki. Przykladem moze by¢ gen kodujacy wspotaktywator
transkrypcji Blc3 (Ble3, ang. Blc3 transcription coactivtor), ktory poczatkowo zostat
zidentyfikowany jako regulator ekspresji genow zwigzanych z odpowiedzig
immunologiczng lub fizjologia komoérek nowotworowych. Wykorzystujac metode
immunoprecypitacji chromatyny (ChIP, ang. chromatin immunoprecipitation),
udowodniono, ze czynnik transkrypcyjny Stat3 wigze si¢ z sekwencja wspomagajaca
ekspresje¢ Blc3. W kontekscie utrzymywania pluripotencji wykazano, ze wyciszenie
ekspresji Blc3 w mysich ESC zmienito ich morfologi¢ oraz zmniejszylo ekspresje genow
markerowych — Nanog, Sox2, Pou5f1, natomiast podwyzszona ekspresja Blc3 zapobiegata
réznicowaniu 1 promowata ekspresj¢ Poujfl. Dodatkowo ujawniono, ze biatko Blc3
immunoprecypituje razem z biatkiem Oct3/4, wskazujac na regulacj¢ ekspresji PouSf1 przez
Blc3 (Chen 1 in. 2015). Innym przykladem moze by¢ gen kodujacy biatko podobne do
PRAME 7 (Pramel7, ang. PRAME like 7), ktorego podwyzszona ekspresja powoduje
wzmocnienie ekspresji Nanog i Pou5f1. Zwigkszona ekspresja genu Pramel7 po dodaniu
LIF do pozywki $wiadczy o zaleznosci ekspresji Pramel7 od $ciezki LIF/JAK/STATS3

(Casanovaiin. 2011).
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Rycina 5. Sygnalizacja LIF/JAK/STAT3 w mysich pluripotencjalnych komdorkach macierzystych. Po
przytaczeniu ligandu LIF do kompleksu receptora LIF z glikoproteina 130 nastgpuje aktywacja kinazy JAK,
ktora fosforyluje STAT3. Fosforylowany STAT3 moze przejs¢ do jadra komorkowego gdzie indukuje
ekspresje Klf4 i Thx3. Z kolei KIf4 i Tbx3 aktywujg ekspresje genow utrzymujacych pluripotencje i
samoodnawianie, takich jak Nanog i Sox2
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1.3.2.4. Sygnalizacja WNT

Sygnalizacja WNT reguluje wiele proceséw komoérkowych takich jak proliferacia,
samoodnowa PSC, roznicowanie czy homeostaze dorostych komoérek somatycznych. Szlak

WNT moze wystepowaé w dwoch Sciezkach:

a) kanoniczny szlak WNT/B-katenina,

b) niekanoniczny szlak WNT/polaryzacja planarna komorki.

W utrzymaniu pluripotencji kluczowa jest kanoniczna $ciezka WNT (ryc. 6). Ligandy
WNT sg glikoproteinami wydzielanymi na zewnatrz komorki przez co dziatajg parakrynnie
lub autokrynnie na otaczajace komorki. Rodzina biatek WNT liczy 19 cztonkow. Ligandy
WNT 1acza si¢ z receptorami FZD (ang. frizzled), ktére przechodza przez blong
siedmiokrotnie. Ponadto niezbedny do przekazywania sygnatu jest receptor pomocniczy —
receptor lipoprotein o niskiej gestosci (LRP, ang. low-density lipoprotein related receptor)

(de Jaime-Soguero i in. 2018).

Nieaktywna $ciezka WNT przejawia si¢ degradacjg biatka B-kateniny. -katenina
jest wigzana przez kompleks bialek — aksyne, bialko gruczolakowatej polipowatosci
okreznicy (APC, ang. adenomatous polyposis coli protein), kinaz¢ kazeinowg 1 (CK1, ang.
casein kinase 1) 1 GSK3P. Kompleks degradujacy fosforyluje B-katening, ktora
rozpoznawana jest przez podjednostke ligazy ubikwytyny i degradowana w proteasomie.
Degradacja B-kateniny uniemozliwia translokacje¢ do jadra, gdzie moze regulowac ekspresje

genow (de Jaime-Soguero i in. 2018).

Aktywacja Sciezki WNT rozpoczyna si¢ przytaczeniem biatek z rodziny WNT do
receptora FZD 1 LRP, co powoduje fosforylacje i aktywacj¢ biatka DVL (ang. dishevelled).
Aktywne biatko DVL taczy aksyne, ktora nie moze taczy¢ si¢ z GSK3f i caty kompleks
degradujacy nie moze powsta¢. Zakumulowana w cytoplazmie 3-katenina moze przej$¢ do
jadra, gdzie we wspdlpracy z czynnikiem transkrypcyjnym komorek T/czynnik
wzmacniajacy komorki limfoidalne (TCF, ang. T-cell factor; LEF, ang. lymphoid enhancer
factor) aktywuje geny zalezne od sygnalizacji WNT, w tym rowniez geny zaangazowane w

utrzymywanie pluripotencji (Wang 1 in. 2012; Scheibner i in. 2019).
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Rycina 6. Sygnalizacia WNT - Sciezka sygnalizacyjna nieaktywna (po lewej) i aktywna (po prawej).
Nieaktywna sygnalizacja WNT (po lewej) prowadzi do utworzenia kompleksu aksyna, APC, CK1 i GSK3p,
ktory wigze i fosforyluje B-katening. Do ufosforylowanej B-kateniny przytacza si¢ ubikwityna i biatko ulega
degradacji w proteasomie. Przytaczenie ligandu WNT do receptora FZD i receptora pomocniczego LRP
prowadzi do fosforylacji DVL, ktory rekrutuje aksyne. Kompleks degradujacy p-katening nie moze powstac i
B-katenina przechodzi do jadra komodrkowego, gdzie aktywuje ekspresj¢ czynnikéw transkrypcyjnych
TCF/LEF wspotpracujacych z OCT3/4, NANOG i SOX2 w utrzymywaniu pluripotencji

W ESC czynnik transkrypcyjny TCF3 wspoélpracuje z OCT3/4, SOX2 1 NANOG w

regulowaniu genow zwigzanych z pluripotencja poprzez wigzanie si¢ do sekwencji
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wspomagajacych transkrypcje. W przypadku nieaktywnego szlaku WNT, czynnik TCF3
dziata antagonistycznie do OCT3/4 i SOX2, a wigc wycisza ekspresj¢ gendw zwigzanych z
samoodnow3a. Dodatkowo, kanoniczna sciezka WNT aktywuje ekspresje genu markerowego
dla stanu naiwnej pluripotencji — KLF2 (Cole 1 in. 2008; Martello i in. 2012; Qiu i in. 2015).
Wykazano rowniez, ze aktywacja $ciezki WNT w ESC poprzez inhibicje GSK3[ byta

wystarczajaca do utrzymania pluripotencji w pozywce bez dodatku LIF (Sato i in. 2004).

1.3.2.5. Sygnalizacja PI3K/AKT

Sygnalizacja PI3K/AKT jest $ciezka, ktora w odpowiedzi na zewnatrzkomoérkowe
sygnaty promuje wiele funkcji komoérkowych takich jak metabolizm, proliferacja,

przezywalno$¢ czy adhezja (ryc. 7).

Jedng droga aktywacji $ciezki PI3K/AKT jest przylaczenie ligandu do receptora
kinazy tyrozyny (RTK, ang. receptor tyrosine kinase). Rodzina receptorow RTK obejmuje
receptory btonowe dla cytokin, czynnikoéw wzrostu czy hormonow. Przyktadem sa receptory
FGF i IGF. Przylaczenie ligandu autofosforyluje wewnatrzkomérkowa domeng receptora
RTK. Fosforylacja rekrutuje kinaz¢ PI3K, ktora zostaje aktywowana i przylacza si¢ do
fosfolipidu wchodzacego w sktad btony komdrkowej — 4,5-bifosforanu fostatydyloinozytolu
(PIP2, ang. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate). Aktywna PI3K fosforyluje PIP2 i
powstaje czasteczka 3,4,5-trifosforan fosfatydyloinozytolu (PIP3, ang. phosphatidylinositol
3,4,5-triphosphate), ktora jako czasteczka sygnatowa rekrutuje do btony wiele biatek
sygnatlowych, w tym kinaz¢ 1 zalezng od fosfatydyloinozytolu (PDKI1, ang.
phosphoinositide-dependent kinase 1) 1 kinaze¢ AKT. PDK1 aktywuje przez fosforylacje
kinaz¢ AKT, ktora nastepnie reguluje aktywno$¢ wielu bialek (Yu i Cui 2016; Madsen
2020).

Alternatywng droga aktywacji $ciezki PI3K/AKT jest sygnalizacja zalezna od
integryn. Integryny sa to biatka transmembranowe zbudowane z podjednostek o i P.
Integryny tacza biatka macierzy zewnatrzkomorkowej takie jak laminina, witronektyna czy
fibronektyna z cytoszkieletem aktynowym komorki, przez co odgrywaja kluczowa role w
przyczepianiu komorek do podtoza (Matsuoka i in. 2012). Przytaczenie ligandu do receptora
integryn powoduje zmian¢ w konformacji podjednostek receptora co prowadzi do
fosforylacji 1 aktywacji kinazy ogniskowej adhezji (FAK, ang. focal adhesion kinase). Z
kolei aktywna kinaza FAK aktywuje kinaze PI3K i wywotuje kaskade sygnalizacyjna
opisang wyzej (Wu i in. 2016).

36



Biatka macierzy zewnatrzkomorkowej
np. laminina, witronektyna i fibronektyna

macierz

zewngtrzkomorkowa Receptor RTK

np receptor FGF

fosforylacja

i adhezja podczas pasazu

|

utrzymywanie ekspresjic-Myc  utrzymywanie fosforylagji utrzymywanie pluripotencji

/\,

proliferacja  apoptoza

Rycina 7. Sygnalizacja PI3K/AKT. Po aktywacji receptora RTK (po prawej), np. receptora FGF, kinaza PI3K
jest aktywowana co prowadzi do fosforylacji PIP2 i powstania PIP3. Aktywny PIP3 rekrutuje do btony kinaz¢
PDKI1, ktora fosforyluje i aktywuje kinazg AKT. Aktywna kinaza AKT reguluje aktywno$¢ wielu biatek
przyczyniajac si¢ do utrzymania pluripotencji i samoodnowy PSC. Alternatywna Sciezka aktywacji kinazy
PI3K to aktywacja przez $ciezke zalezng od integryn (po lewe;j)

W ludzkich ESC wywotanie podwyzszonej ekspresji kinazy AKT skutkuje
utrzymywaniem statej ekspresji gendéw odpowiedzialnych za pluripotencje i zaburzonym
roznicowaniem in vitro. Ponadto wyciszenie szlaku PI3K/AKT przez inhibitory takie jak
LY294002 prowadzi do utraty pluripotencji (Bendall i in., 2007; McLean, 2007). Co
ciekawe, w mysich ESC sygnalizacja PI3K/AKT poprzez inhibicj¢ GSK3 przyczynia si¢
do zachowania pluripotencji poprzez utrzymywanie ekspresji c-Myc (Cartwright 1 in. 2005;
Singh i in. 2012; Chen i in. 2015). W przypadku ludzkich ESC wykazano, ze PI3K
wspomaga S$ciezke TGFB przez utrzymywanie odpowiedniego poziomu fosforylacji
SMAD?2 i SMAD3, jednakze doktadny mechanizm nie zostat jeszcze wyjasniony. Warto
zauwazy¢, ze ma to ogromne znaczenie dla utrzymywania pluripotencji, poniewaz przy
supresji PI3K zwigksza si¢ poziom fosforylacji biatek SMAD2 1 SMAD3, prowadzac do
aktywacji genow odpowiedzialnych za rozpoczecie réznicowania (Dalton 2013; Yu i in.

2015; Yu i Cui 2016). Kolejnym waznym aspektem utrzymywania pluripotencji w ludzkich
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ESC przez kaskade PI3K/AKT jest fakt, ze kinaza AKT inhibuje ERK1 1 ERK2, ktére w
aktywowanej pluripotencji muszag by¢ nieaktywne. Dodatkowo podwyzszona aktywacja
sciezki PI3K/AKT wywotana insuling (INS, ang. insulin) prowadzi do zwigkszenia
przezywalnos$ci 1 adhezji ludzkich ESC podczas pasazu pojedynczych komorek (Godoy-
Parejo 1 in. 2019).

1.4. Nisza ludzkich komorek PSC in vitro

Nisza (ang. niche) ludzkich komoérek PSC, na ktorg sktadajg si¢ adhezja komorka-
komorka, przyleganie komorki do macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM, ang. extracellular
matrix) oraz sztywno$¢ 1 sklad podtoza hodowlanego, jest zaangazowana w wiele
najwazniejszych procesow komodrkowych, takich jak przekazywanie sygnatow,
komunikacja miedzykomoérkowa, migracja komorek czy organizacja cytoszkieletu, ktore
maja znaczenie w okreslaniu kierunku réznicowania i rozwoju tkanek (Collins i in. 2017).
Nisza oddzialuje tez mechanicznie na komorki PSC, wptywajac na ich polaryzacje i adhezje,
co odzwierciedla si¢ w charakterystycznej morfologii kolonii ludzkich PSC w warunkach in

Vitro.

Zwarta morfologia kolonii ludzkich PSC zapewniona przez utrzymanie
odpowiedniego poziomu adhezji jest niezb¢dna dla utrzymania pluripotencji 1
samoodnawiania. Charakterystyczny ksztalt ludzkich kolonii PSC in vitro wynika z
wlasciwosci adhezyjnych komorek budujacych kolonig. Pozycja w kolonii wplywa na
polaryzacje komoérek PSC, ktéora uwidacznia si¢ réznym roztozeniem fosfolipidow,
kompleksow biatkowych i sktadnikami cytoszkieletu w czesci apikalnej (wierzchotkowe;),
lateralnej (Srodkowej) 1 bazalnej (podstawnej) komorki PSC (Nérva 1 in. 2017; Stubb 1 in.,
2019). Komoérki wewnatrz kolonii wykazuja wigksza adhezje do otaczajacych komorek niz
do ECM. Potaczenia komorka—komorka w koloniach ludzkich PSC utrzymuje biatko e-
kadheryna (CDHI1, ang. e-cadherin). Wzajemna adhezja komoérek PSC wzmacnia ich
przezycie, zwlaszcza podczas pasazu. Ludzkie komorki PSC mozna pasazowacé z uzyciem
0,5 mM roztworu EDTA, ktory odczepia komoérki od podtoza, rownoczes$nie zachowujac
potaczenia migdzykomodrkowe. Pasazowanie ludzkich komorek PSC w klastrach zwigksza
ich przezycie podczas tej procedury, poniewaz zniszczenie potaczen CDHI1 prowadzi do
apoptozy komoérek PSC (Watanabe 1 in. 2007). Podczas pasazu do pojedynczych komorek,
kiedy dochodzi do zniszczenia potaczen CDHI1 migdzy komoérkami ludzkich PSC, co
prowadzi do hiperaktywacji niemi¢§éniowej miozyny IIA (NMMIIA, ang. nonmuscle myosin

114) przez kinazg biatkowg zwigzang z Rho (ROCK, ang. Rho-associated protein kinase).
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Kinaza ROCK w ludzkich komoérkach PSC w koloniach fosforyluje lekkie tancuchy
miozynowe (np. NMMIIA), utrzymujac je na prawidtowym poziomie i stabilizuje katening
p120, regulator polaczen kadherynowych, i tym samym wplywa na trwato$¢ potaczen CDH1
miedzy komoérkami PSC (Li 1 in. 2010).

Natomiast komorki uktadajace si¢ na brzegach kolonii mocniej przylegaja do ECM
1 tworza potaczenia pasm adhezji ogniskowej, poniewaz jedna strona komoérki PSC utozone;j
na krawedzi nie aczy si¢ z drugg komoérka PSC, co wplywa na ich wiekszg specjalizacje
bazalno-lateralng. Pasma adhezji ogniskowej (inaczej zwanej fokalna, ang. focal adhesion)
w komorkach PSC, ktore tacza ECM z cytoszkieletem komorki przez biatka integryny
zapewniaja niezréznicowany stan ludzkich PSC. Potaczenia te sg regulowane przez kinaze
FAK, a obnizenie ekspresji kinazy FAK powoduje zmiany w morfologii kolonii, co
przejawia si¢ obnizeniem poziomu ekspresji markerow pluripotencji takich jak NANOG,
POUSFI 1 SOX2 (Vitillo 1 in. 2016; Villa-Diaz i in. 2019). Ponadto kinaza FAK moze
regulowa¢ szlak PI3K/AKT, ktory bierze udziat w utrzymaniu pluripotencji (Nérvi i in.,
2017; Kallas-Kivi 1 in. 2018; Stubb 1 in. 2019). Na podstawie analizy poréwnawcze]
transkryptomu ludzkich komoérek PSC z centralnej i brzegowej cze$ci kolonii stwierdzono,
ze komorki na brzegach kolonii wykazywaly wzbogacenie o terminy funkcjonalne zwigzane
miedzy innymi z adhezjg ogniskowg czy organizacja cytoszkieletu, co potwierdza
wczesniejsze badania zespotu profesor Ivaski, ze komorki PSC na brzegach kolonii
wykazuja wigksza adhezje do ECM poprzez tworzenie pasm adhezji fokalnych w
porownaniu do komoérek PSC w centrum kolonii (Nérva i in. 2017; Stubb i in. 2019; Kim 1

in. 2022).

Sciezki laczace ECM z wnetrzem komérek PSC sprzezone sa za pomoca
mechanotransdukcji, czyli odbieraniu bodzcéw mechanicznych i zamianie ich na informacje
biochemiczng. Opor podioza hodowlanego na mechaniczne napieranie pochodzace z
wnetrza komorki reguluje stabilnos$¢ adhezji ogniskowych i aktywno$¢ kinazy FAK. Z kolei,
kinaza FAK fosforyluje i aktywuje sygnalizacje zalezne od sit mechanicznych, takie jak
sygnalizacja MAPK czy sygnalizacje transformujgcego biatka RhoA. Jednoczesnie,
sztywno$¢ podioza hodowlanego wptywa na sztywno$¢ ludzkich komorek PSC, organizacije
1 napigcie cytoszkieletu aktynowego oraz sygnalizacj¢ wewnatrzkomorkowa (Vining i
Mooney 2017). Sciezka sygnalizacyjna wplywajaca na organizacje cytoszkieletu
aktynowego jest sygnalizacja Hippo. Aktywna $ciezka Hippo przejawia si¢ zatrzymaniem
biatka zwigzanego z Yes (YAP, ang. yes-associated protein) 1 aktywatora transkrypcji z

motywem wigzacym PDZ (TAZ, ang. transcriptional activator with PDZ-binding motif) w
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cytoplazmie przez fosforylacj¢ YAP/TAZ przez biatko duzg kinaze supresorowg guza 1/2
(LATS1/2, ang. large tumor supresor kinase 1/2). Natomiast defosforylacja YAP/TAZ
podczas nieaktywnej $ciezki Hippo powoduje translokacje YAP/TAZ do jadra
komorkowego, gdzie faczac si¢ z czynnikiem wzmacniajagcym transkrypcyjnym TEF1/4
(TEADI1/4, ang. transcriptional enhancer factor TEFI1/4) reguluja ekspresje genow
zaangazowanych w proliferacj¢, polaryzacj¢ komoérki 1 organizacje cytoszkieletu
aktynowego. W kontekscie ludzkich komoérek PSC wykazano, ze aktywno$¢ YAP/TAZ jest
niezbedna do utrzymania pluripotencji, a obnizenie aktywnosci YAP/TAZ prowadzito do
roznicowania w kierunku neuroektodermy. Ponadto utrzymanie aktywnosci YAP/TAZ w
hodowli in vitro ludzkich PSC przez sygnalizacjc Rho moduluje organizacje
mikrofilamentéw aktynowych, co z kolei wplywa na przezywalno$¢, samoodnawianie i
pluripotencje ludzkich komorek PSC (Ohgushi i in. 2015). Pomimo ogromnego znaczenia
niszy w pluripotencji 1 réznicowaniu PSC, regulatory kierujace adhezja komoérkowsa 1

przyleganiem do ECM komorek PSC nie sg do konca poznane i zrozumiane.

Poczatkowo ustanowione kultury in vitro ludzkich PSC hodowane byly na warstwie
odzywczej inaktywowanych mitotycznie MEF i w podstawowej pozywce hodowlanej
DMEM/F12 z dodatkiem cielgcej surowicy ptodowej (FCS, ang. fetal calf serum) (Thomson
1998; Reubinoff i in. 2000; Hoffman i1 Carpenter 2005). Takie warunki hodowli okresla si¢
jako zalezne od komoérek odzywczych (ang. feeder-dependent). Jednakze obecnos¢ w
medium niezdefiniowanych komponentéw pochodzenia zwierzgcego jest problematyczna

ze wzgledu na to, Ze:

a) wystgpowanie niezdefiniowanych czynnikoéw zawartych w FCS oraz wytwarzanych
przez warstw¢ komorek MEF moze zaktoca¢ wyniki badan i zaburzaé ich
prawidtowg interpretacje,

b) zmienno$¢ sktadu FCS oraz warstwy komorek MEF wynikajacej ze zmiennosci
osobniczej moze zmniejszy¢/wptywaé na powtarzalnos¢ wynikow,

¢) mozliwos¢ przeniesienia patogendéw odzwierzecych do hodowli ludzkich PSC

stanowi bariere dla przysztego klinicznego zastosowania w terapii.

Poznanie mechanizméw i czynnikéw niezbednych do utrzymania pluripotencji ludzkich
PSC przyczynito si¢ do rozwigzania wyzej wymienionych problemow zwigzanych z
hodowlg ludzkich PSC z wykorzystaniem komponentéw odzwierzecych. Hodowla ludzkich
PSC w medium z dodatkiem bFGF i TGFB1 pozwolita na zrezygnowanie z warstwy

odzywczych komorek MEF (ang. feeder-free) 1 zastosowanie bardziej zdefiniowanych
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podiozy, takich jak Matrigel (inaczej Geltrex), fibronektyna, laminina 1 witronektyna (tab.

1) (Xu1iin. 2001; Amit i in. 2004; Rosler i in. 2004; Chen i in. 2011).

Nalezy jednak pamigtac, ze wszystkie wymienione wyzej podtoza hodowlane r6znig si¢
migdzy soba sktadem, co z pewno$cig wptywa na r6ézng sygnalizacj¢ zewnatrzkomorkowa.
Mimo tego, ze hodowla ludzkich PSC i utrzymywanie stanu pluripotencji jest mozliwe z
wykorzystaniem wymienionych podtozy, ich wptyw na ekspresj¢ genéw 1 inne cechy
fenotypowe ludzkich PSC nie jest jeszcze doktadnie poznany. Ponadto nie sa znane geny,

ktére moga regulowac przyczepnos¢ PSC do podtoza.

Tabela 1. Skiad zdefiniowanych podioz do hodowli ludzkich PSC. EHS — mysi nowotwor Engelbreth-Holm-
Swarm, ktéry powstat spontanicznie u szczepu myszy ST/Eh. Linia komérkowa wyprowadzona z tego guza
produkuje i wydziela do medium duze ilosci bialek blony podstawnej (Hayashi i in. 2004). 804-G — linia
komoérkowa wyizolowana ze szczurzego nowotworu pecherza moczowego, produkuje i wydziela do medium
duze ilo$ci gtéwnie biatka lamininy, mniej fibronektyny (Langhofer i in. 1993)

Rodzaj podloza
Matrigel (Geltrex) Laminina Witronektyna Fibronektyna
Laminina
Laminina Witronektyna Fibronektyna
kolagen IV
=
=
3 entaktyna
proteoglikany
siarczanu heparanu
@ Oczyszczona z Oczyszczona z
= . . .
S Rozpuszczony ekstrakF ludzlflego 1oz¥ska, Rekombinowane ludzklegq, bydlecego
2 | blony podstawnej | komodrek mysiego ludzkie biatko lub mysiego osocza,
'§ mysiego guza EHS guza EHS, medium lub z ludzkich
A komorek 804-G fibroblastow

1.5. Zastosowanie komoérek macierzystych w terapii w medycynie

regeneracyjnej

Istota medycyny regeneracyjnej jest zastgpienie chorych, dysfunkcyjnych lub
uszkodzonych tkanek lub narzagdow zdrowymi. PSC moga by¢ uzyte jako Zrédto komoérek
do terapii komérkowej w leczeniu roznych chorob i urazow, takich jak cukrzyca typu I,
choroba Parkinsona, nowotwory czy uszkodzenie rdzenia krggowego. Schorzenia, takie jak
cukrzyca typu I, sg dobrym celem dla medycyny regeneracyjnej, poniewaz tylko jeden typ
komorek, komorki B produkujgce insuling, jest utracony. Warto zauwazy¢, ze PSC i ich
pochodne zréznicowane w warunkach in vitro stanowig nielimitowang pule komoérek do
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przeszczepu, w porownaniu do narzagdow pochodzacych od niezywych dawcow, ktorych
liczba jest ograniczona. Dodatkowg zaletg wykorzystania PSC w medycynie regeneracyjnej
jest to, ze zrdéznicowane in vitro tkanki z iPSC od pacjenta ograniczaja odpowiedz
immunologiczng organizmu po transplantacji 1 zmniejszaja prawdopodobienstwo
odrzucenia przeszczepu. Do terapii wykorzystujacych technologie komoérek macierzystych

zastosowanie znalazty zardowno ESC, jak 1 iPSC.

Warto zauwazy¢, ze chociaz leczenie wykorzystujace PSC uwaza si¢ za obiecujacg 1

przyszto$ciowa terapi¢ medyczna, nadal istniejg problemy do rozwigzania, takie jak:

a) heterogennos¢ linii komérkowych ESC 1 iPSC,

b) niska wydajno$¢ roznicowania in vitro do funkcjonalnych komoérek somatycznych.

Mimo tego, ze wszystkie PSC wykazuja niezrdéznicowany fenotyp przejawiajacy sie
nieograniczong proliferacja, kazda linia ma nieco inne wlasciwosci 1 wykazuje odmienny
potencjal do roznicowania si¢ do poszczegdlnych typéw komorek (Osafune i1 in. 2008;
Cahan 1 Daley 2013; Yohei i in. 2019). Heterogenno$¢ obserwowana jest wsrod linii ESC.
W 2008 roku zweryfikowano 17 linii ludzkich ESC pod katem potencjatu do réznicowania.
Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano znaczace roznice w ekspresji genow
specyficznych dla danej linii rozwojowej. Ponadto wykazano, ze poszczegdlne linie ESC
przejawiaja inny potencjat do przechodzenia w komodrki somatyczne, i1 tak niektére z nich
bardziej efektywnie roznicowaly si¢ w kierunku komoérek trzustki (Hues2, Hues4, Hues8), a
inne w kierunku kardiomiocytéw (Hues2, Hues3, Hues4, Huesl1) (Osafune i in. 2008)
Pierwszym powodem roznorodnosci pomig¢dzy poszczegdlnymi liniami PSC jest
zréznicowanie genetyczne pomiedzy osobnikami. Odmienno$¢ genetyczna oddziatuje na
specyficzne zachowanie w warunkach in vitro poszczegdlnych linii poprzez ekspresje
gendw 1 Sciezki sygnalowe. W jednym z badan poréwnano potencjal do réznicowania in
vitro do komoérek watroby z iPSC wygenerowanych z komoérek krwi lub fibroblastow od
tego samego lub réznych donoréw. Wyniki wykazaty znaczne roznice w efektywnosci
roznicowania, ktore byty efektem zmiennosci pomigdzy donorami, a nie pochodzeniem
tkankowym komorek uzytych do przeprogramowania (Kajiwara i in. 2012). Drugim
powodem heterogenno$ci wsrod réznych linii PSC sg mutacje genetyczne w komorkach
somatycznych, ktére byty zrodlem komorek do przeprogramowania lub mutacje powstajace
de novo podczas procesu przeprogramowania komorek dorostych do iPSC (Howden 1 in.

2011; Abyzov iin. 2012; Young i in. 2012).
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Terapie medycyny regeneracyjnej opierajace si¢ na transplantacji komorek 1 tkanek
zréznicowanych in vitro sa duza nadzieja dla pacjentow, dla ktorych dotychczas opracowane
leczenie nie jest skuteczne. Jednakze, aby komorki zréznicowane in vitro z PSC mogty by¢
przeszczepione do pacjentow, muszg by¢ wyspecjalizowane w petnieniu okreslonych
funkcji fizjologicznych. Duzg przeszkodg na drodze do powszechnego wprowadzenia terapii
komorkowych jest niska i zmienna wydajno$¢ réznicowania, ktora przejawia si¢ mala
populacja zroéznicowanych komoérek somatycznych, ktére sg w peini funkcjonalne.
Przyktadem moze by¢ réznicowanie in vitro do trzustkowych endokrynnych komorek f3,
ktore moglyby by¢ potencjalnie przeszczepione do pacjentdw cierpigcych na cukrzyce typu
I. Jednakze efektywno$¢ roznicowania zmniejsza si¢ w miarg przechodzenia z jednego
stadium do drugiego, i tak w koncowym stadium komorek [ osiaga si¢ efektywnos¢ rzgdu
okoto 20-50%. Przyczyna niskiej wydajnosci moze by¢ fakt, ze kluczowe etapy 1 czynniki
kierujace rozwojem trzustki, zwlaszcza mechanizmy na poOzniejszych etapach
embriogenezy, nie zostaly jeszcze w pelni poznane i zrozumiane. Ponadto nie sa odkryte
czynniki decydujace, w ktorym momencie komorka rozpoczyna specjalizacje w kierunku
np. komoérki a czy . Nalezy pamietac, ze wszystkie komorki wchodzace w sktad wysp
trzustkowych pochodza od tych samych komorek prekursorowych, a drogi 1 czas
rozchodzenia si¢ poszczegdlnych linii rozwojowych nie s3 w pelni znane. Ta sama $ciezka
rozwoju i pelnienie podobnej funkcji przez komorki endokrynnej trzustki jest przyczyna
powstawania nielicznej populacji w petni funkcjonalnych komérek B w réznicowaniu in
vitro ludzkich PSC. Efektem jest rowniez powstawanie komodrek polihormonalnych, ktore
produkuja wiecej niz jeden hormon, przez co nie sg zdolne do prawidtowego reagowania na

zmiany poziomu glukozy (Rezaniaiin. 2014; Scavuzzo, Hill i in. 2018; Szlachciciin. 2021).

Procz tego w przysztosci, kiedy stosowanie zroznicowanych in vitro tkanek z ludzkich
komorek PSC bedzie powszechnie stosowang terapia medycyny regeneracyjnej, moga

pojawi¢ si¢ nowe problemy, ktore beda wymagaé rozwigzania:

¢) tworzenie si¢ guzow z komorek zréznicowanych in vitro,

d) immunogenno$¢ komorek zréznicowanych in vitro.

Zdolnos¢ do nieograniczonej liczny podziatow (samoodnawianie) niewatpliwie jest
zaletag PSC, poniewaz pozwala na uzyskanie w krotkim czasie bardzo duzej puli komorek,
ktére mozna zrdznicowac in vitro do wszystkich typéw komorek tworzacych nasz organizm.
Jednakze proliferacja utrzymujaca si¢ po przeszczepie, ktora moze wynikaé z

niekompletnego lub nieprawidtowego kierunku roznicowania, stanowi zagrozenie
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wytworzenia si¢ guzow u pacjentéw. Nawet niewielka liczba komorek niezroznicowanych
moze doprowadzi¢ do rozwoju guzow (Lee i in. 2009; Martin i in. 2020). Rozwigzaniem
tego problemu jest dopracowanie protokotdw roznicowania in vitro w taki sposob, aby
generowaty mozliwie jak najwigkszg pule prawidtowo zréznicowanych komorek. Drugim
mozliwym wyjs$ciem jest oczyszczanie grupy wygenerowanych komoérek poprzez selekcje
prawidlowo zréznicowanych lub eliminacj¢ niezréznicowanych PSC, w obu przypadkach
na przyktad z uzyciem odpowiednich przeciwcial (Hayashi i in. 2018; Sougawa i in. 2018;

Yamanaka 2020).

Kwestia wywotania odpowiedzi immunologicznej i odrzucenia pochodnych ESC 1 iPSC
zréznicowanych in vitro pozostaje bardzo wazna w terapii medycyny regeneracyjnej. W
przeciwienstwie do ESC technologia iPSC przyniosta nadziej¢ na wytworzenie
autologicznego organu do przeszczepu, ktory nie wywota odpowiedzi immunologicznej u
pacjenta. Jednakze niektére badania u myszy wskazuja na to, ze autologiczne pochodne
1PSC moga by¢ immunogenne (Zhao 1 in. 2011; 2015; Deuse i in. 2019). Niemniej
prowadzone juz badania kliniczne wykorzystujace komorki zréznicowane z iPSC daja
nadziej¢ na immunologiczng tolerancj¢ i nieodrzucenie transplantu. Przyktadem jest badanie
wykorzystujace autologiczny przeszczep komoérek pigmentowych nabtonka siatkowki, ktore
zostaly zroznicowane in vitro z iPSC wygenerowanych z fibroblastow pacjenta ze
zwigzanym z wiekiem zwyrodnieniem plamki zottej w oku. Dwa lata po transplantacji nie
zaobserwowano odrzucenia przeszczepu (Mandai i in. 2017). Warto zauwazy¢, ze obecnie
transplantacje allogeniczne sga preferowane wzgledem przeszczepdw autogenicznych,
poniewaz weryfikacja jakosci 1 bezpieczenstwa kazdej wyprowadzonej linii iPSC jest
czasochtonna, kosztowna i wymaga duzych naktadéw pracy. Dodatkowo wystepuja réznice
w efektywnos$ci réznicowania do poszczegodlnych komodrek pomigdzy poszczegdlnymi

liniami ludzkich PSC.
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1.6. Budowa i funkcja trzustki
Trzustka jest narzadem gruczolowym spetniajacym réwnoczes$nie funkcje zewnatrz-

(czes¢ egzokrynna) 1 wewnatrzwydzielniczg (cz¢s¢ endokrynna) (ryc. 8).

Trzustka

’ naczynia krwiono$ne
Czes¢ endokrynna trzustki

. komorki a

e komorki B Czesé egzokrynna trzustki
@ komorki & ' komorki pecherzykowe
@ komorki € ’ komorki przewodow wyprowadzajgcych

@ komérki PP

Rycina 8. Schemat budowy trzustki. Trzustka sklada si¢ z dwoch czgéci: endokrynnej
(wewnatrzwydzielniczej, po lewej) tworzacej wyspy trzustkowe Langerhansa i produkujacej hormony.
Glowna funkcja czgéci endokrynnej jest utrzymywanie homeostazy glukozy we krwi. Wyspy trzustkowe sa
dobrze unaczynione, aby szybko reagowaé¢ na zmiany poziomu cukru we krwi; egzokrynnej
(zewnatrzwydzielniczej, po prawej) zbudowanej z komoérek pecherzykowych produkujacych i wydzielajacych
do dwunastnicy enzymy trawienne

Egzokrynna cze$¢ trzustki sktada sie z komorek pecherzykowych wyspecjalizowanych
w produkcji 1 uwalnianiu soku trzustkowego sktadajacego si¢ z enzymow trawiennych
bioragcych udzial w trawieniu biatek, cukréw i1 tluszczow. Enzymy wydzielane przez
komorki pecherzykowe sg zbierane przez mniejsze przewody trzustkowe, ktére tacza sig¢ w
przewod trzustkowy glowny (przewod Wirsunga) uwalniajacy sok trzustkowy do
dwunastnicy. Enzymy w trzustce produkowane sag w postaci nieaktywnych proenzyméw
(zymogenow) i1 aktywowane sg dopiero w miejscu docelowym. Enterokinaza obecna w
dwunastnicy aktywuje trypsynogen do trypsyny, ktora nastepnie aktywuje pozostate

proenzymy obecne w soku trzustkowym (tab. 2) (Alexandre-Heymann i in. 2019).

Komorki czesci endokrynnej tworza wyspy trzustkowe (wyspy Langerhans’a, okoto 5%
wszystkich komorek trzustki), ktore rozproszone sg wsrdd egzokrynnej czgsci trzustki.
Podstawowga funkcja czeséci endokrynnej jest utrzymywanie homeostazy glukozy poprzez
produkcje i sekrecje okreslonych hormonow (tab. 2). Najliczniejsze w wyspach sg komorki

o 1B, a pozostala cz¢§¢ wysp zbudowana jest z komorek ¢, 6 1 PP regulujacych parakrynnie
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funkcj¢ komorek a 1 B (Benitez 1 in. 2012; Braun 2014; Gromada i in. 2018). Architektura
oraz stosunek liczbowy okreslonych typow komorek roznig si¢ migdzy ludzmi a myszami.
Mysie wysepki majg bardziej zdefiniowang strukturg. Centralna czg$¢ wyspy sktada si¢ z
komorek B (okoto 60-80% komorek wysp), ktora otoczona jest przez komorki a (okoto 15—
20% komorek wysp), komorki 6 (<10% komodrek wysp) oraz niewielkiej liczby komorek PP
1 €. Natomiast ludzkie wyspy trzustkowe nie maja podobnie zorganizowanej struktury, a
komorki czes$ci endokrynnej sa losowo rozproszone w wyspie. W poréwnaniu do mysich
wysp w ludzkich wyspach wystepuje wicksza populacja komorek o 1 mniejszy odsetek
komorek B. Komorki o stanowig okoto 40% komorek wysp, natomiast komorki B okoto

50% komorek wysp (Steiner i in. 2010).

Komoérki B kontrolujg homeostaze glukozy poprzez sekrecje INS w odpowiedzi na
wzrost stezenia poziomu cukru we krwi, co pozwala na pobieranie glukozy z krwi do
komorek tkanek peryferyjnych, np. hepatocytéw lub komoérek migsniowych. Glukoza
pobrana przez tkanki moze by¢ zmagazynowana w postaci glikogenu (tak jak w komorkach
watroby) lub wykorzystana jako zrodto energii (tak jak np. w komorkach mig$niowych).
Podczas gdy INS obniza poziom glukozy we krwi, glukagon (GCG, ang. glucagon)
wydzielany przez komorki o zwigksza poziom cukru poprzez stymulowanie hepatocytéw

do lizy zmagazynowanego glikogenu i uwolnienia glukozy (Benitez i in. 2012).
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Tabela 2. Substancje produkowane i wydzielane przez trzustke — cz¢$¢ endokrynna (wewnatrzwydzielnicza)
1 czg$¢ egzokrynna (zewnatrzwydzielnicza)

Typ komérki Wydzielina Funkcja
Czes¢ endokrynna — produkujgca i wydzielajgca hormony
Komorki o glukagon wzrost st¢zenia glukozy we krwi
insulina spadek stezenia glukozy we krwi
Komérki . . . s .
B amylina spa(rlc?k. gtq‘zema glukozy we krwi, opoznienie
oproznienia zotgdka
Komoérki & somatostatyna inhibicja wydzielania insuliny lub glukagonu
Komorki € grelina stymulacja wydzielania somatostatyny
Komérki PP polipeptyd regulacja wydzielania insuliny 1 somatostatyny,

trzustkowy regulacja wydzielania enzymow z trzustki

Czesé egzokrynna — produkujqca i wydzielajgca enzymy trawienne

trypsynogen
(aktywna forma: |rozktad biatek do oligopeptydow

trypsyna)
chymotrypsynogen
(aktywna forma: |rozktad biatek do oligopeptydow
chymotrypsyna)

karboksypeptydaza |rozktad oligonukleotydow do aminokwasow

proelastaza (forma |wspomaganie rozktadu bialek poprzez rozrywanie
aktywna: elastaza) |wigzan peptydowych

Komorki
pecherzykowe livaza rozktad zwigzkow ttuszezéw do wolnych kwasow
P thuszczowych i monoacyloglicerolu
. rozktad zwigzkow tlhuszczowych, wspomaganie
fosfolipaza rozktadu fosfolipidow
esteraza rozktad zwigzkow thuszczow na kwasy 1 alkohole
poprzez rozrywanie wigzan estrowych

amylaza rozktad weglowodandw na cukry proste
nukleozy rozktad wigzan fosfodiestrowych w kwasach

nukleinowych

1.7. Cukrzyca jako cel medycyny regeneracyjnej

Dhugotrwale utrzymywanie si¢ zaburzonej gospodarki glukozy moze prowadzi¢ do
rozwoju metabolicznej, chronicznej choroby jaka jest cukrzyca. Wyrdzniamy dwa
podstawowe typy cukrzycy. Cukrzyca typu I spowodowana jest utrata puli komorek 3
produkujacych INS z powodu ataku autoimmunologicznego. Natomiast cukrzyca typu II
przejawia si¢ nieprawidlowa funkcja komorek [, utrata funkcjonalnej puli komorek 3
oraz/lub insulinoopornoscia tkanek peryferyjnych (Johannesson i in. 2015). Swoista cecha

cukrzycy jest utrzymujacy si¢ podwyzszony poziom glukozy we krwi (hiperglikemia).
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Obecne strategie terapeutyczne opierajg si¢ na kontroli homeostazy weglowodanow
poprzez prowadzenie zdrowego stylu zycia w polaczeniu z terapeutykami. Najczesciej
leczenie wigze si¢ z czestym badaniem poziomu cukru we krwi oraz, w przypadku cukrzycy
typu I 1 zaawansowanego stadium typu I, podaniem odpowiedniej ilosci egzogennej INS w
formie iniekcji. Ponadto w leczeniu cukrzycy typu Il stosowane sg leki stymulujace sekrecje
INS lub inhibujace wydzielanie GCG. Warto zauwazy¢, ze metody leczenia pozwalajg na
stabilne utrzymanie homeostazy glukozy, jednak nie prowadza do wyleczenia cukrzycy.
Dodatkowo czgsto powoduja niedogodnosci dla pacjentow z cukrzyca 1 z biegiem czasu stajg
si¢ niewystarczajace, co moze prowadzi¢ do wystgpienia trwalych zaburzen (Marin-
Penalver i in., 2016; Yabe i in., 2019). Przeszczep catych trzustek lub wysp trzustkowych
od niezywych dawcoéw moze stanowi¢ potencjalnie sposdb na zlagodzenie objawdw
cukrzycy. Jednakze allogeniczna transplantacja wigze si¢ z konieczno$cig przyjmowania
lekow immunosupresyjnych, aby odwlec czas odrzucenia przeszczepu. Ze wzgledu na
stopniowg utrat¢ przeszczepionej tkanki, powrdt do konwencjonalnego leczenia lub kolejny
przeszczep jest nieunikniony. Ponadto w trakcie procedury przeszczepu moze dojs¢ do
niedotlenienia 1 obumarcia cze¢sci transplantowanych wysp ze wzgledu na zbyt dhugi czas
trwania zabiegu oraz angiogenezy. Nalezy rowniez pamigtaé, ze liczba potencjalnych
dawcow jest ograniczona (Shapiro i in. 2006; Moore 1 in. 2015). W zwigzku z powyzszym
regeneracja puli komorek [ pacjenta poprzez transplantacj¢ ludzkich komorek B uzyskanych
przez roéznicowanie w warunkach in vitro z PSC stwarza atrakcyjne rozwigzanie dla

odzyskania normoglikemii u pacjentéw z cukrzyca.

Obecne protokoty stuzace do réznicowania in vitro PSC do komorek B trzustki opierajg
si¢ na odzwierciedleniu nastepujacych po sobie stadidow rozwoju embriogenezy trzustki
poprzez modulacje szlakow sygnatlowych zaangazowanych w ten proces (Borowiak i in.
2009; Pagliuca i in. 2014; Rezania i in. 2014; Russ i in. 2015; Millman i in. 2016; Velazco-
Cruz i1 in. 2019; Hogrebe i in. 2020). Jednakze efektywne zréznicowanie klinicznie
uzytecznych i w pelni funkcjonalnych komorek 3 trzustki lub struktur podobnych do wysp
trzustkowych jest utrudnione ze wzgledu na luki w wiedzy na temat czynnikow i $Sciezek
sygnatlowych modulujacych réznicowanie prekursoréw 1 dojrzewanie komorek
endokrynnych trzustki. Na podstawie wynikow badan wykorzystujacych metode
sekwencjonowania RNA na poziomie pojedynczych komodrek (scRNA-Seq, ang. single-cell
RNA sequencing) z rozwijajacej si¢ mysiej trzustki, ujawniono bardziej ztozony obraz
embriogenezy tego organu niz dotychczas sagdzono (Byrnes 1 in. 2018; Scavuzzo 1 in. 2018;
Szlachcic 1 in. 2021). Wykorzystujac uzyskane wyniki, wyodrgbniono roéwniez nowe

podtypy komorek prekursorowych czy czynniki transkrypcyjne i $ciezki sygnatowe z
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dotychczas nieopisang funkcja w rozwoju trzustki, ktére sg potencjalnym celem do
modulacji, aby zwiekszy¢ efektywno$¢ réznicowania komoérek endokrynnych trzustki w

warunkach in vitro.

1.8. Rozwodj komorek endokrynnych trzustki na tle embriogenezy trzustki

Procesy 1 mechanizmy zachodzace podczas tworzenia si¢ trzustki w zarodku sa
zachowane pomi¢dzy czlowiekiem i mysza, z matymi réznicami. W czasie embriogenezy
trzustka rozwija si¢ z jelita pierwotnego pochodzenia endodermalnego, ktora podzielona jest
zgodnie z morfologicznym uksztattowaniem zarodka na czgs$¢ przednia, srodkowa 1 tylna.
Trzustka powstaje na granicy cze¢sci przedniej i srodkowej zwanej petla dwunastnicy
(Lawson 1 Schoenwolf 2003; Wells i Melton 2000). Rozwoj trzustki mozemy podzieli¢ na

dwa gléwne wydarzenia:

a) przejscie pierwotne (ang. primary transition),

b) przejscie wtdrne (ang. secondary transition).

Przejécie pierwotne rozpoczyna si¢ od powstania wybrzuszenia w S$cianie jelita
pierwotnego, ktére nastepnie dzieli si¢ na dwie czgsci: grzbietowa 1 brzuszng. Dzieje si¢ to
okoto 29-33 dnia po zaptodnieniu u ludzi i w okolicach dnia embrionalnego 9,5-10 (e9,5-
10, ang. embryonic day) u myszy (Pan i Wright 2011; Benitez i in. 2012). Komorki tworzace
czg$¢ grzbietowa i1 brzuszng zbudowane s3 z komoérek prekursorow multipotencjalnych,
ktore dajg poczatek wszystkim typom komorek trzustkowych i charakteryzuja si¢ ekspresja
czynnikéw transkrypcyjnych, takich jak: PDXI, czynnik transkrypcyjny SRY-box 9
(SOXO9, ang. SRY-box transcription factor 9) 1 swoisty czynnik transkrypcyjny trzustki 1A
(PTF1A, ang. pancreas specific transcription factor 14) (Offield i in. 1996; Krapp i in.
1998; Kawaguchi i1 in. 2002; Lynn i in. 2007; Burlison i in. 2008). Wylaczenie ekspresji
kazdego z tych genéw u myszy czy delecja u ludzi uniemozliwia wytworzenie si¢ trzustki
W procesie embriogenezy. Z postgpem rozwoju, okoto 6 tygodnia embriogenezy u ludzi i
el1-12 u myszy, czg¢$¢ brzuszna i grzbietowa zaczynaja si¢ wybrzuszac, 1 cz¢s$¢ brzuszna
przemieszcza si¢ na drugg cze$¢ rury przewodu pokarmowego i taczy sie z czgScia
grzbietowg (Jeon i in. 2009; Jennings 1 in. 2013). Nastepnie rozwijajaca si¢ trzustka zaczyna

przejscie wtorne.

Przejs$cie wtorne ma miejsce pomiedzy 10 a 14 tygodniem embriogenezy u cztowieka i
w el3,5 u myszy. Intensywna morfogeneza rozgalezionej struktury, ktéra bedzie w

przysziosci tworzy¢ sie¢ przewodow wyprowadzajacych trzustki, przyczynia si¢ do
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powstania czesci podstawnej (ang. truk domain) taczacej si¢ z rurg jelita 1 czesci koncowe;j
(ang. tip domain). Komorki, w ktérych zachodzi ekspresja gendw markerowych PDXI i
PTFIA tworza cze$¢ koncowy i poczatkowo wykazuja zdolnosci mutlipotencjalne, ale z
biegiem przejScia wtdérnego nabywajg cech komoérek pecherzykowych czesci egzokrynnej
(Zhou 1 in., 2007). Natomiast cze$¢ podstawna z komodrkami prekursorow bipotentnych
wykazujacych ekspresj¢ PDX1, SOX9 i czynnika transkrypcyjnego NKX6-1 (NKX6-1, ang.
NK6 homeobox 1) roznicuje si¢ w komorki przewodow wyprowadzajacych i prekursorow
endokrynnej trzustki (EP, ang. endocrine progenitors) (Jennings 1 in. 2015). Komorki EP
powstaja z komoérek epitelium (nabtonka) cze$ci podstawnej bez ekspresji SOX9, ale
wykazujacych ekspresje neurogeniny 3 (NGN3, ang. neurogenin 3), czynnika
transkrypcyjnego niezbgdnego do zainicjowania réznicowania si¢ komoérek EP (Gu i in.
2002; Sheets 1 in. 2018). Ekspresja NGN3 aktywuje kolejne czynniki transkrypcyjne
kluczowe dla rozwoju endokrynnej trzustki, takie jak czynnik transkrypcyjny neuronalnego
réznicowania 1 (NEURODI, ang. neuronal differentiation 1), biatko zwigzane z insulinoma
1 (INSM1, ang. insulinoma-associated protein 1), czynnik transkrypcyjny IRX1 (IRX1, ang.
iroquois homeobox 1), czynnik regulujacy X6 (RFX6, ang. regulatory factor X6) czy
czynnik transkrypcyjny PAX4 (PAX4, ang. paired box 4) (Gu i in. 2002).

Co ciekawe, u myszy ekspresja Ngn3 zachodzi dwufazowo. Pierwsza fala ekspresji Ngn3
jest zwigzana z pojawieniem si¢ pierwszych wczesnych komoérek o pomigdzy e8,5 a ell
(Villasenor 1 in. 2008; Yu i in. 2019). Druga fala wysokiej ekspresji Ngn3 ma miejsce od
el3,5 do el7,5, prowadzac do zréznicowania si¢ wszystkich typéw komodrek endokrynnych
trzustki (Villasenor i in. 2008; Yu i in. 2019). Z kolei u ludzi zwigkszona ekspresja NGN3
koreluje z pojawieniem si¢ pierwszych skupisk komorek B, zaczynajac od 7 tygodnia

rozwoju i z mocnym zwigkszeniem poziomu ekspresji w tygodniach 8—10 (Jennings i in.

2013).

Bardzo waznym procesem zachodzacym podczas powstawania i réznicowania komorek
endokrynnych trzustki jest zmiana fenotypu komorek epitelialnych na charakterystyke
komorek mezenchymalnych — przejscie epitelialno-mezenchymalne (EMT, ang. epithelial
to mesenchymal transition) (Benitez i in. 2012). Proces EMT jest kluczowy dla
embriogenezy, poniewaz zapewnia tworzenie si¢ skomplikowanej struktury 3D tkanek i
narzagdow. W miare¢ postepu EMT morfologia komorki, wtasciwosci adhezyjne, ruchliwosé
komorki oraz profil ekspresji gendw zmienia si¢ catkowicie (Thiery iin. 2009). Powszechnie

uwazalo si¢, ze EMT jest niezbedne do tworzenia wysepek trzustkowych podczas rozwoju,
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gdy EP wylaniajg si¢ z rdzenia nabtonkowego 1 przechodza do otaczajacej mezenchymy,
aby roznicowaé si¢ w kierunku wszystkich typow komorek endokrynnych trzustki.
Tradycyjny poglad na EMT opiera si¢ na binarnym przejsciu od silnie przylegajacych
komorek nabtonka do luzno upakowanych komorek, ktore migruja wsréd mezenchymy.
Proces ten konczy si¢ agregacja komorek endokrynnych i1 stworzeniem struktur wysepek
Langerhansa (Pan i Wright 2011; Villasenor i in. 2012; Bankaitis i in. 2015). Jednakze
ostatnie badania wykazaly, ze wychodzenie komoérek EP z epitelium jest bardziej
stopniowym procesem niz klasycznie opisywane EMT. Mianowicie potwierdzono, ze
przejawia si¢ ono kilkoma przejsciowymi podtypami komoérek EP charakteryzujacymi si¢
specyficznym profilem ekspresji genéw (Byrnes i in. 2018; Scavuzzo, Hill i in. 2018; Sharon
11in. 2019a; Yu i in. 2019). Opierajac si¢ na badaniach przeprowadzonych na rozwijajace;j
si¢ mysiej trzustce z wykorzystaniem scRNA-Seq, mozemy spekulowaé, ze pojedyncze
komorki EP nie migrujag w mezenchymie, ale tworzg struktury pecherzykow utrzymujacych
kontakt komodrka—komoérka poprzez biatko CDHI1. Ponadto, grupa profesora Meltona
wykryta paczkujace struktury pgcherzykow dojrzewajacych EP podczas réznicowania in
vitro ludzkich PSC do komérek endokrynnej trzustki. W badaniu tym pecherzyki wykazujg
ekspresj¢ markera komoérek EP chromograniny A (CHGA, ang. chromogranin A) oraz
hormonéw produkowanych przez wyspy trzustkowe — INS, GCG i somatostatyne (Sharon i

in. 2019a).

Wszystkie typy komorek endokrynnych powstaja z komorek EP wykazujacych
ekspresje¢ NGN3. Unikatowa kombinacja czynnikow transkrypcyjnych wyzwala i kieruje
kaskada genow specyficznych dla wysp trzustkowych, hamujac alternatywne sygnaty 1
ostatecznie prowadzac do powstania funkcjonalnych komorek produkujacych specyficzne

hormony.

1.9. Roéznicowanie in vitro ludzkich PSC do komérek B produkujacych
insuling

Obecne protokoty roznicowania komoérek B in vitro z PSC opieraja si¢ na
nasladowaniu kolejnych etapéw rozwojowych trzustki poprzez modulacje szlakow
sygnatowych zaangazowanych w ten proces (ryc. 9). Modulacja poszczeg6élnych Sciezek
sygnalizacyjnych odbywa si¢ z uzyciem zwigzkoéw drobnoczasteczkowych i czynnikow
wzrostu. Poczatkowo opracowywane byly planarne protokoly roznicowania 2D, czyli takie,
w ktorych komorki przyczepione sg do podioza z ECM. Aktualnie najwigksza efektywnos¢

roznicowania osiagga si¢ uzywajac protokotéw 3D, w ktérych komorki tworzg organoidy
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zawieszone w medium réznicujacym. Przyczyny zwigkszonej efektywnosci protokotow 3D
nie sg jeszcze do konca poznane. Mozliwe, ze struktura organoidu odzwierciedla rozwijajacy
si¢ embrion, w ktorym kazda komorka otoczona jest przez inne co utatwia przekazywanie
sygnatow miedzy nimi. Nalezy jednak pami¢tac, ze w miarg roznicowania i przechodzenia
komorek przez kolejne etapy, efektywnos¢ roznicowania spada. W zwigzku z tym dobra
praktyka jest sukcesywne okreslanie efektywnos$ci osigganej na poszczegodlnych etapach
poprzez sprawdzanie ekspresji kilku genéw markerowych dla kazdego z nich.
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Rycina 9. Roznicowanie in vitro ludzkich PSC w kierunku komorek B trzustki. A. Schemat przedstawiajacy
poszczegolne etapy réznicowania in vitro z regulacja pozytywna (_a) lub negatywna (_i) najwazniejszych
szlakow sygnalizacyjnych. Nad poszczegdlnymi etapami zaznaczono markery powszechnie uzywane do
weryfikacji efektywnos$ci réznicowania. B. Gérny panel odzwierciedla kolejne etapy rozwoju trzustki.
Zaznaczono markery powszechnie uzywane do weryfikacji wydajnos$ci r6znicowania i efektywno$¢ osiaggana
na kazdym stadium podana w procentach (nad etapami) oraz szlaki sygnalizacyjne (pod strzatkami), ktore sa
aktywowane (_a) lub hamowane (_i). Nazwy Sciezek bez nawiasow oznaczajg sygnalizacje modulowane we
wszystkich ustanowionych protokotach, natomiast nazwy $ciezek w nawiasach oznaczaja sygnalizacje
modulowane tylko w czgéci znanych protokotow. MP — multipotencjalne komorki prekursorowe; BP —
bipotencjalne komorki prekursorowe; EN — linia komorek endokrynnych (komoérek prekursorowych i
dojrzatych); GSIS — wydzielanie insuliny stymulowane glukoza. Dolny panel ukazuje szczegotowy obraz
roéznicowania in vitro ludzkich PSC do komérek B stworzony na podstawie analizy danych z scRNA-Seq. SC
— komérki pochodzgce z roznicowania in vitro ludzkich PSC; EC — komorki enterochromafinowe

Pierwszym etapem jest zréznicowanie PSC do DE poprzez aktywacje kanonicznego
szlaku WNT 1 TGFB. CHIR99021 poprzez inhibicje GSK3p aktywuje kanoniczny szlak
WNT. Aktywacja szlaku TGFB odbywa si¢ zazwyczaj poprzez biatko aktywinge A.
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Aktywacja tych sygnaléw indukuje ekspresje genow markerowych dla endodermy — czynnik
transkrypcyjny SRY-box 17 (SOX17, ang. SRY-box transcription factor 17) i czynnik
transkrypcyjny FOXA2 (FOXAZ2, ang. forkhead box A2). Efektywno$¢ roznicowania na tym
etapie wynosi okoto 90-95% (D’ Amour 1 in. 2005; Takenaga 1 in. 2007; Borowiak 1 in. 2009;
Teo 1 in. 2011; Payne 1 in. 2011; Dziedzicka i in. 2021). Po osiggni¢ciu stadium DE ma
miejsce aktywacja §ciezki FGF poprzez dodanie czynnika wzrostu keratynocytéw (KGF,
ang. keratinocyte growth factor; inaczej FGF7). Aktywacja §ciezki FGF prowadzi dalsza
specyfikacje do komoérek endodermy przedjelitowej (PGT, ang. primitive gut tube), czyli
prekursoréw dla przetyku, zotadka, watroby oraz trzustki (D’Amour 1 in. 2006; Kroon 1 in.

2008; Russ i in. 2015).

Nastepnym stadium osigganym przez komoérki podczas réznicowania sg komorki PP.
Dodanie do pozywki réznicujacej kwasu retinowego (RA, ang. retinoic acid) indukuje
ekspresje markerowego genu PDX], niezbednego do formowania si¢ trzustki (Johannesson
1 in. 2009). Na tym etapie bardzo wazne jest uniemozliwienie réznicowania w kierunku
watroby, co osigga si¢ poprzez inhibicje szlaku BMP przez dodanie matoczasteczkowego
zwigzku LDN-193189. Ponadto inhibicja szlaku sonic hedgehog (SHH, ang. sonic hedgehog
pathway) jest niezbedna do specyfikacji trzustki, dlatego do medium réznicujacego dodaje
si¢ zwigzek matoczasteczkowy SANT-1 (Rezania i in. 2012; Pagliuca i in. 2014; Russ 1 in.
2015). Dodatkowo kombinacja embrionalnego czynnika wzrostu (EGF, ang. embryonic
growth factor) 1 nikotynamidy zwicksza efektywnos¢ roznicowania in vitro ludzkich PSC
do komorek B poprzez aktywacje¢ ekspresji specyficznego czynnika transkrypcyjnego
NKX6-1 juz na etapie komoérek PP. NKX6-1 jest niezb¢dny do prawidtowego rozwoju i
funkcjonowania komorek § (McGaugh i Nostro 2017). Markerem wyr6zniajacym komorki

PP jest rowniez SOX9. Na tym etapie roznicowania osiagga si¢ efektywnos$¢ okoto 70%.

Kolejnym etapem rdéznicowania in vitro jest nabycie przez komorki cech EP.
Inhibicja szlaku Notch jest niezbedna do aktywacji NGN3 i rozpoczecia powstawania
komorek EP (Murtaugh 1 in. 2003; Zhang i in. 2021). Z tego wzgledu dodanie inhibitora
XXI lub LY-411575 prowadzi do zahamowania aktywnos$ci enzymu 7y sekretazy, ktory
odgrywa kluczowg rolg w aktywacji szlaku Notch. Po przytaczeniu si¢ ligandu do receptora
Notch, y sekretaza przeprowadza proteoliz¢ w strukturze receptora Notch 1 uwolniony
fragment aktywnie przechodzi do jadra komorkowego, gdzie petni funkcje czynnika
transkrypcyjnego (Scavuzzo i in. 2018). Ponadto zahamowanie szlaku TGFf przez dodanie

inhibitora receptora ALKS (receptor TGFf typu I) wspomaga réznicowanie endokrynnych
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komorek trzustki (Nostro i in. 2011; Rezania i in. 2012). Warto zauwazy¢, ze system
réznicowania w formie organoidéw wzmacnia efektywnos$¢ réznicowania do komorek
endokrynnych z tego wzgledu, ze struktura 3D w pewien sposob lepiej odzwierciedla
zmiany podczas embriogenezy niz monowarstwa komorek 2D (Pagliuca i in. 2014; Russ 1
in. 2015; Millman i in. 2016; Vegas i in. 2016; Sharon 1 in. 2019b). Stadium komérek EP
charakteryzuje si¢ ekspresja genow takich jak, CHGA i NGN3, a efektywnos$¢ r6znicowania
wynosi okoto 60%. Warto zauwazy¢, ze czas aktywacji okreslonych genow, a takze
populacja komoérek, w ktorej ulegaja ekspresji, jest kluczowym aspektem wydajnej
specyfikacji komorek P in vitro. W stadium komoérek PP pierwszym czynnikiem
transkrypcyjnym kierujacym roéznicowanie w kierunku komorek endokrynnych jest NKX6-
1. Przedwczesna ekspresja markeréw endokrynnych komorek trzustkowych, w tym NGN3,
skutkuje powstaniem niefunkcjonalnych komorek polihormonalnych (Johansson i in. 2007;
Hogrebe 1 in. 2020). Badanie grupy profesora Millmana wykazato, ze modulacja stanu
polimeryzacji cytoszkieletu aktynowego na réznych etapach réznicowania in vitro wptywa
na ekspresj¢ czynnikoéw transkrypcyjnych bedacych markerami komoérek endokrynnych
(Hogrebe 1 in. 2020). Wykazano, ze silne przyleganie do ECM indukuje polimeryzacj¢
cytoszkieletu aktynowego w komoérkach PP. Usztywnienie widkien aktynowych zapobiega
przedwczesnej ekspresji NGN3 1 aktywuje ekspresje NKX6-1. W kolejnych etapach
réznicowania, aby wytworzy¢ funkcjonalne komorki 3, cytoszkielet aktynowy komoérek EP
z ekspresja NKX6-1 i NGN3 musi zosta¢ rozluzniony, co uzyskano przez potraktowanie
réznicujacych komorek latrunkuling A. W wyzej wymienionym badaniu najwyzsza
wydajnos$¢ rdznicowania osiggni¢to po dodaniu latrunkuliny A w pierwszym dniu stadium
komorek EP. Warto zauwazy¢, ze manipulacja sztywnosci cytoszkieletu aktynowego
umozliwita uzyskanie funkcjonalnych komorek  z wykorzystaniem protokotu planarnego.
Powszechnie wiadomo, Ze polimeryzacja cytoszkieletu aktynowego jest regulowana przez
potaczenia adhezyjne komoérki z ECM — zwigkszone przyleganie skutkuje sztywng i zwartg
organizacja cytoszkieletu (Kimiin. 2012). W innym badaniu wykazano, Ze podczas rozwoju
embrionalnego trzustki tworzenie bardziej zwartych potaczen komorka-ECM musi by¢
zahamowane na etapie komorek EP, aby wzmocni¢ EMT 1 specytfikacje komorek
endokrynnych (Liu i in. 2020). Jednak warto zauwazy¢, ze regulatory mechanizmow
modulujacych stany polimeryzacji aktyny i przyczepnosci komoérek EP sa jeszcze mato

poznane.

Koncowym stadium jest dojrzewanie komorek EP i specjalizacja w kierunku

funkcjonalnych komorek B. Jednakze wcigz niewystarczajagco poznane sg mechanizmy
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kierujace procesami dojrzewania EP i ich réznicowania w stron¢ komoérek B. Podczas
roznicowania in vitro nadal problem stanowi niska i zmienna efektywno$¢ uzyskiwania
funkcjonalnych komorek B, jest to okoto 20—-50% komorek. Na etapie dojrzewania EP do
wczesnych niedojrzatych komorek B wymagana jest dalsza inhibicja szlaku TGF przez
inhibitor ALKS oraz szlaku Notch przez inhibitory XXI lub LY-411575. Ponadto wykazano,
ze hormon trijodotyronina T3 bierze udziat w dojrzewaniu komoérek B poprzez aktywacje
genu MAFA (Aguayo-Mazzucato i in. 2013). Czynnik transkrypcyjny MAFA (MAFA, ang.
MAF bZIP transcription factor A) jest markerem niezbednym do prawidlowego
funkcjonowania komorek [, poniewaz aktywuje ekspresje INS (Olbrot i in. 2002).
Natomiast dodanie biatka betaceluliny, nalezacego do rodziny epidermalnych czynnikow
wzrostu, wspomaga efektywnos$¢ rdéznicowania in vitro do komoérek [ poprzez
podtrzymywanie ekspresji NKX6-1 oraz stymulowanie proliferacji (Cho i in. 2008; Oh 1 in.
2011). Po osiggnigciu stadium wczesnych niedojrzatych komorek [ nastgpuje ich
dojrzewanie, czyli nabieranie cech charakterystycznych dla dojrzatych funkcjonalnych
komorek B, takich jak ekspresja specyficznych gendw (INS, NKX6-1, PDX1, MAFA) oraz
zdolnos¢ sekrecji INS w odpowiedzi na zwigkszony poziom glukozy. Tradycyjnie do
pozywki réznicujgcej nadal podawato si¢ inhibitor ALKS oraz hormon trijodotyroning T3,
aby uzyska¢ komorki podobne do komorek . Jednakze ostatnio Velazco-Cruz i
wspotpracownicy wykazali, ze umieszczenie wezesnych komorek B w pozywce bez dodatku
inhibitora ALKS5 1 hormonu trijodotyroniny T3 oraz reagregacja spowodowaly wzrost
wydajnos$ci procesu réznicowania komorek § (Velazco-Cruz i in. 2019). Inne grupy réwniez
zaobserwowaly, Ze reagregacja promuje dojrzewanie komorek B in vitro (Nair 1 in. 2019;
Veres i in. 2019). Dysocjacja i ponowna agregacja sfer 3D na stadium komorek
EP/wczesnych komorek [ oczyszcza organoidy endokrynne z populacji komorek

niewykazujacych cech endokrynnych.

1.10. Czynnik transkrypcyjny ETV1

ETV1 (ang. ETS variant transcription factor I, inaczej ER81) nalezy do rodziny
czynnikow transkrypcyjnych E-dwadzie$cia sze$¢ (ETS, ang. E-twenty-six transcription
factors). Pierwszy cztonek rodziny, od ktorego wzigta si¢ nazwa catej grupy, ETS1, zostal
zidentyfikowany jako onkogen transdukowany przez ptasiego wirusa erytroblastozy E26 u
kurczat (Leprince 1 in. 1983; Sizemore i in. 2017). Rodzina czynnikéw transkrypcyjnych
ETS liczy 28 cztonkoéw u ludzi i 27 u myszy. Cecha wspdlng wszystkich cztonkéw rodziny
ETS jest obecnos¢ domeny ETS wigzacej DNA w motywie GGAA/T. Z uwagi na wigzanie
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si¢ wszystkich biatek z rodziny ETS do tej samej sekwencji DNA, aktywno$¢ czynnikow
ETS jest $cisle regulowana migdzy innymi przez mikroRNA (miRNA) i biatka
regulatorowe. Ponadto obrobka potranslacyjna poszczegdlnych bialek ETS skutecznie
kontroluje wigzanie si¢ ich do DNA, interakcje biatko—biatko co wptywa na aktywacje lub
represj¢ ekspresji genéw zaleznych od czynnikow ETS (Kobberup 1 in. 2007; Sizemore 1 in.

2017).

Biatka ETS podzielone sg na podrodziny ze wzgledu na podobienstwo sekwencji w
domenie ETS oraz obecno$¢ dodatkowych motywow. ETV1, razem z ETV4 (aktywator 3
wzmacniacza poliomy, PEA3, ang. polyomavirus enhancer activator 3) i ETVS5 (czasteczka
zwigzana z ETS, ERM, ang. ETS-related molecule), nalezy do podrodziny PEA3. Domena
ETS powszechnie wystepujaca wsrod czynnikow transkrypcyjnych ETS zlokalizowana jest
na koncu karboksylowym bialek z podrodziny PEA3. Natomiast na koncu aminowym biatka
znajduje si¢ domena charakterystyczna dla biatek z tej podrodziny — domena PEA3
odpowiedzialna za aktywacje lub represje¢ transkrypcji (Sizemore i in. 2017; Kandemir 1 in.

2020).

Analizujgc dane uzyskane z scRNA-Seq z mysiej trzustki el4,5, zidentyfikowatam
transkrypt genu Etv/ jako specyficzny dla komorek EP. W tym dniu rozwoju EP zaczynaja
delaminowaé z nablonka embrionalnej trzustki, aby w otaczajacej mezenchymie zaczad
formowa¢ wyspy trzustkowe 1 réznicowaé si¢ do specyficznych typow komorek
endokrynnych (Scavuzzo i in. 2018). Dodatkowo, ekspresja Etv] byta ograniczona nie tylko
do EP, ale rowniez wczesnych komorek a 1 B. Rola ETV1 w rozwijajacej si¢ embrionalnej

ludzkiej i mysiej trzustce nie jest jeszcze poznana.

Mimo tego, ze mechanizmy przez ktéore ETV1 moze potencjalnie regulowaé
embriogeneze trzustki pozostajg nieznane, istniejg wzmianki w literaturze wskazujace na
ekspresje¢ Etvl podczas rozwoju endokrynnej trzustki. W 2007 roku Kobberup 1
wspotpracownicy okreslili profil ekspresji cztonkow rodziny ETS w rozwijajacej si¢ mysiej
trzustce. Na podstawie wynikoéw stwierdzono ekspresje Etvi we wszystkich badanych
punktach czasowych (od dnia e12,5 do el8,5), przy czym najwyzsza ekspresje Etvi
zaobserwowano w dniach od e12,5 do el15,5, czyli w okresie réznicowania si¢ komorek
wysp. Ponadt, od dnia e17,5 ekspresja Etvi byta ograniczona do endokrynnej czesci trzustki
(Kobberup i in. 2007). W innym badaniu zostato pokazane, ze Etvl moze by¢ u myszy
kontrolowany przez Ngn3 — kluczowy regulator powstawania endokrynnej trzustki podczas
rozwoju embrionalnego. Mianowicie ekspresja Efvl u myszy z wylaczong ekspresja Ngn3
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(mysz Ngn3"") byta obnizona. Natomiast po podwyzszeniu ekspresji Ngn3 w linii komorek
trzustkowych przewoddéw wyprowadzajacych mPAC, ekspresja i synteza biatka Etvl byta
réwniez podwyzszona. U nowo narodzonych myszy z wyltaczong ekspresja genu Efv/ masa
komorek PP wydzielajacych polipeptyd trzustkowy jest zmniejszona. Mozna przypuszczac,
ze po delecji genu EtvI nastgpito zaburzenie embriogenezy wysp trzustkowych, co wspiera
hipoteze, ze Etvl odgrywa rol¢ w rozwoju embrionalnym trzustki (Benitez 1 in. 2014).
Jednakze mechanizmy przez ktéore ETV1 moze potencjalnie regulowaé embriogeneze
trzustki pozostaja nieznane. Warto rowniez zauwazy¢, ze wytaczenie ekspresji Etvi, Etv4
oraz Etv5 u dorostych myszy zaburza metabolizm glukozy (Gutierrez-Aguilar i in. 2014;
Suriben 1 in. 2015). Nieznana jest rola ETV1 w rozwoju ludzkiej trzustki. Na podstawie
badan GWAS wiadomo tylko, Zze u ludzi polimorfizm ETV5 powiazany jest z

wystepowaniem otytosci (Gutierrez i in. 2015; Hu i in. 2021).

ETVI1 odgrywa rowniez wazng rol¢ podczas embriogenezy serca i mézdzku u myszy.
Badania na myszach z wylaczong ekspresjg genu Etvl specyficznie w kardiomiocytach
wykazaty, ze Etvl jest zaangazowany w dojrzewanie mysich kardiomiocytow
przedsionkowych oraz tworzenie si¢ uktadu Hisa-Purkiniego odpowiedzialnego za
przewodnictwo impulséw w sercu. Ponadto podwyzszona ekspresja ETVI w ludzkich
kardiomiocytach wyprowadzonych in vitro z iPSC byta wystarczajagca do indukowania
kaskady transkrypcyjnej odpowiedzialnej za tworzenie si¢ uktadu Hisa-Purkiniego (Shekhar
i in. 2016, 2018). Dodatkowo badania z wykorzystaniem hodowli pierwotnych komoérek
ziarnistych mézdzku myszy ujawnily, ze Etvl jest rOwniez zaangazowany w koncowe
dojrzewanie tych komoérek. Udowodniono, ze EtvI przylacza si¢ do miejsc promotorowych
gendow odpowiedzialnych za dojrzewanie komorek ziarnistych oraz zaobserwowano
zwigkszong ekspresje tych gendéw po indukcji ekspresji Efvi. Natomiast czgsciowe
wyciszenie ekspresji Etvl (o okoto 80%) spowodowato znaczne zmniejszenie ekspresji
grupy genow odpowiedzialnych za koncowe dojrzewanie komorek ziarnistych moézdzku

myszy (Abe1in. 2011).

Biatka ETV reguluja réwniez pluripotencje mysich komorek macierzystych. Ekspresja
Etvl moze by¢ indukowana przez $ciezke FGF, ktora odgrywa znaczacg role w utrzymaniu
pluripotencji PSC. W 1999 roku przeprowadzono badania na embrionach Xenopus laevis na
stadium blastocysty. Eksperymenty te wykazaty, ze po dodaniu do hodowli in vitro eFGF 1
bFGF ekspresja Etvl wzrosta. Regulacje ekspresji Etvl przez $ciezke FGF dodatkowo
potwierdzit eksperyment z wykorzystaniem negatywnie dominujacego receptora FGF w

embrionach zaby, ktory zmniejszyl funkcje¢ komodrkowa receptora FGF typu dzikiego.
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Zwickszona ekspresja negatywnie dominujgcego receptora FGF znaczaco obnizyta
ekspresje Etvl, wskazujac, ze zablokowanie $ciezki FGF zahamowato transkrypcje Etv/
(Miinchberg i Steinbeisser 1999).

Badanie z 2019 roku wykazalo, ze ETV1 i §ciezka TGFp, ktéra bierze udzial w
utrzymywaniu pluripotencji, moga wzajemnie oddzialywa¢. Udowodniono, ze biatko ETV1
tworzy kompleksy z biatkiem SMADA4, ktore odgrywa kluczowa rol¢ w sygnalizacji TGFp.
Ponadto podwyzszona ekspresja biatka SMAD4 w linii komoérkowej ludzkich
embrionalnych komorek nerki HEK293T obnizyta ekspresje gendéw zaleznych od ETVI
(takich jak metaloproteinaza 1), sugerujac, ze wigzanie ETV1-SMAD4 ostabia aktywno$¢
transkrypcyjng ETV1. Odwrotng sytuacje zaobserwowano w linii komorek nowotworowych
prostaty PC3. Po wyciszeniu ekspresji E7V1 1 aktywowaniu $ciezki TGFf przez dodanie
ligandu TGFp1, niemozliwa byta aktywacja genéw zaleznych od $ciezki TGF[. Natomiast
po podwyzszeniu ekspresji ETVI zaobserwowano wzrost w ekspresji gendéw zaleznych od
TGFp. Dane te wskazuja, ze ETV1 moze rowniez promowac sygnalizacj¢ TGFf (Oh i in.
2019).

Co ciekawe, rola ETV1 w PSC wydaje si¢ r6zna od roli ETV4 1 ETVS, ktore razem z
ETVI1 tworza podrodzing biatek PEA3. Mianowicie ETV4 1 ETVS5 odgrywaja rolg w
utrzymywaniu fenotypu naiwnej pluripotencji w mysich ESC. Po wylaczeniu ekspresji EtvS5
mysie ESC nie byty zdolne do r6znicowania do mEpiSC (Kalkan 1 in. 2019). Ponadto po
wytaczeniu dodatkowo ekspresji genu Etv4 mysie ESC wykazywaty obnizong ekspresje
genow markerowych dla naiwnej pluripotencji, natomiast podwyzszona ekspresj¢ genow
identyfikujacych zarodek przed implantacja. Co wazne, nie zauwazono kompensacji utraty
ekspresji Etv4 1 Etv5 przez podwyzszong ekspresje Etvi, co §wiadczy o tym, ze funkcja Etv]
nie pokrywa si¢ z funkcjg genéw Etv4 i Etv5 (Kinoshita i in. 2021). Podsumowujac, w
zalezno$ci od etapu rozwoju embrionalnego czy typu komorek, czynniki transkrypcyjne

nalezace do podrodziny PEA3 moga petic¢ podobne lub odmienne funkcje.

ETVI1 odgrywa réwniez duza role w progresji wielu typéw nowotworow. Czynnik
transkrypcyjny ETV1 zaangazowany jest w rozwoj mig¢saka Ewinga (ang. Ewing’s
sarcoma), ktory jest ztos§liwym nowotworem najczesciej dotykajacym dzieci. W chorobie
tej nastepuje translokacja chromosomu w regionie kodujagcym biatko migsaka Ewinga
(EWS, ang. Ewing’s sarcoma protein). W wyniku tego procesu powstaja réznego rodzaju
bialka fuzyjne, a jednym z nich jest EWS-ETV1. Powstale w ten sposob nieprawidtowe

czynniki transkrypcyjne staja si¢ onkogenami i ich podwyzszona ekspresja prowadzi do
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rozwoju nowotworu (Fuchs 1 in. 2003). Ponadto podwyzszona ekspresja ETV1
zaobserwowana w typach nowotwordéw, takich jak rak prostaty, trzustki czy zotadka,
powiazana jest ze zjawiskiem EMT, co prowadzi do tworzenia si¢ przerzutow i inwazji
nowotworow (Cai 1 in. 2007; Baena 1 in. 2013; Lii1in. 2013; Liiin. 2015; Heeg i in. 2016;
Ohiin. 2019).
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2. Cel pracy

Czynnik transkrypcyjny Etv1 zostal zidentyfikowany z danych scRNA-Seq rozwijajace;j
si¢ mysiej trzustki w dniu embrionalnym e14,5. Na tym etapie embriogenezy, ekspresja Etv]
byla ograniczona do komoérek EP i1 wczesnych komorek a i . Mimo wczesniejszego
zidentyfikowania ekspresji genu Efvl w rozwijajacej si¢ mysiej trzustce i potencjalnej
wspotpracy z kluczowym regulatorem powstawania komorek endokrynnych trzustki Ngn3,
rola Etvl w rozwoju tego organu nie zostala jeszcze wyjasniona. Procz tego w rozwoju
embrionalnym ludzkiej trzustki rola ETV1 nie zostala jeszcze poznana. Podobnie w
kontekscie ludzkich PSC, rola ETV1 nie zostala jeszcze okreslona, mimo tego, ze badania z
mysich ESC wskazuja, iz inne biatka z podrodziny PEA3 biorg udziat w utrzymywaniu

fenotypu naiwnej pluripotencji.

W zwiazku z powyzszym celem niniejszej pracy byto okreslenie roli ETV1 w ludzkich
PSC i réznicowaniu in vitro na przyktadzie trzustki. Przeprowadzone badania obejmowaty

ponizsze zadania:

a) scharakteryzowanie profilu ekspresji E7V1 na etapie pluripotencji w ludzkich PSC
oraz w rozwijajacej si¢ mysiej oraz nowo powstatej ludzkiej i dojrzatej ludzkiej
trzustce;

b) identyfikacja syntezy biatka ETV1 w modelach ludzkich i mysich stosowanych w
rozprawie — mysie embrionalne 1 dojrzate trzustki, ludzkie PSC;

¢) wyprowadzenie niezaleznych linii klonalnych ludzkich PSC z wylaczona ekspresja
ETV1 z uzyciem metody CRISPR/Cas9;

d) scharakteryzowanie roli czynnika transkrypcyjnego ETV1 na etapie pluripotencji w
Iudzkich PSC;

e) okreslenie wptywu wylaczenia ekspresji ETV1 na roznicowanie ludzkich PSC:

e rdznicowanie in vitro spontaniczne;

e roznicowanie in vitro ukierunkowane do endokrynnych komorek [ trzustki.
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3. Wyniki

Na podstawie zdobytej wiedzy na temat rozwoju embrionalnej trzustki i komorek ja
tworzacych mozliwe bylo opracowanie protokolow réznicowania in vitro z komorek ESC 1
1PSC do komorek endokrynnych trzustki. Jednakze mimo wlozenia wielkiego wysitku w
identyfikacje kluczowych czynnikéw transkrypcyjnych 1 szlakow sygnatowych
zaangazowanych w rozwoj trzustki, wiele aspektow pozostaje jeszcze niezrozumiatych oraz
niezidentyfikowanych. Komoérki B zréznicowane in vitro z ludzkich PSC moga by¢
wykorzystane do badan obejmujacych zagadnienia rozwoju embrionalnego ludzkich

komorek B.

Konwencjonalne metody doswiadczalne, takie jak sekwencjonowanie RNA (RNA-Seq),
daje informacj¢ o $redniej ekspresji genow dla wszystkich komorek w okreslonej tkance,
natomiast pomija subtelne roznice molekularne wynikajace ze standw przejsciowych
komorek podczas réznicowania czy heterogenicznos¢ populacji komoérek. Dodatkowo, z
analiz RNA-Seq niemozliwe jest uzyskanie wiedzy na temat przejsciowych lub rzadkich
typow i1 podtypoéw komorek. Aspekty te sa bardzo wazne dla uzyskania lepszego pogladu na
rozw6j embrionalny endokrynnych komorek trzustki, co przeniesie si¢ na udoskonalenie
protokotéw roznicowania komoérek [ z komoérek PSC i zwickszenie efektywnosci

uzyskiwania funkcjonalnych komorek.

Szybko rozwijajaca si¢ metoda scRNA-Seq pozwala na glebsze poznanie czynnikdw i
sciezek kierujacych rozwojem embrionalnym trzustki. Metoda scRNA-Seq polega na
okresleniu transkryptomu poszczegdlnych komoérek w obrgbie okreslonej tkanki, narzadu
lub hodowli komorek in vitro. Ponadto komorki grupuje si¢ na podstawie podobienstwa
transkryptomicznego, tworzac skupiska — klastry. Wyodrebnienie interesujacego typu
komorek z wigkszego zbioru danych umozliwia identyfikacje podtypow okreslonej
populacji. Zidentyfikowane podtypy moga stanowi¢ przejsciowe grupy obecne w czasie
roznicowania, ktore wczesniej nie byly odkryte. Procz tego z danych scRNA-Seq,
transkryptom poszczegélnych komoérek mozna utozy¢ w pseudoczasie, odzwierciedlajac

potencjalng kolejnos¢ ich réznicowania przektadajacg si¢ na trajektori¢ rozwojowa.

Myszy stanowig idealny model do badan nad rozwojem embrionalnym, poniewaz ich
cigza nie trwa dlugo (21 dni), a sekwencja roznicowania trzustki w duzym stopniu pokrywa
si¢ ze zdarzeniami rozwojowymi zachodzacymi u ludzi. Poza tym, ze wzgledow etycznych

dostep do ludzkich rozwijajacych si¢ organow jest bardzo ograniczony. Eksperymenty z
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uzyciem metody scCRNA-Seq na rozwijajacej si¢ trzustce mysiej pozwalajg na identyfikacje
gendw kierujacych embriogeneza okreslonych typéw komorek trzustkowych, ktore
potencjalnie rowniez odgrywaja istotng rol¢ u cztowieka. Nowo zidentyfikowane geny moga
by¢ nastepnie sprawdzone w rozwoju ludzkiej trzustki z wykorzystaniem réznicowania in
vitro z ludzkich komorek PSC do komorek trzustkowych. Ponadto, modulacja ekspresji
wybranych gendéw podczas generowania in vitro endokrynnych komorek trzustkowych
moze doprowadzi¢ do ulepszenia obecnych protokotdéw i bardziej efektywnego uzyskania

funkcjonalnych komorek.

3.1. Selekcja ETV1 z danych scRNA-Seq z embrionalnej mysiej trzustki

W celu zidentyfikowania gendéw potencjalnie zaangazowanych w rozwoj komorek
endokrynnych trzustki, przeanalizowano dane z scRNA-Seq z mysiej embrionalne;j trzustki
z el4,5. Dane wygenerowane zostaly w laboratorium prof. M. Borowiak w Houston, USA,
1 opublikowane w 2018 roku (Scavuzzo i in. 2018). Do procedury scRNA-Seq uzyto 39
trzustek i uzyskano transkryptomu z 15 228 komodrek. Po wyodregbnieniu grup komorek 1
wizualizacji z uzyciem stochastycznej metody porzadkowania sgsiadow w oparciu o rozktad
t (tSNE, ang. tdistributed stochastic neighbor embedding), zidentyfikowano 26
transkrypcyjnie unikatowych klastrow. Kazdy klaster zostal przypisany do odpowiedniego
typu komorek na podstawie ekspresji genow markerowych. Waznym odkryciem bylo

zidentyfikowanie po raz pierwszy podtypow komorek mezenchymalnych oraz komorek EP.

Heterogenno$¢ komoérek EP przejawiata si¢ wystepowaniem 2 populacji komorek z
wysokg oraz 2 populacji EP z niskg ekspresja Ngn3, z ktorych tacznie mozna byto
wyodrebni¢ 4 podtypy EP. Komoérki EP z wysoka ekspresja Ngn3 byty podobne do komorek
prekursorowych trzustki i komorek czesci koncowej (ang. tip domain). Natomiast komorki

EP z niska ekspresja Ngn3 wykazywaty réwniez ekspresje gendw zwigzanych z komorkami

aif.

Zostala wyodrebniona lista gendw specyficznych dla klastra EP z niskg ekspresja Ngn3,
a wigc dla wezesnych komorek o 1 3. Rozszerzenie analizy o dane z embrionalnej trzustki
el6,5 pozwolito na zawe¢zenie listy gendw do ulegajacych wylacznej lub podwyzszonej
ekspresji w klastrach komorek EP i endokrynnych. Z tej listy gendw, bazujac na analizie
ontologii gendw, wyselekcjonowano 20 kandydatow zidentyfikowanych jako geny biorgce
udziat w syntezie i sekrecji hormonow, cyklu komoéorkowym lub bedacymi czynnikami

transkrypcyjnymi. Uzyskane dane poréwnano z danymi literaturowymi, co umozliwito
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wyselekcjonowanie gendw z dotychczas niepoznang lub niejasng rolg w rozwoju ludzkiej

trzustki. Jednym z interesujacych kandydatow okazat si¢ gen Etv].

3.2. Potwierdzenie ekspresji ETVI w ogdélnodostepnych bazach danych z
eksperymentow scRNA-Seq
W celu potwierdzenia ekspresji genu Etv/ przeanalizowano bazy danych scRNA-Seq z

otwartym dostepem pochodzace z sekwencjonowania rozwijajacej si¢ i dorostej trzustki oraz

z ludzkich PSC.

3.2.1. Ekspresja ETVI na etapie pluripotencji w ludzkich komoérkach

PSC
W celu sprawdzenia ekspresji ETVI na etapie pluripotencji w ludzkich ESC
przeanalizowano dane z trzech badan (Petropoulos i in. 2016; Messmer i in. 2019; Yiangou

i in. 2019).

W zarodku przed implantacjg zaobserwowano, ze ekspresja ETVI jest najbardziej
specyficzna dla komorek tworzacych epiblast, z ktorego rozwinie si¢ ektoderma. Ekspresja
ETVI jest réwniez zauwazona w komorkach endodermy pierwotnej. Natomiast, w
komorkach trofoblastu, czyli $ciany blastocysty, zaobserwowano ekspresj¢ £7V1 na niskim
poziomie. Ponadto ekspresja ETVI w niektorych komodrkach byta wyzsza niz ekspresja
NANOG. Na podstawie tych wynikow mozna sugerowac, ze czynnik transkrypcyjny ETV1

peini swoja funkcje w zarodku jeszcze przed implantacja (ryc. 10A).

W badaniu Yiangou i wspotpracownikow zaobserwowano wyzszg ekspresje ETV1
na etapie pluripotencji niz na etapie endodermy. Potwierdza to wnioski sformutowane na
podstawie analizy danych scRNA-Seq od Weng i wspotpracownikow, gdzie ekspresja ETV1
byta wyzsza na etapie pluripotencji i spadata w miar¢ postepu rdéznicowania, aby znowu
wzrosng¢ na etapie pojawiania si¢ komorek endokrynnych. Procz tego wykazano wyzszy

poziom ekspresji NANOG niz ETVI (rye. 10B).

Co ciekawe, czynnik transkrypcyjny ETVI jest potencjalnie specyficzny dla
pluripotencji aktywowanej, poniewaz na etapie pluripotencji naiwnej nie zaobserwowano
jego ekspresji. Dodatkowo poziom ekspresji ETVI byl nizszy niz NANOG, co potwierdza

obserwacje z badania Yiangou (ryec. 10C).

Podsumowujac, czynnik transkrypcyjny ETVI ulega wysokiej ekspresji w prawie

catej populacji ludzkich komoérek PSC w stanie aktywowanej pluripotencji, sugerujac, ze
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moze mie¢ on potencjalny wplyw na utrzymanie stanu pluripotencji. Natomiast dotychczas

nie okreslono roli ETV1 w ludzkich komdrkach PSC.

Petropoulos i wsp., 2016
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Rycina 10. Wizualizacja ekspresji ETV1, NANOG i KLF4 w ludzkim zarodku przed implantacjq (A), w
ludzkich komorkach ESC podczas roznicowania in vitro do komorek endodermy (B) lub w aktywowanych
i naiwnych ludzkich PSC (C). A. EPI — epiblast; EN — pierwotna endoderma; TR — trofoblast. Na podstawie
Petropoulos i in. (2016). Przegladarka UCSC Cell Browser. Kolor niebieski — brak lub niski poziom ekspresji;
kolor czerwony — wysoki poziom ekspresji. B. ESC — embrionalne komoérki macierzyste; DE — endoderma.
Na podstawie Yiangou i in. (2018). Przegladarka Single cell Expression Atlas, EMBL-EBI. Kolor szary —
brak ekspresji; kolor ciemno-niebieski — wysoka ckspresja. C. Na podstawiec Messmer i in. (2019).
Przegladarka Single cell Expression Atlas, EMBL-EBI. Kolor szary — brak ekspresji; kolor ciemno-niebieski
— wysoka ekspresja
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3.2.2. Ekspresja ETVI w rozwijajacej si¢ trzustce podczas
roznicowania in vitro z ludzkich komorek PSC

W celu okreslenia profilu ekspresji ETVI podczas rozwoju ludzkiej trzustki

przeanalizowano dane scRNA-Seq uzyskane podczas roznicowania in vitro ludzkich PSC

do komorek endokrynnych trzustki. Wykorzystano do tego dane z dwodch badan

opublikowanych przez dwa niezalezne zespoty profesora D. Meltona i Y. Li (Sharon,

Vanderhooft i in. 2019; Weng i in. 2020).

W Dbadaniu zespolu profesora D. Meltona, eksperymenty scRNA-Seq
przeprowadzono w 10 roéznych punktach czasowych podczas réznicowania in vitro
odzwierciedlajacych zakonczenie danego etapu réznicowania lub wybrane punkty czasowe
pomigdzy poszczegdlnymi stadiami. Nastepnie, na podstawie profilu ekspresji okreslonych
genéow wyodrebniono 8 podtypéw komodrek reprezentujacych trajektorie rozwojowa
komorek endokrynnych trzustki. Ekspresja E7VI byla na niskim poziomie na
poszczegbdlnych etapach: endoderma, endoderma jelita przedniego, prekursory trzustkowe,
prekursory nablonkowe 1 nie trzustkowe komoérki endokrynne. Natomiast wysoka ekspresje
ETVI zaobserwowano w komorkach EP, komoérkach o i . Ponadto ujawniono wyzsza
ekspresje ETVI w komorkach o niz w komoérkach 3, co potwierdza obserwacj¢ z danych

scRNA-Seq z rozwijajacej si¢ mysiej trzustki (rye. 11).

Endoderma jelita przedniego
Prekursory trzustkowe

Mieszanina komérek .
Prekursory
endokrynne

Comp2

A

3
Endoderma 2
1
0

komérki endokrynne

Comp1

Rycina 11. Wizualizacja ekspresji ETV1 podczas roinicowania in vitro ludzkich PSC do komdrek
endokrynnych trzustki. Skala FPKM (ang. fragments per kilobase million) pozwala znormalizowaé
ekspresje z eksperymentow RNA-Seq, przedstawia liczbe odczytéw danego transkryptu na milion
uwzgledniajac dtugos$¢ fragmentow. Kolor bialy — brak ekspresji; kolor czarny — wysoka ekspresja. Na
podstawie Sharon i in. (2019). Zrodto: https:/ifx.rc.fas.harvard.edu/invitrobetacells/
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W badaniu zespotlu profesor Y. Li podstawa bylo odtworzenie trajektorii
rozwojowych podczas réznicowania in vitro do komorek B z ludzkich komoérek PSC.
Ekspresja ETVI wykazywala ciekawy profil. Z jednej strony byla specyficzna dla
endokrynnej linii rozwojowej, zwlaszcza dla komorek podobnych do komérek a1 B. Z
drugiej strony, na etapie pluripotencji rowniez zaobserwowano ekspresje ETV1, co moze
swiadczy¢ o roli tego genu w komorkach pluripotencjalnych. Warto zauwazy¢, ze w badaniu
tym uzyto dwoch protokotow roznicowania i w obu zastosowanych protokotach ekspresja

ETVI wykazywatla taki sam profil ekspresji (ryc. 12).
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Rycina 12. Wizualizacja ekspresji ETV1, NANOG i CHGA podczas réinicowania in vitro ludzkich PSC
do komorek endokrynnych trzustki. hESC — ludzkie embrionalne komorki macierzyste; ME — mezo-
endoderma; DE — endoderma; FG — endoderma jelita przedniego; PSC-like — komorki podobne do komorek
gwiazdzistych trzustki; duct-like — komorki podobne do komérek przewodow wyprowadzajacych trzustki;
EC-like — komorki podobne do komorek endokrynnych trzustki; a-like — komorki podobne do komorek o;
B-like — komorki podobne do komorek 3. Kolor szary — brak ekspresji; kolor czerwony — wysoka ekspresja.
Linia przerywang zaznaczono komoérki endokrynne. Na podstawie Weng i in. (2020). Zrodto:
www.hiview.case.edu/public/BetaCellHub/Primaryislet.php
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3.2.3. Ekspresja ETVI w rozwijajacej si¢ ludzkiej trzustce

W badaniu Goncalves 1 wspdipracownikow jako model badawczy zastosowano

mig¢dzy innymi ludzkie trzustki ptodowe w 7-10 tygodniu po zaptodnieniu (Gongalves i in.
2021).

Ekspresje ETVI wykryto we wszystkich grupach wyodrgbnionych komoérek trzustki.
Najwyzsza ekspresja byta zaobserwowana w komorkach endokrynnych, mezenchymalnych
oraz proliferujacych. Odsetek komorek wykazujacych ekspresje ETVI wynosit 25,8% 1 w
porownaniu do markera komoérek EP NGN3 (odsetek komorek pozytywnych 6,9%) byt
wyzszy (ryc. 13).
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Rycina 13. Wizualizacja ekspresji ETV1 (A) i NGN3 (B) w ludzkiej plodowej trzustce w 7-10 tygodniu po
zaplodnieniu. Endocrine — komorki endokrynne; tip — koncowe komorki prekursorowe; trunk — podstawne
komorki prekursorowe; proliferating — komorki proliferujace; neurons — komorki nerwowe; blood —
komorki krwi; mesenchyme — komorki mezenchymy; unknown — komorki niezidentyfikowane. Brak
ekspresji — kolor biekitny, niski poziom ekspresji — odcienie fioletowego, wysoki poziom — odcienie
pomaranczowe i zotte. Rozktad danych uzyskany za pomoca algorytmu UMAP. Przegladarka UCSC Cell
Browser, na podstawie Goncalves i in. (2021)
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3.2.4. Ekspresja ETVI w dojrzalej ludzkiej trzustce

W celu okreslenia specyficznosci ekspresji ETVI w dojrzatej ludzkiej trzustce,
przeanalizowano dane z czterech badan (Baron i in. 2016; Segerstolpe i in. 2016; Enge i in.

2017; Weng i in. 2020).

We wszystkich wyzej zobrazowanych badaniach zaobserwowano, ze obecnos$¢
transkryptu ETV1 w ludzkiej dorostej trzustce jest specyficzna dla komorek czesci
endokrynnej. Co ciekawe, transkrypt ETV1 byt obecny we wszystkich typach komorek
endokrynnych. Najwyzszy poziom transkryptu ETV1 zaobserwowano w komorkach PP.
Natomiast w komorkach cze$ci egzokrynnej, pojedyncze komorki przewodow
wyprowadzajacych trzustki wykazywaty obecno$¢ transkryptu ETVI1, a w komorkach
pecherzykowych nie zostala ona wykryta. Ponadto, w komérkach srodbtonkowych oraz
gwiazdzistych trzustki transkrypt ETV1 zostat wykryty w pojedynczych komorkach.
Komorki gwiazdziste trzustki w stanie nieaktywnym reguluja produkcje¢ macierzy ECM, a
w stanach patologicznych uaktywniaja si¢ prowadzac do rozwinigcia si¢ stanu zapalnego

trzustki (ryc. 14).

69



A Segerstolpe i wsp., 2016
7 S TR O~ PR

HEN Bl o ! . -Ba-0 !OI_ i s -EBOE. ) 1

r:!‘.ll‘lgﬁgﬂgﬁOEB;E l = i ].II — ’3 - =3 -89 "."Q.‘.‘..Aoé\!_‘u..‘lﬁo

a B PP 1) £ A D

: L ”

RPKM (log )

o
ok,
a~
¢
~J

trzustka komorki endokrynnej trzustki

B Baroni wsp., 2016

a e . - 0
A 0.55-0.81
SC . g 0.81-0.90
st ' 0.90-0.99
0.99-1.08

A - 1.08-1.17

1.17-1.28

D 1.28-1.41

. 1.41-1.59

1.60-1.82
1.83-3.09

C Enge i wsp., 2017

. M : 0 83.4
- L ] 1_2 2 a
: e, o s8
5 ST 7-14 -
15-28 1.6¢
A % ¥ 29-46 1.69
f_»;. ha a . 47-72
o 73-110 o
P 0 111166 1.6%
2 5 168-285 1.6
P 290-1860
Rycina 14. Wizualizacja ekspresji ETV1 w ludzkiej dorostej trzustce. EN — komorki endokrynne; o —
komérki a; B — komérki B; € — komorki €; & — komorki &; PP — komoérki PP; D — komoérki przewodow
wyprowadzajacych trzustki; A — komorki pecherzykowe; M — komorki mezenchymy; SC — komorki
gwiazdziste trzustki; S — komorki §rodblonka naczyn krwionos$nych; ? — komorki niezidentyfikowane. A.
Na podstawie Segerstople i in. (2016). Zrodto: http://sandberg.cmb.ki.se/pancreas/. Kolor bialy — brak
ekspresji; kolor czarny — wysoka ekspresja. B. Na podstawie Baron i in. (2016). Przegladarka UCSC Cell
Browser. Kolor bi¢kitny — brak ekspresji; kolor zoity — wysoka ekspresja. C. Na podstawie Enge i in. (2017).

Przegladarka UCSC Cell Browser. Kolor biekitny — brak ekspresji; kolor zotty — wysoka ekspresja.
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Na podstawie badania Weng 1 wspotpracownikow (Weng i in. 2020) mozliwe jest
okreslenie ilosciowe poziomu transkryptu ETV1 w dorostej ludzkiej trzustce, w pordwnaniu
z markerami wysp trzustkowych. Wyniki potwierdzaja poprzednie obserwacje, ze ETV1 jest
specyficzny dla komorek czg¢sci endokrynnej trzustki. Co ciekawe, wykryto wyzszy poziom
transkryptu ETV1 w komorkach PP 1 8 niz w komérkach a i 3. Ogoélnie poziom transkryptu
ETV1 w porownaniu do poziomu transkryptu PDX1 byt wyzszy, z wyjatkiem komorek 3
gdzie poziom PDX1 byl wyzszy niz ETVI1. Natomiast w poréwnaniu do poziomu
transkryptow CHGA 1 czynnika transkrypcyjnego PAX6 (PAXG6, ang. ang. paired box 6)
poziom ekspresji ETV1 byt nizszy we wszystkich komorkach wysp trzustkowych (rye. 15).
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Rycina 15. Wizualizacja ekspresji ETV1, CHGA, PDX1 i PAX6 w ludzkiej doroslej trzustce. o. — komorki
o; B — komorki B; € — komorki g; 6 — komoérki §; PP — komdrki PP; D — komérki przewodow
wyprowadzajacych trzustki; A — komorki pecherzykowe; SC — komorki gwiazdziste trzustki. Na podstawie
Weng i in. (2020). Kolor jasnoczerwony — brak ekspres;ji; kolor ciemnoczerwony — wysoka ekspresja.
Zrédto: www.hiview.case.edu/public/BetaCellHub/Primaryislet.php

3.2.5. Ekspresja Etvl w rozwijajacej si¢ mysiej trzustce

W celu potwierdzenia profilu ekspresji EtvI podczas rozwoju trzustki, przeanalizowano
dane scRNA-Seq z badania grupy profesor J. Sneddon i E. Koning (Byrnes 1 in. 2018; van
Gurp 1 in. 2019). Ekspresje genu Etvl w trzustce oceniono w poszczegdlnych dniach

embrionalnych:

a) el2,5 (Byrnes, van Gurp),
b) el3,5 (van Gurp),
c) el4,5 (Byrnes, van Gurp),
d) el5,5 (van Gurp),
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e) el7,5 (Byrmes, van Gurp),
f) el8,5 (van Gurp).

W obu badaniach profil ekspresji EtvI w mysiej trzustce jest podobny. Ekspresje Etv]
potwierdzono w kazdym badanym dniu embrionalnym. W zintegrowanych danych ze
wszystkich badanych dni embrionalnych podzielonych na typy komorek najwyzsza
ekspresja EtvI byta obserwowana w komorkach o, natomiast nizsza w komoérkach EP oraz
B. Ekspresja Etvl w trakcie trajektorii rozwojowej wykazuje najwyzszy poziom w dniu
el2,5 i tendencje spadkowa w kolejnych dniach embrionalnych. Moze to wynika¢ z faktu,
ze w dniu e12,5 zaobserwowano najwigcej komorek o, a w nastepnych dniach wigcej bylo

komorek B (van Gurp i in., 2019) (rye. 16).

W dniu e12,5 najwyzsza ekspresja EtvI byla widoczna w klastrze wezesnych komorek
endokrynnych. Wysoka ekspresj¢ Etvl zaobserwowano réwniez w klastrze komorek EP
oraz klastrach komorek mezenchymalnych (nazwanych odpowiednio M2, M3, M4). W dniu
el4,5 ekspresja Etvl osiggneta najwyzszy poziom w komorkach EP2, ktore byty dojrzaltymi
komorkami EP rozpoczynajacymi specjalizacj¢ w okreslony typ komoérek endokrynnych,
oraz we wczesnych komorkach a. W dniu el7,5, ekspresja Etvl byla ograniczona do
komorek o oraz komoérek wykazujacych ekspresje wiecej niz jednego hormonu endokrynne;j

trzustki (komorki multihormonalne) (Byrnes 1 in. 2018) (rye. 17).

Wyniki uzyskane z analizy danych scRNA-Seq uzyskanych przez niezalezne zespotly
badawcze potwierdzity profil ekspresji Etvl w rozwijajacej si¢ mysiej trzustce. Dodatkowo,
potwierdzono, ze gen Etvl jest specyficzny dla komorek EP oraz komorek endokrynnych
trzustki, poniewaz w pozostalych komodrkach tworzacych trzustke (egzokrynnych lub
naczyn krwiono$nych) zaobserwowano niskg ekspresj¢ Etv/ w niewielu komorkach.

Ponadto ulega on wyzszej ekspresji w komorkach a niz w komorkach 3.
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Rycina 16. Wizualizacja ekspresji Etvl w rozwijajgcej si¢ mysiej trzustce. A. Zintegrowane dane ze
wszystkich badanych dni embrionalnych, komorki podzielone na grupy obrazujace typy komorek budujacych
trzustke. Grupy zaznaczone w ramce (po prawej) obrazuja komorki endokrynne i ich prekursory,
powigkszenie zaznaczonego fragmentu (po lewej) B. Dane z poszczegélnych dni embrionalnych e12,5, 13,5,
el4,5, el5,5, el8,5. a — komorki o; Bl, B2 — komorki B; EP — prekursory komoérek endokrynnych; EX —
komérki czgéci egzokrynnej; M — komodrki mezenchymy; B — komoérki krwi; IM — komorki uktadu
immunologicznego. Kolor biekitny — brak ekspresji; odcienie fioletowego — niski poziom ekspresji, odcienie
pomaranczowe 1 zotte —wysoki poziom. Przegladarka UCSC Cell Browser, na podstawie Van Gurp 1i in.
(2019).
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Rycina 17. Wizualizacja ekspresji Etvl w rozwijajgcej si¢ mysiej trzustce w dniach embrionalnych el2,5
(A), e14,5 (B) i el7,5 (C). 0. — komorki o; B — komorki B; EP — prekursory komoérek endokrynnych; multi —
komorki wykazujace ekspresje wigcej niz jednego hormonu; E — komodrki endokrynne; A — komorki
pecherzykowe; D — komorki przewodow wyprowadzajacych; M — komodrki mezenchymy; V — komorki
naczyn krwionosnych. Liczby przy okreslonym skrocie wskazuja na rozréznione podtypy komorek.
Ekspresja Etvl zaznaczona jest kolorem niebieskim. Na podstawie danych GSE101099 (Byrnes i in. 2018)
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3.3. Obecnos¢ bialkka ETV1 w modelach mysim i ludzkim
3.3.1. Embrionalna i rozwini¢ta mysia trzustka

W celu potwierdzenia syntezy biatka Etvl w rozwijajacej si¢ mysiej trzustce
przeprowadzono barwienie immunofluorescencyjne embrionalnych mysich trzustek z dnia
el6,51el7,5 (rye. 18). Jako markera komorek o uzyto Geg, poniewaz transkrypt Etv1 zostat
zidentyfikowany jako specyficzny dla komoérek endokrynnych, a jego ekspresja byta wyzsza
w nowo powstalych komorkach o w poréwnaniu do komorek 3. Zaréwno w dniu e16,5 jak
1el7,5 obecna jest synteza biatka Etvl w komodrkach wykazujacych ekspresje Geg. Warto
zauwazy¢, ze biatko Etvl jest rowniez obecne w komorkach najbardziej sasiadujacych z

komorkami a.

DAPI/Etv1/Geg Geg

mysia embrionalna trzustka e16,5

mysia embrionalna trzustka 17,5

Rycina 18. Reprezentatywne barwienia immunofluorescencyjne mysiej embrionalnej trzustki z dnia e16,5 i
el7,5. Biatko Etvl (zielony), biatko glukagon jako marker komoérek o (Geg, czerwony), jadra komoérkowe
wybarwione DAPI (niebieski). Skala = 100 pym

~
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Okreslono rowniez obecnos$¢ biatka Etvl w mysiej dorostej trzustce (rye. 19). Biatko
Etvl bylo zlokalizowane w komorkach syntetyzujacych Gceg oraz niektorych innych
komorkach wchodzacych w sktad wyspy trzustkowej. Jednakze biatko Etvl nie bylo
wykryte w komorkach otaczajacych wyspy.

DAPI/Etv1/Geg Geg

mysia rozwinieta trzustka

Rycina 19. Reprezentatywne barwienia immunofluorescencyjne mysiej rozwinietej trzustki. Biatko Etv1
(zielony), biatko glukagon jako marker komorek a (Geg, czerwony), jadra komérkowe wybarwione DAPI
(niebieski). Skala = 100 pm

3.3.2. Ludzkie komorki PSC

W celu okreslenia obecnosci biatka w wykorzystywanej w badaniach linii ludzkich
PSC Hues8-iCas9 przeprowadzono barwienie immunofluorescencyjne oraz analize za

pomocg cytometru przeptywowego (ryc. 20).

Wykazano, ze biatko ETVI1 jest obecne w komodrkach PSC wykazujacych synteze
markerow PSC, takich jak OCT3/4, SOX2 i NANOG (rye. 20A). Ponadto, z
wykorzystaniem cytometru przeplywowego, ujawniono, ze biatka ETV1 oraz OCT3/4 s3

roéwnoczes$nie obecne w 97,26% ludzkich PSC (rye. 20B).

Powyzsze wyniki potwierdzaja wnioski z analizy danych z scRNA-Seq, ze ETV1 ulega
ekspresji w ludzkich PSC.
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Ludzkie pluripotencjalne komérki macierzyste linia Hues8-iCas9
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Rycina 20. Reprezentatywne barwienia immunofluorescencyjne ludzkich PSC, linia komorkowa Hues§-
iCas9. A. Biatko ETV1 (zielony), markery PSC (OCT3/4, SOX2, NANOG, czerwony), jadra komorkowe
wybarwione DAPI (niebieski). Skala = 100 um. B. Analiza z cytometru przeptywowego wykazata, ze 97,26%
komorek Hues8-iCas9 wykazuje syntez¢ rownoczesnie biatek ETV1 i OCT3/4
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3.3.3. Roéznicowanie in vitro ludzkich PSC w kierunku komoérek B
trzustki

W celu okreslenia obecnosci biatka w komoérkach rozwijajacej si¢ ludzkiej trzustki

przeprowadzono barwienie immunofluorescencyjne podczas roznicowania in vitro ludzkich

PSC w kierunku komorek 3 trzustki.

W 12 dniu réznicowania, kiedy komoérki osiggnety stadium PP, wybarwiono sfery
3D przeciwciatami skierowanymi przeciwko ETV1 oraz markerom komorek PP — PDX1
oraz NKX6-1. Obecnos¢ biatka ETV1 zaobserwowano w komorkach z syntezg biatka PDX 1
oraz NKX6-1 (ryc. 21).

stadium: komorki prekursorowe trzustki (PP)

DAPI/ /
NKX6-1/ETV1

Rycina 21. Reprezentatywne barwienia immunofluorescencyjne ze stadium PP (dzien 12) rozZnicowania in
vitro ludzkich PSC w kierunku komorek B trzustki, linia komorkowa Hues8-iCas9. Biatko ETV1 (szary),
markery komoérek PP PDX1 (zielony) oraz NKX6-1 (czerwony), jadra komoérkowe wybarwione DAPI
(niebieski). Skala = 100 um

78



W dniu 20 rozwoju in vitro, kiedy komorki zréznicowaty si¢ do wczesnych komorek
B, sfery 3D wybarwiono uzywajac przeciwcial skierowanych przeciwko ETVI1 oraz
markerom komorek endokrynnych trzustki i komorek . Zaobserwowano obecno$¢ biatka
ETV1 w komorkach wykazujacych synteze peptydu C (C-PEP, ang. c-peptide), ktory jest
czescig biatka INS, oraz CHGA (ryc. 22).

stadium: wczesne komorki B trzustki

DAPI/ /
ETV1/CHGA

Rycina 22. Reprezentatywne barwienia immunofluorescencyjne ze stadium wczesnych komorek B (dzien
20) réinicowania in vitro ludzkich PSC w kierunku komorek f trzustki, linia komorkowa Hues8-iCas9.
Biatko ETV1 (czerwony), marker komoérek endokrynnych trzustki CHGA (szary), marker komorek 3 C-
PEP (zielony), jadra komoérkowe wybarwione DAPI (niebieski). Skala = 100 pm
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3.4. Wylaczenie ekspresji ETVI w ludzkich komoérkach PSC za pomoca

metody CRISPR/Cas9

Poniewaz rola ETV1 nie jest poznana w ludzkich PSC oraz podczas rozwoju ludzkiej
trzustki, wyprowadzitam lini¢ ludzkich komoérek PSC z wylaczong ekspresja ETVI.
Wyprowadzona linia jest uniwersalnym narzedziem eksperymentalnym, poniewaz stanowi
model zarowno do zbadania funkcji ETV1 na etapie pluripotencji jak i podczas
réznicowania, nie tylko w kierunku trzustki, ale w dowolnym kierunku rozwojowym.
Ponadto analizy dostepnych danych z scRNA-Seq przedstawione w rozdziale 3.2.5
niniejszej rozprawy wykazaty, ze ekspresja ETVI nie jest wykrywalna na etapie naiwnej
pluripotencji. Fakt ten stanowi interesujagce pole do wykorzystania linii z wylaczong

ekspresja ETVI do badan stadium formatywnej i naiwnej pluripotencji.

W celu wyprowadzenia ludzkiej linii komérek PSC z wylaczong ekspresja ETVI
zastosowano metode edycji gendow CRISPR/Cas9 (CRISPR, pol. zgrupowane, regularnie
rozproszone, krotkie, powtarzajace si¢ sekwencje palindromiczne, ang. clustered regularly-
interspaced short palindromic repeats; Cas9, pol. biatko 9 zwigzane z CRISPR, ang.
CRISPR associated protein 9). W metodzie tej kompleks czasteczki naprowadzajacej RNA
(sgRNA, ang. single guide RNA) z enzymem Cas9 rozpoznaje specyficzne miejsce w
genomie zlokalizowane obok sekwencji PAM 1 powoduje przecigcie obu nici DNA.
Nastepnie mechanizmy rekombinacji DNA w komorce rozpoczynajg naprawe nici DNA,

ktoéra moze odbywac si¢ na dwa sposoby:

a) rekombinacja homologiczna (HDR, ang. homology-directed repair) — wprowadzamy
matryce¢ z ramionami homologicznymi do sekwencji w okolicy cigcia, ktora stanowi
podstawe naprawy DNA, mozna w ten sposéb wprowadzi¢ do sekwencji DNA
pozadane mutacje;

b) rekombinacja niehomologiczna (NHEJ, ang. non-homologous end joining) —
pekniecie nici DNA zostaje naprawione przez enzym o aktywnosci ligazy, w wyniku
polaczenia powstaja mutacje typu indel (insercje lub delecje), ktore prowadza do
zmiany ramki odczytu i powstania niefunkcjonalnego biatka lub pojawienia si¢

przedwczesnego kodonu stop, skutkiem czego jest wylaczenie ekspresji genu.

W niniejszej rozprawie do wylaczenia ekspresji ETVI zastosowano lini¢ komdrkowa
Hues8 (ludzka lini¢ komoérek PSC) z indukowang doksycykling ekspresja enzymu Cas9
(Hues8-1Cas9) (Zhu i in. 2014). Linia komdrkowa Hues8-iCas9 zostata wyprowadzona w
laboratorium profesor D. Huangfu z wykorzystaniem techniki inzynierii genetycznej
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TALEN poprzez wprowadzenie do lokus AAVSI1 kasety kodujacej indukowang ekspresje
biatka Cas9. System indukowanej ekspresji Cas9 wymaga dostarczenia do komorki tylko
czasteczek sgRNA, bez konieczno$ci dostarczania biatka Cas9, co znaczaco zwigksza
efektywnos¢ edycji genow. Enzym Cas9 w komoérkach Hues8-1Cas9 wykazuje aktywnos$é
endonukleazy, ktora indukuje przecigcie dwoch nici DNA, prowokujac naprawe DNA przez

rekombinacje NHEJ.

Do naprowadzenia enzymu Cas9 do specyficznej sekwencji zastosowano niezaleznie

dwa rodzaje sgRNA:

a) syntetyczne sgRNA zamowione z firmy SYNTHEGO,

b) sgRNA zaprojektowane w naszym laboratorium.

Obydwa rodzaje sgRNA zaprojektowane byty tak, aby przeciag¢é DNA w obrebie domeny
PEA3 odpowiedzialnej za aktywacje wigzania ETV1 do sekwencji DNA. Syntetyczne
sgRNA zaprojektowane byly na ekson 9, natomiast sgRNA z naszego laboratorium

zaprojektowano na ekson 4 (ryc. 23).

ETV1 (ENSG00000006468) (100223 pz)

B sgRNA na eksonie 4

AGGTTTACATTCTTTTAAAGGATTTTATCTTTCCCTTTGTAGAGTCAGCGTGGGAGAAATTGTAACGAGAAACCAACAAATGTCAGGAAAAGAAAATTCATTAACAG

TCCAAATGTAAGAAAATTTCCTAAAATAGAAAGGGAAACATCTCAGTCGCACCCTCTTTAACATTGCTCTTTGGTTGTTTACAGTCCTTTTCTTTTAAGTAATTGTC
16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
S QR GRNCNIEKPTNVRKRKIFINR

ETV1-@01 Exon 4
#01 sgRNA #02 sgRNA
3% ETV1 »s

3,220 3,230 3,240 3,250 3,260 3,270 3,280 3,290 3,300 3,310

AGATCTGGCTCATGATTCAGAAGGTGAGGTTTGATTTTGGGCTGAATCCCCATTTTTTTACCTACACTCTCCACCCTGCTAAAAGAAAAGGAGCACTTCAGTCTTAT
TCTAGACCGAGTACTAAGTCTTCCACTCCAAACTAAAACCCGACTTAGGGGTAAAAAAATGGATGTGAGAGGTGGGACGATTTTCTTTTCCTCGTGAAGTCAGAATA

38 40 42 44
DL A HID s JEV

ETV1-001 Exon 4
#83 sgRNA
» ETV1 »s

3,320 3,330 3,340 3,350 3,360 3,370 3,380 3,39 3,400 3,410 3,420
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C sgRNA na eksonie 9

CTGGTATCATGTTCGT TCACTAAGAAATGGAAAACCGTATCCGTATTTTAAAGAATGTTCCATGTTACCGTTTCATCTGAAACACACTCTCTTATTCCCTAGATTTC

GACCATAGTACAAGCAAGTGATTCTTTACCTTTTGGCATAGGCATAAAATTTCTTACAAGGTACAATGGCAAAGTAGACTTTGTGTGAGAGAATAAGGGATCTAAAG
186
B

ETVI 5%

59,610 59,620 59,630 59,640 59,650 59,660 59,670 59,680 59,690 59,700

GCCGCCAGCTTTCTGAACCCTGTAACTCCTTTCCTCCTTTGCCGACGATGCCAAGGGAAGGACGTCCTATGTACCAACGCCAGATGTCTGAGCCAAACATCCCCTTC
CGGCGGTCGAAAGACTTGGGACATTGAGGAAAGGAGGAAACGGCTGCTACGGTTCCCTTCCTGCAGGATACATGGTTGCGGTCTACAGACTCGGTTTGTAGGGGAAG
188 19¢ 192 194 196 198 200 202 204 206 208 210 212 214 216 218 220 222
REER C M9 S JBBP C N S P P AP T M P IRESEE G IBPP M BPQ JRRQ M S JEBP N NP I

#01 sgRNA
ETV1-@01 Exon 9
= ETV1 %
59,710 59,720 59,730 59,740 59,750 59,760 59,77¢ 59,780 59,790 59,800 59,810

CCACCACAAGGCTTTAAGCAGGAGTACCACGACCCAGTGTATGAACACAACACCATGGT TGGCAGTGCGGCCAGCCAAAGCTTTCCCCCTCCTCTGATGATTAAACA
GGTGGTGTTCCGAAATTCGTCCTCATGGTGCTGGGTCACATACTTGTGTTGTGGTACCAACCGTCACGCCGGTCGGTTTCGAAAGGGGGAGGAGACTACTAATTTGT

224 226 228 230 232 234 236 238 240 242 244 246 248 250 252 254 256 258
PP QI EER-ED MEREH N T 1Ec SsTANANS Q sEBr P P IV HEEDQ

#02 sgRNA #83 sgRNA
” ETV1-@@1 Exon 9 :
3» ETV1 »s
59,820 59,830 59,840 59,850 59,860 59,870 59,880 59,890 59,900 59,91¢ 59,920

GGAACCCAGAGATTTTGCATATGACTCAGGTAGGCCTGCGCTCTGCGCAAATTACATTCAAGGCACTTTTTCACCTCCCTTGTCACATTGGTTAGTGTTGGTATCAG

CCTTGGGTCTCTAAAACGTATACTGAGTCCATCCGGACGCGAGACGCGTTTAATGTAAGTTCCGTGAAAAAGTGGAGGGAACAGTGTAACCAATCACAACCATAGTC
260 262 264 266

ED P RIZDINES A BERDD S

ETV1-001 Exon 9
3w ETV1 »%

59,930 59,940 59,950 59,960 59,970 59,980 59,990 60,000 60,019 60,020

Rycina 23. Strategia wylgczenia ekspresji ETVI w ludzkich PSC. A. Schemat ludzkiego genu ETVI. ETV1
ma 14 eksonéw, transkrypcja zaczyna si¢ na eksonie 3 (start), a konczy na eksonie 14 (stop). Zaznaczono
domen¢ PEA3 odpowiedzialng za aktywacj¢ przylaczenia czynnika transkrypcyjnego ETV1 do sekwencji
DNA (kolor zielony) i domen¢ ETS taczacag ETV1 do sekwencji w genomie (kolor zoétty). Czasteczki
sgRNA zaprojektowane zostaty na ekson 4 i 9 (czerwone strzatki). B. Schemat eksonu 4 i umiejscowienie
zaprojektowanych sgRNA (kolor r6zowy). C. Schemat eksonu 9 i umiejscowienie syntetycznych sgRNA
(kolor zielony)

3.4.1. Ustalenie stezenia sgRNA

W pierwszej kolejnosci ustalono stezenie sgRNA niezbedne do efektywnego wycigcia
w obrebie pozadanego regionu genu E7V 1. Jednoczesnie stezenie sSgRNA powinno by¢ jak
najmniej toksyczne dla komoérek. Efektywnos$¢ powstania mutacji typu indel oceniano z
uzyciem programu ICE Analysis (https://ice.synthego.com/#/) na podstawie

sekwencjonowania DNA.

Syntetyczne sgRNA zostaty dostarczone przez producenta zmieszane w jednej probowce
w stezeniu 3 uM. Testowano stezenia koncowe 0,03 1 0,15 puM. Produkty PCR ze starterami
specyficznymi do eksonu 9 sugerowaty efektywne wyciecie fragmentu genu E7V1 (ryc. 24).
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Marker Typ 003 015
wielkosci (pz) dziki MM UM
1000
900
800

700
800

500

400

Rycina 24. Reprezentatywny Zel agarozowy 7 DNA wyizolowanego 7 komorek typu dzikiego (po lewej) i
heterogennej populacji komorek po transfekcji sgRNA na ekson 9 ze steZeniem sgRNA 0,03 uM (na
srodku) i 0,15 uM (po prawej)

Analiza ICE Analysis wykazata, ze prawdopodobienstwo wylaczenia genu ETVI (w
programie oznaczone jako wspdtczynnik KO) w przypadku zastosowania stezenia sSgRNA
0,03 uM wyniosto 94%, w porownaniu do wspotczynnika KO przy uzyciu stezenia 0,15
uM, ktory wynidst 65%. Ponadto, zaobserwowano roznej dlugosci delecje. Delecja, ktora
prowadzita do wylaczenia ekspresji ETVI wynosita 127 par zasad (pz) i wystgpowala z
najwigksza czgstoscig w przypadku obu testowanych stgzen sgRNA (66% przy 0,03 uM 1
15% przy 0,15 uM). Dodatkowo 3 kolejne transfekcje z zastosowaniem 0,03 uM stezenia
koncowego syntetycznych sgRNA wykazaly prawdopodobienstwo wylaczenia ekspresji
ETVI na podobnym poziomie (odpowiednio 97%, 95% 1 96%) i czgstos¢ delecji 127 pz
odpowiednio 85%, 76% 1 87%. Druga najczesciej wykrywana delecja wynosita 126 pz,
jednak nie prowadzila ona do wystgpienia przedwczesnego kodonu stop i wylaczenia
ekspresji genu ETVI. Syntetyczne sgRNA wykazaty bardzo duza powtarzalno$¢ wynikow,

zarowno ze wzgledu na dtugos$¢ zaindukowanej delecji jak i na efektywnos¢ dziatania (ryc.
25).
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A
Transfekcja nr 1

sgRNA: 0,03 pM; wspoétczynnik mutacji indel = 94%

INDEL CONTRIBUTION v SEQUENCE

ragrmens dowoon =127 <127 6% TG TGTAACTCCTTTCCTCCT
[ represtasienn 127 126 % 6 TGTAACTCCTTTCCTCCTM
-1 8 GTGTATG TGG} -T6GCAGTGCGE 6 GLTTT TCCTCTGATGATT 6
m TGAG T T I CAAGECTTTAAGCAGGAGT 0 GTGTATE T
-29 ¥ GTGTATE : 6 GCTTT TCCTCTBATBATT G
my ¢ TGAG T T IHCAAGGCTTTAAGCAGGAGT [ GTETATE
sgRNA: 0,15 uM; wspétczynnik mutaciji indel = 65%
RELATIVE CONTRIBUTION OF EACH SEQUENCE (NORMALIZED)
INDEL CONTRIBUTION+ SEQUENCE
[ Bl 4 -2 2% TGAB 1 T §-AAGBCTTTAAGCAGGAGT G GTGTATE TGG} - TGGCAGT
et daietion =127 =127 TG TGT TCCTTTCCTCCT |
=] - T6AG T T i CAABBCTTTAAGCAGEABT G GTGTATE T
n -2 % TBAG T T i CAABBCTTTAAGCAGEAGT G GTGTATE T6G -TEBCABT
[ | 1 rogment datetion 127 -120 4% TG TGT TCCTTTCCT H
;|- - -2 TG TGT TCCTTTCCTCCT | -TGCCEACGATE GGGAAGGACGTCCTATGT GLCAGATGTCTGAG
+8 GTGTATG TGGENNNNN“NNTIGG GTGLGG G GLTTT T TCTEATG
-2 2 6TGTATS T6- | -TEBCAGTBCEECCAG sCTIT TCCTCTEATBATT 6
m- 13 6 TBTAACTCCTTTCCTC- - § GACBATGCCAAGEBAAGGACBTCCTATET GCCABATGTCTGAB
23 -23 GTGTATG i GGLCAG GCTTT TCCTCTGATGATT 6
= -6 GTGTATG {--BGCABTECES 6 GLTTT TCCTCTGATGATT G
@z s T6AG T ; GCAGBABT 6 GTGTATE T
ms s T6AB T i 6GAGT 6 GTGTATE T

Transfekcja nr 2

sgRNA: 0,03 uM; wspétczynnik mutacji indel = 97%

INDEL CONTRIBUTION v SEQUENCE
w7 -127 5% T8 TETAACTCCTTTCCTCCT §
2 -126 G TETAACTCCTTTCCTCCTN

;|
Transfekcja nr 3
sgRNA: 0,03 uM; wspétczynnik mutacji indel = 95%

27 121 16 MGTAACTCCTTTCCTCCT
27 126 [ NETAACTCCTTTCCTCCTN

m.
Transfekcja nr 4
sgRNA: 0,03 pM; wspoétczynnik mutacji indel = 96%

RELATIVE CONTRIBUTION OF EACH SEQUENCE (NORMALIZED)

INDEL CONTRIBUTION v SEQUENCE

27 =127 8 T6 NG T T TIT T iE
e B 2 -126 % 6. NGTAACTCCTTTCCTCCTN |
_ 100—- ot e _ 100-
x ] . F] 1 =
x 60 5 604
e ] E
3 404 3 40+
£ 4 S 1
: 7]
Q20 @ 20
g 1 ] ] .io S
[ 0 T

T T T T
0,03puyM 0,15 pM -127 pz 126 pz inne

Rycina 25. Analiza dzialania syntetycznych sgRNA nakierowanych na ekson 9 genu ETVI. A. Analiza z
programu ICE Analysis przedstawiajaca 4 niezalezne transfekcje. B. Srednie prawdopodobiefistwo
(wspotczynnik KO) wylaczenia ekspresji genu ETV1 z zastosowaniem st¢zenia sgRNA 0,03 uM (niebieski)
lub 0,15 uM (pomaranczowy). C. Srednia czgstotliwo$é mutacji typu indel -127 pz (r6zowy), -126 pz (zielony)
i innych dtugosci (fioletowy)
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3 czasteczki sgRNA zaprojektowane w naszym laboratorium wprowadzono do komorek
roéwnoczesnie, aby zwickszy¢ prawdopodobienstwo mutacji podczas rekombinacji NHEJ po
wycieciu wigkszego fragmentu z sekwencji ETV] i pojawienia si¢ przedwczesnego kodonu
stop. Testowano stezenia koncowe sgRNA 1,8 pg/ml (po 0,6 ug/ml z kazdego sgRNA) 1 3
pug/ml (po 1 pg/ml z kazdego sgRNA).

Smugi widoczne po reakcji PCR ze starterami specyficznymi dla eksonu 4 sugerowaty

efektywne wycigcie fragmentu genu E7V1 (ryc. 26).

Marker Typ

wielkosci (pz) dziki 1.8 pg/mi

3 pg/ml

Rycina 26. Wyniki reakcji PCR przeprowadzonej 7 wykorzystaniem DNA wyizolowanego 7 komorek typu
dzikiego (po lewej) i heterogennej populacji komdorek po transfekcji sgRNA zaprojektowanych na ekson
4. Zastosowane stgzenie sgRNA: 1,8 pg/ml (na $rodku) i 3 pg/ml (po prawej)

Analiza ICE Analysis wykazata, ze uzycie wigkszego st¢zenia sgRNA skutkowalo
wyzsza czestoscig wystgpienia mutacji typu indel. Mianowicie efektywnos$¢ sgRNA o
stezeniu 1,8 pg/ml (Sredni wspolczynnik mutacji indel wynosi 35%) byla istotnie
statystycznie nizsza w poréwnaniu do efektywnosci sgRNA o stezeniu 3 pg/ml ($redni
wspotczynnik mutacji indel wynosi 45%). Prawdopodobienstwo wylaczenia ekspresji genu
ETV1 réwniez byto wicksze w przypadku zastosowania wigkszego stezenia sgRNA 3 pg/ml
(Sredni wspotczynnik KO 86%) w porownaniu do nizszego stezenia sgRNA 1,8 pg/ml
($redni wspotczynnik KO 23,33%).

Ponadto pomimo uzycia tego samego st¢zenia sgRNA réznorodno$¢ mutacji typu indel
pomigdzy kolejnymi transfekcjami byta bardzo duza, w poréwnaniu do syntetycznych
sgRNA, gdzie w kazdej wykonanej transfekcji otrzymywano te sama delecje z duza
efektywnoscia (rye. 27).
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A
Transfekcja nr 1

sgRNA: 1,8 ug/ml; wspotczynnik mutacji indel = 22%

RELATIVE OF EACH
INDEL CONTRIBUTION~ SEQUENCE
+ ° 8% BATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATGABCCABATCTCTGTTAATEAATITICTTTTCCTEAC |
e geiercn 31 -34 | % GATTCAGCCCARAATCAAACCTEAC | CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTETTAATEAATTTTICTTTTCCTEAC
[ G 3% GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATOAGCCAGATCTCTGTTAATBAATTTTCTTTTCCTEAL
Az = I BATTCAGECCAAAATCAAACETCAC | CTTCTEAATCATEABCCAGATCTCTGTTAATEARTTT -~ -~~~ -~ |
2 B2 = RN 3% GATTCAGCCCAAAATCAAACETCAC | CTTCTEAATCATEAGCCAGATCTCTOT TAATEAATTTTCTTTTCCTEA
ms @+ v I GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATGABCCAGATCTCTGTTAATEAATTTTCTTTTCCTEA
| Ee 2% GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTBAATCATOABCCAGATCTCTOTTAATEAATTTTCTTTTCCTGA
me s 2. 2% GATTCAGCCCAAARTCAARCCTCAC | CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTGT TAATEAATTTTCTTTTCOTEA
BoEes 2 2% BATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTEAATCATOABCCABATCTCTATTAATEAATTTTCTTTTCCTEA
mn = T GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTCCTEA
RNA: 3 pg/ml; Oh ik mutacji indel = 96%
sg - 3 ug/ml; wspbtczynnik mutaciji indel = 96%
RELATIVE OF EACH
INDEL CONTRIBUTION~ SEQUENCE
magmemouecon 83 -82 = 6 GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC| o S ) S e A B i
magmam swien <50 58 = 0% GATTCABCCCAARATCAAACCTCAC | CTTCTBAATCATOABCCAGATCTCTOTTAATEAATTTTCTITTC- -~
magmern onecon 38 38 = 8% GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTETTAATGAATTITTCTTTTCETEAC |
ms - 8% GATTCABCCCAARATCARACCTCAC | CTTCTOARTCATOAGCCABATCTCTOTTAKTBAATTTTCTTTTCCTEAC |
[ 0 T T 8% GATTCABCCCAARATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTCCTRAC |
Oesmz - 5 GATTCAGECEAAAATEARAECTEAE | CTTCTGARTCATGAGECAGATET CTGT TAATEAATTTTCTTTTECTEAL |
magmem ssenon 34 =34« 7% GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTBAATCATGABCCAGATCTCTETTAATBAATTTTCTTTTCCTGAC |
|eEge . 6% BATTCABCCCAARATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATGAGCCABATCTCTGTTAATGAATTTTCTITICCTEA- |
[ - S BATTCAGCCCAARATCARACCTCAC | CTTCTGARTCATOAGCCAGATETCTOTTAATEAATTTTCTTITTCCTOAC |
[ms .. 5% BATTCABCCCAARATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATGABCCABATCTCTETTAATBAATTTTCTITTOCTEAC ]
[+ BT 4% GATTCAGCCCAARATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTCCTGAC |
+ 0. 4% GATTCABCCCAARATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATOAGBCCABATCTCTATTAATEAATTTTCITTTCETOAC |
|2 9. T GATTCABCCCAAAATCARACCTCAC | CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTGTTAATGAATTT -~ - - nmmmmme |
hagment doocon. 35 ~35 2 BATTCAGCCCAARATCAAACCTCAC | cn'cwnAvcnﬁA:cusncnrsvnn:urnrcrnmnn-f
[zpe 2. 2% nnrcmzccuurmufcvu: CTTCTBAATCATGAGECAGATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTC -
agmaccaseron 81 81 T GATTCABCCCAARA-- e
[er——— B GATTCABCCCAARATCARACCTCAC | CTTCTGAATCATEAGCCAGATCTCTOTTAATEAATTTTCTITTC - -~
ragmern seon 5/ 57 M GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTCE -~
[ B B GATTCAGCCCAARATCAAAGCTCAC | CTTCTGAATCATGAGCCAGATETCTTTAATEAATTTTCTTTTCCTCAC |
o L B GATTCAGCCCAARATCARACCTCAC | CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTOTTAATEAATTTICTTTTCCTGAC |
3 en B GATTCABCCCAARATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATGAGCCABATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTCCTRAC |
ae s b GATTCABCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATBAGCCAGATCTCTBTTAATEAATTTTCTTTTCCTGAS |
oz e B GATTCABCCCAARATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTCETOAC |
[e . M GATTCABCCCAAAATCAAACCTCOAC | CTTCTGAATCATGABCCABATCTCTETTAATGAATTTTCTTTTCCTGAC |
arvps a2 B GATTCABCCCAARATCAAACCTCAC | CTTCTOAATCATOAGCCABATCTCTETTAATEAATTTTCTTITICCTOAC |

Transfekcja nr 2

sgRNA: 1 8 ug/m[ wspotczynnik mutacji indel = 38%

ATTTGTTEETTTCTCOTTACAATTTCTCCCACG | CTEACTCTACAAAGEGAAAGATAAA
CTEACTCTACAARGECAAAGATAAL
INATTTGTTGOTTTCTCRTTACAATTTCTCCCAC | GCTGACTCTACARAGGGAAAGATAA
weemeemrmeeeensne === AATTTCTCCCACG | CTGACTCTACAAAGBGAKAGATAAA
~TNNNNNNCNNN- - -l.ITYETC\'ECC‘CSEYGACTCYAL‘JAAHGG
-TTCTCET----ATTTCTCCC | ACBCTBACTCTACAARGGEARABAT
~NHNNMNNNNT | TCTCECACEETEACTCTACAAAGEE

ATTTGTTGGTTTC -
ATTTGTTGG- -~~~ -~---NNNNCNNNNNAATT | -CTCCCACGCTGACTCTACAAAGSS
B L NNNNNNNNCGTTACAA | TTTCTCCCACBETEACTOTACAKAG

GGOARAGATAAA

CTGACTCTACAAAGGGAAAGATAAA
—---ATAAR
TCTACAAAGGGALABATAAR
~CTACAAAGBBAAZGATAAR

-TBACTCTACAAAGGGARAGATAAR
-~~~ CNNTHNNNCTACAAABGGAAR

ATTTOTTORTTTC -~~~ === === ==ommmmem | ool AGGGAAAGATAAR
llTTEY'lUSTYTCTEU"YICAATTYDT“CLAE- mmmememea e - -GBAAAGATAAA
ATTTGTTGGTTTETCOT-- s ~-AGATAAR
ATTTETTGETTTCTCOTTACAATTTCTCOCACG | CTGACTCTACAAAGGGAAAGATAAR

CTGACTCTACAAAGGGAAAGATAAA
CTGACTCTACAAAGGGAAAGATAAA

-AATTTCTCCCACS

CTGACNNTHNNNCTACAAAGGGAZA
CTGACTCTACAAAGGBAAAGATAAA
CTGACTCTACAAAGGGAAAGATAAA
---GATAAR
NNNNNNNNNNNNNNNCTGACTCTAC
NNNNNNNNNNNNNCTGACTETACAA

ATTTGTTGGTTTCTCOTTACAATTTCTECCACG |
ATTTETTGETTTCTCOTTACAATTTCTCCACG
ATTTGTTGGTTTCTCOTTACAATTTETCCCACG
ATTTGTTGGTTTCTCGTTACAATTTCTCCCACE

NNNNNNNNNNNCTGACTCTACAAAG
NCTGACTCTACAAAGGBAAAGATAA

ATTTGTTGGTTTETC-
ATTTGTTGETTTCTCOTTACAATITCTCCCACS

----- GBGAKAGATAAR
NNTNNNNCTACAAAGBEAAA

ATTTETTGETTTCTCGTTACAATTTCTCCCACG | CTEACTCTACAAAGGEAAAGATAAR
~---AATTTCTCCCACE | CTBACTCTACAAAGBBARABATAAK
ETTACAATTTCTCCCAC | GCTEACTCTACARAGEGAAAGATAA

NATTTGTTGETTTCT

ATTTETTGETTTC - -AGGGAAAGATAAA
SRR  CTGACTCTACAAAGGGAAAGATAAA
ATTTETTGETTTCTCOTTACAATTTCTCOC = | == -~ ~TACAAAGGGAAAGATARA

A-TTG---GNNTTTC----TACAATTTCTCCCA i CECTGACTCTACAAAGGGAAAGATA
mmemmesemeeeeoACAATTTCTCCCACS | CTGACTCTACAAAGOGARAGATAAL
eoeenyegmr. ALYCQYYICIAYYYCTﬂfchﬂ; CTGACTCTACAAAGGGAAAGATAAA
--GBTTTCTCOTTACAATTTCTCCCACG | CTBACTCTACARAGBEAAABATAAR

RELATIVE
INDEL  CONTRIBUTION= SEQUENCE
+ 0 s 63% GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC| CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTGTTARTGAATTTTCTTTTCCTGACE
n'ﬂ 32 - % GAYYCAGCCCAAIAYCA‘ACCYCAC!CYYCYEAATCJYGAECCAGAYC‘CVSYYAA"IAITYY-‘-“ e
|y v S% GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTETTAKTGAATTTTCTTTTCCTGAL
n-E -2 - 4% BATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC I CYY[YG.IATClTﬂ.IIICﬁAEATETCTETTIATIIAAYTYYCTTTTCCTGJEE
e doksen <34 34+ 2% GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTCCTGAC
m|mo w. % GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTEAATCATGAGCCAGATCTCTETTAATGAATTITCTTTTCCTGAC
|| . 2% BATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATOAGCCAGATCTCTGTTAATEAATTTTCTTTTCCTGAC
me .. 2% GATTCAGCCCAMAATCAAACCTCAG | CTTCTGAATCATEAGCCAGATCTCTOTTAATGAATTITCTTITCCTGAC
|2 x. 2% GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATGABCCAGATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTCCTGAC
| . 2% GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATEABCCAGATCTCTETTAATGAATTTTCTTTTCCTOAC
|s s 2% BATTCABCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTGAATEA TCTGTTAATGAATTTTCTTTTCCTGAL
uﬂ 1 T BATTCABCCCAAAATCAAACCTCAC ! NCTTCTGAATCATGABCCAGATCTCTOTTAATGAATTTTCTTTTCCTEA
Be . T GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATGABCCAGATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTCCTGAC
oa . % EAYTEAﬂbCﬁAAAAI’ClAACCTEJCI CTTCTEAATCATGAGCCAGATCTCTETTAATGAATTTTCTTTTCCTGAC!
RNA: 3 pg/ml; ot ik mutacji indel = 95%
Sg 2o Hg/mi; wspoiczynnik mutacjl inae (o
RELATIVE OF EACH
INDEL  CONTRIBUTION~ SEQUENCE
g - 7% BATTCABCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATBAGCCABATCTCTOTTAATBAATTTTCTTTTCCTBAC |
n» -»- 10% GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATGAGCCACATCTCTETTAATCAATTTTCTTTTCCTEGAC | i
[ LI 5% sntc;acccun"cautcnAC‘uTTCTGAA1cnﬁAGC(AEATCTDYGTUATEAl"ﬂCTTTTECTEAC'
|2 - 5% GATTCAGCCCAARATCARACCTCAG | CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTETTAATGAATTT -
i . 5% GATTCAGCCCAAAATCAAAGCTCAC | CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTGTTAATEAATTTTCTTTTCCTGAC |
| -v. 5% GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC ; CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTCCTGAC "
+ 0. 5% BATTCAGCCCAAAATCARACCTCAC | ETTCTEARTCATEAGCCAGATCTCTATTAATGAATTTTCTTTTCCTGAL |
fragmens ceenen -56  -56 - 4% BATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTBAATCATGAGCCAGATCTCTGTTAATBAATTTTCTTTTCCTG - |
oz . 4% GATTCAGCCCAARATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATBAGECAGATCTCTGTTAATGAATITTCTTTTCCTEAC |
n L . 4% GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC 1 CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTCCTGAC 1
gt seteion 50| 82 3% GATTCABCCCAAAATCAAAGCTCAC | CTTCTGAATCATGABCCABATCTCTETTAATOAATTTTICTTTTCCT--- |
ﬂq - 3% GATTCAGCCCAAMATCAAACCTCAC : :TYCYGAA|'CATﬂAﬂCCAQAYCYCYQTT‘A"ﬂAM'TTTCTTTTCCTGAC;
ns 5. 3% GATTCAGCCCAAAATCARACCTCAC | CTTCTBAATCATBAGCCAGATCTCTGTTAATEAATTTTCTTTTCCTGAC |
{ o B - 3% GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC 1 CYTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTETTAATGAATTTTCTTTTCCTBAL ‘
ma .. 3% GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC ; CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTETTAATGAATTTTCTTTTCCTGAC ;
a»s® ». % GATTCABCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTGTTAATGAATTTICTTTTCCTGAC |
nfl . 3% GATTCABCCCAAMATCAAACCTCAC 3 CTTCTGAATCATGAGCCABATCTCTETTAATGAATTTTCTTTTCCTGAL ‘
magmerm seenan <34 -34 2% GATTCAGCCCAARATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTETTAATGAATTTTCTTTTCCTEAG |
ma . 2% GATTCAGCCCAARATCARACCTCAC | CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTETTAATGAATTTTCTTTTCCTEAG |
a-ﬂ -33 2% GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC ! CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTCCTGAC |
ne « % nnr:mcccunmucn:Acinr:mAncmunccn;awcw:mrnnnunncnmcraui
mo v 2% GATTCAECCCAAAA'{CAAJCEYCAC | CTTCTGAATCATGAGT! CAGAYCYCYGYYAAYGA!YY?'CYTYYD\.YEAC 1
[ T | ™ GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC ‘ ETTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTCC- -
ragment cetenion -35  -36 o GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC ; CTTCTGAATCATGAGCCABATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTCCTGRAC 1
@e - T GATTCAGECCAARATCAAACCTEAC | CTTCTBARTCATBAGCCAGATCTCTGTTARTGAATTTTCTTTTCCTGAE |
u@ -1 T GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC } CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTETTAATEAATTTTCTTTTCCTEAC 1
[ Bl s RO T BATTCABCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATBAGCCAGATCTCTETTAATBAATTTTCTTTTCCTEAL |

TTGGTTTCTCOTTACAATITCTCCCACG | CTGACTCTACAAAGEGAAAGATAAA
CATTTGTTEETTTCTCOTTACAATTTCTOCCAG | BCTGACTCTACAAAGEEAAAGATAA
- TTTCTCOTTACAATTTCTCCCACS | CTBACTCTACAAAGGEAAAGATAAA
ATTTGTTGETTTCTCG-- i -GGAKAGATAAA

ATTTGTTGGTTTCTCGTTACAATTTCTCCCACG
ATTTGTTGGTTTCTCOTTACAAT -~

TGACTCTACAAAGGGAAAGATAAA

CTGACTCTACAAAGGBAAAGATAAR

—emmmmmm-m---AATTTCTCCCACE

=== -TACAAAGBGAAAGATAAA

ATTTGTTGATTTCTCOTTACAATTTCTCC -~
ATTTGTTGGTTTCTEGTTACAATTTCTCCE -~
ATTTETTGTTTCTCOTTACAATTTCTCCCACE | CTEACTCTACAAABEBAAAGATAAA

ATTTGTTGETTTC
ATTTGTTGGTTTCTCOTTACAATTTCTCCE,

~GACTCTACAAAGGGAAAGATAAA
--CTACAAAGGGAAAGATAAA

ATTTETTGETTTCTCGTTACAATTTCT -~
ATTTETTGETTTCTCOTTACAATTTCTC - - -
ATTTETTGETTTCTCGTTACAATTTCTCCEA - |
ATTTGTTGETTTCTCGTTACAATTTCTCCCAC

CTGACTCTACAAAGGGAAAGATAAR
--AAGGGAAAGATAAA

ATTTGTTGGTTTC-
ATTTGTTGGTTTCTEOTTAC - -~
ATTTETTGGTTTCTCOTTACAATTTCTCCE- -
ATTTTTGETTTCTCOTTACAATTTCTCCE -~

--CAAAGGGAAAGATAAR
--TACAAABBBAAAGATARA




Transfekcja nr 3
sgRNA: 1,8 ug/ml; wspodtczynnik mutacji indel = 46%

RELATIVE CONTRIBUTION OF EACH SEQUENCE (NORMALIZED)

INDEL  CONT

0N~ SEQUENCE

+ 0 = 5% GATTCAGCCCAAAATCAAK ATGABCCABATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTT | ATTTETTEETTTCTCETTACAATTTET, AAAGGGAAAGATAAA
ms == M5 GATTCAGCCCARAATCAA ATGAGCCAGATCTCTETTAATGAATTTTCTTTT ATTTETTGETTTCTCGTTACAATTTET AAAGGGARAGATAAA
mgmemoewon 34 34 4% GATTC ARAATCAAACE ATGAGCCAGATCT! TGAATTTTLTTTTCC e —— AAAGGGARAGATAAA
g doieaon 51 53 % BATTC ATGAGCCAGATCT! TEAATTTTCTTTTCE A
m|ms - 3% GATTC ATGAGCCABATCT! TGAATTTTCTTTTCOTG: ATTTETTEGTTTCTCETTACAATTTCT AAAGEGAAAGATAAA
m[me o 76 BATTC TCATGAGCCAGATCTCTATTAATGAATTTTCTTTTCCTOA ~TTTCTCATTACAATTTET ARAGBGARABATAAR
s . % GATTC ATGAGCCAGATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTCCTOAC | ATTTGTTGRTTTCTCETTACAATTTETCC TEACTCTACAAAGGE
3% 6 GATT ATGAGCCABATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTCE TTTGTTGRTTTC- - -~ CAAAGBEAAAGATAAA
m|s e 2% GATTCA ATGAGCCAGATCTCTETTAATGAATTTTCTTTT --TTACAATTTETCC CAAAGBBAAAGATARA
|2 = 2% BATT ATGAGCCAGATCTCTETTAATGAATTTTCTTTT ATTTGTTGGTTTCTCETTACAATTTCTCCCACE | NNCTGACTCTACAAAGGEA
s n 2% GATT ATGAGCCAGATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTC ATTTGTTRETTTC - === === === -~ -AAGGGAAAGATAAA
s % % BATTC ATGAGCCAGATCTCTETTAATGAATTTTCTTTT ATTTETTGGTTTCTCGTTACAATTTCT ---GGGARAGATAAA
me - 2% GATTC TCATGAGCCAGATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTES ATTTGTTGETTTCTCETTACAATTTCTECEA TeA
Tragenc s 62 82 % GATTCAGCCE cmmemmmee s e —emeee --RATTTCTCCCACE | CTBAC
ma -2 T GATTC ABATCTCTGTTAATGAATTT —————— ---=AATTTCTCC TGA
ns . ™ BATT CCABATCTCTETTAATBAATTTTCTTTTCCTBAC | ATTTGTTGETTTCTCETTACAATTTET GAC
as = ™ GATT CAGATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTCCTOAC ! ATTTOTTGGTTTCTCATTACAATTTETECCA TCTACAAAGGBAAAGATAAL
v ™ BATTCABCC ceTeA ~-HNTGABCCAGATCTCTETTAATGAATTTTCTTTTC | CTEACATTTGTTEGTTTCTCETTACAATITCTC | COACGCTBACTCTACAAAGEGAAAG
m|m: - ™ GATT NNGAGCCAGATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTC CTGACATTTGTTGBTTTCTCETTACAATTTCTE | COACBCTBACTCTACAAAGBBAAAG

sgRNA: 3 ug/ml; wspotczynnik mutacji indel = 91%

INDEL  CONTRIBUTION= SEQUENGE
|z n- W% GATTCAGCCCAAAATCAAA
me 2. 0% GATTCAGCCCAAAATCAAA

TTCTEAATCATGAGCCAGATCTCTETTAATEAATTT - -~ TTETC
CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTCCTGAC | ATTTETTGETTTCTCETTACAATTTCT
TTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTETTAATEAATTTTCTTTTCCTEAC | ATTTETTOOTTTCTCOTTACAATTTETECE

+ 0~ o% AAAATCAAACC

ragmencduoon <34 34 2% TTCTGAATCATGAGEC TCTGTTAATGAATTTTCTTTTCCTGAC | - .
ma - &% TTCTEAAT TCTGTTAATEAATTTTCTTTTCCTEAC | ATTTGTTGGTTTC- - i GGGAAAGATAAA
7 . 6% CTTCTBAAT CTCTGTTAATGAATTTTCTTTTCCTGAC | ATTTGTTGGTTTCTCETTACAATTTCTECE--- | -~ - -CTCTACAAAGGGAAAGATAAA
| n 5% TTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTCCTGAC | ATTTOTTOATTTCTCOTTACAATTTCT
= - 3 GAGCCAGATCTCTGTTAATEAATTTTCTTTTC ¢! ATTTOTTGETTTCTCETTACAATTTET
mgmem sewem 35 36 ) TTCTGAATCATGAG TCTGTTAATGAATTTTCTTTTCETGAC ] oo o S
;| % {eTTcTeAATCATEAS CTCTGTTAATEAATTTTCTTTTCC ATTTGTTGETTTETCETTA
| * TCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTC TITCTCRT
2 . £ CAGATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTCC TTGTTGGTTTCTCATTAC
[n % ABATCTCTATTAATGAATTTTCTTTT ATTTGTTGGTTTCTCGTTACAATTTET
| - E CCAAAATCARACCTEAC | CTTCTGAATCATEAGECAGATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTCC i GGTTTCTCGTTACAATTTCT
[ B EY AAAATCAAACCTCAC | CTTCTAATCATOABECABATCTCTATTAATEAATTTTETTTT TTTGTTEATTTCTCOTTACAATTTCTECCACE | CTOACTCTACAAAGGGARABATA
= 2% GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTGTTAATGAATTTTCTTTTCCTGAC | ATTTGTTGETTTCTCETTACAATTTCTLC - -~ | -~ GACTCTACAAAGGBAAAGATAAL
ms s 2% GATTCAGCCCAAAATCARACCTCAC | CTTCTEAATCATEAGCCAGATCTCTOTTAATEAATTTTCTTTTCCTEAC | ATTTETTOOTTTCTCETTACAATTTETCCCACE ] — -~ —— TCTACAAABGGAAAGATARA
Tagme dveson 61 61 T GATTCAGCCCAAAATCAAACCTCAC | CTTCTGAATCATGAGCCAGATCTCTGTTAATGAATTTT | S e e e ATAAA
mgmengowoan 30 -39 AAAATCAAA | ATGAGCCAGATCTCTGTTAATGAATTTT AGATAAK
[ ——— A ATEAGCCAGATCTCTOTTAATEAATTTTC --GATAAK
ragnens oeven 53 53 ATGAGCCABATCTCTGTTAATGAATTTT —--ATAAA
g cowson. 3 37 CATGABTCABATCTCTGTTAATGAATTTTC ~CTCTACAAAGGGAAAGATAAA
[y o« ATGAGCCAGATCTCTGTTAATGAATTTT | AATTTCTCCCAC | GCTBACTETA GEAAACAT
o -2 " CATGAGECC CTCTGTTAATS, | ~TTTETTEETTTCTCETTACAATTTCTCCCACE | CTBACTCTACAANBEGAAAGA
| -n 1 ATGAGCCAGATCTCTGTTAATE, ~=----TCTCGTTACA AGGGAAAGA
2 -2 L CTCTGTTAATG ATTTGTTEETTTCTCGTTAC TEACTCTACAAAGEGAAAGATAAL
e » " TCTGTTAATEAATTTTCTTTTC TTTGTTCGTTTCTCGTTACAATTTCTCCCACE | - - - - - - -----GATA
| " CTCTTTAATGAATTTTCTTTTCE TACAAAGGGAAAGATAAA
8-S e -e T GATTCABCCCAAAATCAAACCTCA BATCTCTGTTAATAATTTTCTTTT SR -~ AARGAT.

B C

100+ 100

(=]
(=]
1

o] pets

T T
1,8 yg/ml 3 pg/ml

wspolczynnik indel (%)
3
1
wspétczynnik KO (%)

1 1
1,8 pg/iml 3 pg/ml

Rycina 27. Analiza dziatania sgRNA nakierowanych na ekson 4 A. Analiza z programu ICE Analysis
przedstawiajaca 3 niezalezne transfekcje. B. Srednia czesto$é (wspotczynnik indel) wystapienia mutaciji
typu indel z zastosowaniem stezenia sgRNA 1,8 pg/ml (brazowy) lub 3 pg/ml (rézowy), p = 0,0014 C.
Srednie prawdopodobienstwo (wspotczynnik KO) wylaczenia ekspresji genu ETVI z zastosowaniem
stezenia sgRNA 1,8 pg/ml (brazowy) Iub 3 pg/ml (r6zowy). Statystyka: test t-Studenta, n=3 powtorzenia
biologiczne, p<0,0001
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3.4.2. Identyfikacja linii klonalnych z wylaczong ekspresja ETV1

Kolejnym krokiem byta identyfikacja klonow z wylaczong ekspresja genu ETVI i1

wyprowadzenie homozygotycznej linii.

W tym celu heterogenng populacje po transfekcji z sgRNA rozsiano do pojedynczych

komorek w stezeniu klonalnym (okoto 2 komérki/cm?). Nastepnie, wyselekcjonowano i

przepasazowano pojedyncze kolonie, ktdre zostaty sprawdzone pod wzgledem mutacji w

genie ETVI. Analiza produktow reakcji PCR ze specyficznymi starterami nakierowanymi

na ekson 4 1 9 i okalajagcymi miejsce edycji CRISR/Cas9 pozwolita na wstepng selekcje

klonow z wycigtym fragmentem genu ETVI (ryec.

28). Z transfekcji

sgRNA

zaprojektowanymi na ekson 4 wyselekcjonowano 1 klon (H3), natomiast z transfekcji

sgRNA nakierowanymi na ekson 9 wybrano 5 klonow (B1, D1, E1, F1, G1).

sgRNA na ekson 4

Marker Ty
wielkosci (pz) dziki

—
—
-
-~
-~
-
-

ngNA na ekson 9
Marker Typ
wielkosci (pz) dziki

1000
900
800
700

600
500
400

300

200

P H4 E4 D4 C4 B4 A4 H3 G3 F3 E3 D3 C3 B3 A3

B RRERE

]

A1

Rycina 28. Wyniki reakcji PCR przeprowadzonej z wykorzystaniem DNA wyizolowanego z komorek typu
dzikiego i klonow uzyskanych 7 pojedynczych komorek. Zotta strzatka zaznaczono klony z mutacja
prowadzaca do wytaczenia ekspresji ETV1 przez pojawienie si¢ przedwczesnego kodonu stop. Na czerwono

zaznaczono klony, ktore zostaly wybrane do dalszych eksperymentow

Nastepnie DNA z wybranych klondw zostato zsekwencjonowane w celu wykrycia

mutacji w genie ETV 1.

W klonie H3 za pomocg sekwencjonowania Snagera wykryto homozygotyczna delecje

116 nukleotydow w intronie pomi¢dzy eksonem 3 i 4 oraz 12 nukleotydowa delecje 1 1
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nukleotydowa insercje na poczatku eksonu 4. Mutacje te spowodowaly wystapienie

przedwczesnego kodonu stop w 32 aminokwasie biatka ETV1 (ryc. 29).

intron
. 3066 3147
Typ dziKi ... GCTTTCACTGTCAAATAAGTGAGAAAATGAATATTAGAGTTGATACTATGGACTTCTATTTTTCTATTCAGAGAAGATCCAT
H3 .- GCTTTCACTGTCARATARGTGAGAAAATGAATATTAGAGTTGATACTATGGACTTCTATTTTTCTATTCASSSSEE S
. 3148 3229
Typ dziKi ... TAGACTTATGTATGCAtgtctgtgtgtgtgtgtgtgcgegegegtgtgegtgtgtgtgATCTGAGGTTTACATTCTTTTARR
T ——————
H3

................................. GGl "+ " T e
. 3230 eksonu 4 3311
Typ dziki . .. GGATTTTATcTTTccr:TTTGTAdAGTCAGCGTGGGAGAAATTGTAACGAGAAACCAACAAA-TGTCAGGAAAAGAAAATTCA
H3 - | AGAAATTGTAACGAGAAACCAACAAMNBTGTCAGGAAAAGAAAATTCA

L 3312 3341

Typ dziki . .. TTAACRGAGATCTGECTCATGATTCAGARG

H3 ... TTAACAGAGATCTGGCTCATGATTCAGAAG

koniec

eksonu 4

B cDNAI biatko
Typ dziki

AGCTGAGATTTGCGAAGAGCAGCAGCATGGATGGATTTTATGACCAGCAAGTGCCTTACATGGTCACCAATAGTCAGCGTGGGAGAAAT TGTAACGAGAAACCAACA

TCGACTCTAAACGCTTCTCGTCGTCGTACCTACCTAAAATACTGGTCGTTCACGGAATGTACCAGTGGT TATCAGTCGCACCCTCTTTAACATTGCTCTTTGGTTGT
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

v 1B c JENER. o EBr By BT N s QJRBGc BN c NENERP T

» ETV1-6@1 Exon 3 { ETVI-801 Exon 4 3

S» ETV1 »

T T T T T |
650 660 670 680 690 Te@ 710 720 730 740

AATGTCAGGAAAAGAAAATTCATTAACAGAGATCTGGCTCATGATTCAGAAGAACTCTTTCAAGATCTAAGTCAATTACAGGAAACATGGCTTGCAGAAGCTCAGGT
TTACAGTCCTTTTCTTTTAAGTAATTGTCTCTAGACCGAGTACTAAGTCTTCTTGAGAAAGTTCTAGATTCAGTTAATGTCCTTTGTACCGAACGTCTTCGAGTCCA
28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62

N IVERTKTRUKIENION JRUDILT A H D0 s JENENLOFD Q DULYS Q LN Q JERT WILDA JERA QW
b ETV1-001 Exon 4 { ETV1-001 Exon 5
» ETVL »

I | | | I I
750 76@ 770 780 79¢ 800 810 820 830 840 850

H3

TTGCGAAGAGCAGCAGCATGGATGGATTTTATGACCAGCAAGTGCCTTACATGGTCACCAATAGAAAT TGTAACGAGAAACCAACAAALTGTC

AACGCTTCTCGTCGTCGTACCTACCTAAAATACTGGTCGTTCACGGAATGTACCAGTGGTTATCTTTAACATTGCTCTTTGGTTGTTTAACAG
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
MDD G JEIVEDI Q o WO P NBM WOT NIRON C NJENKIP T N C

> ETV1-801 Exon 3 A ETVI-@01 Exon 4 »:
3 ETV1 ¢

T T I T I
660 670 680 690 700 710 720 730 740

AGGAAAAGAAAATTCATTAACAGAGATCTGGCTCATGATTCAGAAGAACTCTTTCAAGATCTAAGTCAATTACAGGAAACATGGCTTGCAGAA
TCCTTTTCTTTTAAGTAATTGTCTCTAGACCGAGTACTAAGTCTTCTTGAGAAAGTTCTAGATTCAGTTAATGTCCTTTGTACCGAACGTCTT
26 27 28 29 30 31 32
QIENKITKIINH «

> ETV1-801 Exon 4 ETV1-0@1 Exon 5
» ETV1

[ T T T |
750 760 770 780 79¢ 800 81e 820 830

Rycina 29. Poréwnanie klonu H3 do typu dzikiego. A. Przyrownanie sekwencji DNA ETV1 typu dzikiego
i klonu H3. B. Przyrownanie sekwencji cDNA i powstajacego biatka ETV1 typu dzikiego i klonu H3. * —
przedwczesny kodon stop w 32 aminokwasie

W klonach B1, D1, El, F1, G1 wykryta mutacja byta w identycznym miejscu w
genomie, do dalszych analiz wybrano 1 klon (D1). Klon D1 wykazywat homozygotyczna
127 nukleotydowa delecje w eksonie 9, ktéora doprowadzita do powstania dwodch

przedwczesnych kodonow stop w 212 1 213 aminokwasie (ryc. 30).
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A DNA

poczatek
eksonu 9
. 59702 59783
Typ dziki. .. ATTTCECCECCAGCTTTCTEAACCOTETARCTCCTTTCCTCCTTTGCCGACGATGCCAAGGGARGGACGTCCTATETACCAR
D1 ... ATTTCGCCGCCAGCTTTCTGAACCCTGTAACTCCTTTCCTCC
. 59784 59865
Typ dziki... cGCCAGATGTCTGAGCCARACATCCCCTTCCCACCACAAGGCTTTAAGCAGGAGTACCACGACCCAGTGTATGAACACAACA
D1
- 59866 59947
Typ dziKi ... ccATGETTGECACTECGECCAGCCARAGCTTTCCCCCTCCTCTGATGATTARACAGGAACCCAGAGATTTTGCATATGACTC
D1 . EEEEESTTGGCAGTGCGGCCAGCCARAGCTTTCCCCCTCCTCTGATGATTARACAGGAACCCAGAGATTTTGCATATGACTC
- 59948
Typ dziki... ac
D1 ... AG
koniec
eksonu 9

B cDNAI biatko
Typ dziki

TCCATCGCAGTCCATACCAGATAGCAGCTACCCCATGGACCACAGATTTCGCCGCCAGCTTTCTGAACCCTGTAACTCCTTTCCTCCTTTGCCGACGATGCCAAGGG
AGGTAGCGTCAGGTATGGTCTATCGTCGATGGGGTACCTGGTGTCTAAAGCGGCGGTCGAAAGACT TGGGACATTGAGGAAAGGAGGAAACGGCTGCTACGGTTCCC
172 174 176 178 180 182 184 186 188 192 192 194 196 198 200 202 204
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o ETV1 ».

T T T T T T T
1,180 1,190 1,200 1,210 1,220 1,230 1,240 1,250 1,260 1,270 1,280

AAGGACGTCCTATGTACCAACGCCAGATGTCTGAGCCAAACATCCCCTTCCCACCACAAGGCTTTAAGCAGGAGTACCACGACCCAGTGTATGAACACAACACCATG
TTCCTGCAGGATACATGGTTGCGGTCTACAGACTCGGTTTGTAGGGGAAGGGTGGTGTTCCGAAATTCGTCCTCATGGTGCTGGGTCACATACTTGTGTTGTGGTAC
206 208 210 212 214 216 218 220 222 224 226 228 230 232 234 236 238 240
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»

ETV1-8@1 Exon 9
» ETV1 »

T I I I I I | T T I
1,290 1,300 1,310 1,320 1,33¢ 1,340 1,350 1,360 1,370 1,380 1,390

¥

GTTGGCAGTGOGGCCAGCCAAAGCTTTCCCCCTCCTCTGATGATTAAACAGGAACCCAGAGATTTTGCATATGACTCAGAAGTGCCTAGCTGCCACTCCATTTATAT
CAACCGTCACGCCGGTCOETTTCGAAAGGEGGAGGAGACTACTAATTTGTCCTTGGGTCTCTAAAACGTATACTGAGTCT TCACGGATCGACGGTGAGGTAAATATA
242 244 246 248 250 252 254 256 258 260 262 264 266 268 278 272 274 276
EBc s AUARs o s Jep ¢ p I v NINED o JED P RN ANINED s EREB P s c JH) s NONNER
& ETVI-001 Exon 9 o[ ETVI-001 Exon 10 x4
ETVE >

T T T | T
1,400 1,410 1,420 1,430 1,440 1,450 1,460 1,47¢ 1,480 1,4%

D1

TCCATCGCAGTCCATACCAGATAGCAGCTACCCCATGGACCACAGATTTCGCCGCCAGCTTTCTGAACCCTGTAACTCCTTTCCTCCTTTGCCGGTGCGGCCAGCCA
AGGTAGCGTCAGGTATGGTCTATCGTCGATGGGGTACCTGGTGTCTAAAGCGGCGGTCGAAAGACT TGGGACAT TGAGGAAAGGAGGAAACGGCCACGCCGGTCGET
172 174 176 178 18¢ 182 184 186 183 196 192 194 196 198 200 202 204
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» ETV1-001 Exon 8 A ETV1-001 Exon 9 »:

2] ETV1 »;
T T T T T T T T

1,180 1,190 1,200 1,210 1,220 1,230 1,248 1,250 1,260 1,270 1,280

AAGCTTTCCCCCTCCTCTGATGATTAAACAGGAACCCAGAGATTTTGCATATGACTCAGAAGTGCCTAGCTGCCACTCCATTTATATGAGGCAAGAAGGCTTCCTGG
TTCGAAAGGGGGAGGAGACTACTAATTTGTCCTTGGGTCTCTAAAACGTATACTGAGTCTTCACGGATCGACGGTGAGGTAAATATACTCCGTTCTTCCGAAGGACC
206 208 21 212

KA TEDP am -
> ETV1-2@1 Exon 9 | ETV1-0@1 Exon 10 »:
» ETV1 »:
T T T T T | | T I

1,298 1,308 1,318 1,320 1,330 1,340 1,350 1,360 1,378 1,380 1,390

Rycina 30. Porownanie klonu D1 do typu dzikiego. A. Przyrownanie sekwencji DNA ETVI typu dzikiego
i klonu D1. B. Przyrownanie sekwencji cDNA i powstajacego biatka ETV1 typu dzikiego i klonu D1. * —
przedwczesny kodon stop w 212 i 213 aminokwasie
Nastepnie sprawdzono poziom ekspresji ETV1 w klonach H3 1 D1 w poréwnaniu do
komorek typu dzikiego z wykorzystaniem metody qPCR. Do reakcji gPCR wykorzystano

specyficzne startery na polaczenia eksonéw w przedniej, srodkowej i koncowej czgsci

czasteczki mRNA ETV1.
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Analiza wynikéw reakcji qPCR wykazata obnizenie ekspresji ETV1 w obydwu
badanych klonach. W poréwnaniu do typu dzikiego w klonie H3 nastapilo obnizenie
ekspresji mRNA ETV1 o okoto 80% ($rednia ekspresja to 20,75% z ekspresji typu dzikiego),
natomiast w klonie D1 obnizenie ekspresjt mRNA ETV1 wynosito okoto 71% ($rednia

ekspresja to 28,75% z ekspresji typu dzikiego) (rye. 31A).

Poniewaz w klonie H3 nastgpila delecja poczatkowego fragmentu eksonu 4,
przeanalizowano doktadniej produkt qPCR powstajacy z uzyciem starterow
zaprojektowanych na potagczenie eksonu 3 1 4. Analiza krzywej topnienia wykazata, ze przy
uzyciu tych samych starterow oraz matryc z komorek typu dzikiego i1 klonu H3 powstaja
produkty réznej dtugosci, co mozna stwierdzi¢ na podstawie réznej temperatury topnienia
produktow (ryc. 31B). Ponadto, uzyskane amplikony rozdzielono na zelu agarozowym i
wykazano, ze w przypadku klonu H3 powstaje krétszy produkt qPCR niz uzyskany z
komorek typu dzikiego (94 pz w klonie H3 1 106 pz w komorkach typu dzikiego) (rye. 31C).
Powyzsze obserwacje stanowig dodatkowe potwierdzenie zmiany w sekwencji genu ETV]

w klonie H3 zaindukowane metoda CRISPR/Cas9.
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Rycina 31. Analiza porownawcza wzglednych ilosci mnRNA ETV1 w klonach D1 i H3 i komérkach typu
dzikiego. A. Wzgledny poziom mRNA ETV1 w klonach D1 (zielony) i H3 (szary) w poréwnaniu do typu
dzikiego (na skali zaznaczono przerywang linig jako 1). B. Krzywa topnienia amplikonu ETV1 z uzyciem
starterOw na laczenie eksonu 3 i 4 oraz matrycy z komorek PSC typu dzikiego (niebieski) i klonu H3
(pomaranczowy). C. Zel agarozowy z produktami gPCR z komorek PSC typu dzikiego i klonu H3 ze
starterami na taczenie eksonu 3 i 4, n=2 powtorzenia biologiczne
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Ostatnim etapem byto sprawdzenie, czy w klonach H3 1 D1 powstaje biatko ETV1. W

tym celu wykorzystano metod¢ western blot.

Zaobserwowano obnizony poziom biatka ETV1 w obu badanych klonach wzgledem
typu dzikiego. W przypadku klonu D1 poziom biatka ETV1 spadt o 59,5%, natomiast w
klonie H3 0 93,97% (ryc. 32).

Marker Typ  klon klon 93,97%
wielkosci (kDa)  dziki D1 H3 = 1.5
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I 1 I
Typ dziki klon D1 klon H3
Rycina 32. Obecnosé biatka ETV1 w klonach D1 i H3 w poréwnaniu do komérek PSC typu dzikiego.
ETV1 — przeciwcialo anty-ETV1; GAPDH - przeciwciatlo anty-GAPDH, jako kontrola. Wykres
przedstawia poziom biatka ETV1 znormalizowany wzgledem poziomu biatka GAPDH. Komorki typu
dzikiego (fioletowy); klon D1 (zielony); klon H3 (szary), n=1 powtorzenie biologiczne

W zwigzku z powyzszym do dalszych analiz majacych na celu sprawdzenie wptyw

wyltaczenia ekspresji ETV 1 wybrano lini¢ komorkowa klonu H3 (od tej pory oznaczane jako
ETV1-KO, ang. ETV1 knock-out).

3.5. Charakterystyka fenotypu ludzkich komorek PSC z wylaczong ekspresja
ETVI

3.5.1. Wplyw wylaczenia ekspresji ETVI na homeostaze ludzkich
komérek PSC

Jednym z celow niniejszej rozprawy byto okreslenie roli ETV1 w ludzkich PSC.

W pierwszej kolejnosci okreslono wptywu wylaczenia ekspresji ETVI na proliferacje
ludzkich komoérek PSC. W tym celu wykorzystano system do obrazowania zywych komorek
IncuCyte, aby poréwna¢ komorki typu dzikiego 1 ETV1-KO. Przyrost konfluencji byt
analizowany z interwalem co dwie godziny, przez laczny okres 96 godzin, poniewaz po tym
czasie konfluencja komorek osiggata 100%. Komorki typu dzikiego i ETV1-KO byly
posiane w pasazu do pojedynczych komoérek z dodatkiem inhibitora ROCK

wspomagajacego przezycie podczas tego typu pasazu. Badane typy komorek posiane byty
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w trzech poczatkowych gestosciach na dotki plytki 24-dotkowej (powierzchnia catkowita
jednego dotka = 2 cm?):

a) 1,5 x 10* komérek/cm? dotka hodowlanego,
b) 2,5 x 10* komérek/cm? dotka hodowlanego,

¢) 5 x 10* komoérek/cm? dotka hodowlanego.

Co ciekawe, po 24 godzinach od pasazu zaobserwowano wigksza konfluencje komorek
ETV1-KO w poréwnaniu do komorek typu dzikiego o 39,97%, 36,85% lub 33,54%, kiedy
komorki posiewane byly odpowiednio 1,5 x 10* komorek/cm?, 2,5 x 10* komorek/cm? lub
5 x 10* komérek/cm?. Ponadto efekt ten utrzymywat si¢ rowniez przez kolejne godziny
hodowli niezaleznie od poczatkowej gestosci komorek, az do osiggniecia konfluencji 100%.
Najwicksza roznice (78,54%) zaobserwowano po 72 godzinach hodowli przy poczatkowe;j
gestosci komorek 1,5 x 10% komorek/cm? (ryc. 33).

Zwickszona konfluencja komoérek ETVI1-KO moze by¢ spowodowana kilkoma
czynnikami. Po pierwsze, komorki po wylaczeniu ekspresji ETV1 moga szybciej
proliferowac. Po drugie, komorki ETV1-KO moga lepiej przezywaé podczas pasazu do
pojedynczych komorek. Powszechnie wiadomo, ze ludzkie PSC rozbite do pojedynczych
komorek umieraja w wyniku apoptozy, z tego wzgledu w tradycyjnej hodowli pasazuje si¢
je w grupach komorek przy pomocy delikatnego roztworu 0,5 mM EDTA w 1xPBS
zachowujac tym samym przyleganie miedzy komoérkami. Dlatego, po trzecie, wigksza
konfluencja komoérek ETV1-KO moze by¢ wynikiem lepszego przylegania tych komoérek

do siebie nawzajem i do ECM.
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Rycina 33. Trzydniowe obrazowanie ;ywych komdorek za pomocq systemu IncuCyte. Komorki typu dzikiego
i ETV1-KO posiano w taki sam sposob badajac trzy poczatkowe gestosci komorek: A. 1,5x10* komorek/cm?;
B. 2,5%10* komérek/cm?; C. 5x10% komorek/cm?. Statystyka: test t-Studenta, n=3 powtdrzenia biologiczne

Dla kazdej poczatkowej gestosci komorek poréwnano ksztatty krzywych wzrostu
uzywajac  algorytmu  CGGC  (https://bioinf.wehi.edu.au/software/compareCurves/)
(Baldwin i in., 2007; Elso i in., 2004). Algorytm CGGC oblicza warto$¢ statystyczng ,,p”
permutacji dla kazdej pary grup, uzywajac $redniej statystyki t-Studenta migdzy grupami
jako statystyki testowej. Poréwnujac krzywe wzrostu komorek typu dzikiego 1 ETV1-KO
dla kazdej poczatkowej gestosci komorek nie wykazano réznicy istotnej statystycznie, co

wskazuje na brak r6éznic w proliferacji pomiedzy badanymi komdrkami (rye. 34).

95



100qp=0097 1,5x10* komoérek/cm?

Konfluencja (%)
3
1

-&- Typ dziki

10 -o- ETV1-KO
0 L] 1 L L] L] I L] 1 L L] 1 I L] L L 1 L I L] L L] 1 L I
0 24 48 72 96
Czas hodowli (godziny)
100+ p=0,1

Konfluencja (%)
3
1

=== Typ dziki
10 -o- ETV1-KO

e
3
(&)
c
(b}
=
c
Q
¥

20+ -a~ Typ dziki

10— -o=- ETV1-KO

0 L] L] Ll L] L] I L] Ll L] L} Ll I L] LI L] Ll L I L] L] L} L L] I

0 24 48 72 96

Czas hodowli (godziny)

Rycina 34. Przyiyciowa analiza konfluencji ludzkich komorek PSC typu dzikiego oraz ETVI-KO za pomocq
systemu IncuCyte. Dane nie sa znormalizowane, co ukazuje wigksza konfluencj¢ komoérek ETV1-KO
utrzymujaca si¢ przez caly czas analizy. Jednakze komorki typu dzikiego i ETV1-KO wykazuja podobny
ksztalt krzywej wzrostu, co wskazuje na podobny czas pomiedzy podzialami komorek, niezaleznie od
poczatkowej gestosci komorek. Komorki posiane na podtozu Geltrex. Statystyka: Algorytm CGGC, n=3
powtorzenia biologiczne
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W celu zbadania w proliferacji komoérek PSC typu dzikiego oraz ETV1-KO
przeprowadzono barwienie immunofluorescencyjne, wykorzystujac przeciwciato
wykrywajace fosforylacje histonu H3 (pHH3). Fosforylacja seryny 10 histonu H3 jest
zalezna od cyklu komorkowego i1 prowadzi do upakowania chromatyny podczas mitozy. Z
tego wzgledu fosforylacja histonu H3 uwazana jest za marker mitozy i dzielacych si¢
komorek. Procent komoérek bedacych w trakcie podziatu nie r6znit si¢ istotnie statystycznie
pomigdzy komdrkami PSC typu dzikiego a ETV1-KO (rye. 35).
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Rycina 35. Reprezentatywne barwienie immunofluorescencyjne fosforylacji histonu H3 w ludzkich
komorkach PSC typu dzikiego oraz ETVI-KO. Komorki policzono automatycznie z wykorzystaniem
oprogramowania IncuCyte. Liczb¢ komoérek w fazie mitozy podzielono przez catkowitg liczbg komorek.
Fosforylacja histonu H3 (zielony), jadra komérkowe wybarwiono barwnikiem SiR DNA (czerwony). Proby
poréwnano ze sobg za pomoca testu t-Studenta. Skala = 400 pm; statystyka: test t-Studenta, n=3 powtorzenia
biologiczne

W zwiazku z powyzszym, postawiono hipotezg, ze ETV1 moze kontrolowa¢ adhezje 1
przyleganie do ECM ludzkich PSC. Nastepnie przeprowadzono inny test sprawdzajacy
przyczepianie si¢ komorek po pasazu. Uzyto barwienia fioletem krystalicznym, ktory
niespecyficznie barwi zar6wno DNA jak i1 biatka w komorkach. Nastgpnie, wynik
zmierzonej absorbancji przyréwnywany byt do krzywej wzorcowej, co umozliwito

oszacowanie liczby przyczepionych komorek.

Komorki typu dzikiego i ETV1-KO rozbito do pojedynczych komorek i posiano w takiej
samej gestosci poczatkowej (1,5 x 10* komérek/cm?) z pozywka z dodatkiem inhibitorow
ROCK (ROCKi+) i bez inhibitorow ROCK (ROCKi-). Brak suplementacji pozywki
inhibitorami ROCK stworzyt trudniejsze warunki pasazu dla badanych komorek. Ponadto,
aby okresli¢, czy zwigkszona adhezja komodrek ETV1-KO jest niezalezna od podtoza i

wynika z wytaczenia ekspresji ETV1, zastosowano rozne podtoza hodowlane ECM:
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a) Geltrex,
b) witronektyne,
¢) lamining V,

d) fibronektyne.

Zaobserwowano wigksza konfluencj¢ komoérek ETV1-KO na podlozach Geltrex,
witronektyna i laminina V zaro6wno w warunkach ROCKi+, jak i ROCKi-. W przypadku
fibronektyny fenotyp zwigzany ze zwigkszong przyczepnoscia do ECM zostat
zaobserwowany w warunkach ROCKi-. W warunkach ROCKi+ na fibronektynie nie byto
réznicy w przyczepnosci pomigdzy komodrkami typu dzikiego a ETV1-KO (rye. 36).
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Rycina 36. Reprezentatywne barwienie fioletem krystalicznym. Absorbancje po lizie komorek i uwolnieniu
zmagazynowanego barwnika zmierzono uzywajac spektrofotometru. Liczbe przyczepionych komorek
okreslano przyréwnujac do ustanowionej krzywej wzorcowej. Odsetek przyczepionych komorek obliczono
dzielac liczbg przyczepionych komorek przez liczbe komoérek posianych na dotek. ROCKi+ — pozywka z
dodatkiem inhibitorow ROCK; ROCKIi- — pozywka bez suplementacji inhibitorami ROCK. Skala = 100 pm;
Statystyka: test t-Studenta, n=4 powtorzenia biologiczne



3.5.2. OKkreSlenie réznic na poziomie transkryptomu z uzyciem metody
RNA-Seq
W celu zidentyfikowania globalnych zmian w transkryptomie w komoérkach ETVI1-KO

wzgledem komorek typu dzikiego, przeprowadzono sekwencjonowanie mRNA (RNA-Seq,

ang. RNA sequencing).

Materiat mRNA zostal wyizolowany z komorek typu dzikiego i ETV1-KO z dwéch
nastepujacych po sobie pasazy jako dwa niezalezne powtorzenia biologiczne. Nast¢pnie
probki poddane byly analizie jako$ci. Probki mRNA uzyskaty wspotczynnik integralno$ci
RNA (RIN, ang. RNA integrity) powyzej 9,0 i zostaty uzyte jako matryca do przygotowania
bibliotek cDNA (ryc. 37).
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Rycina 37. Analiza jakosci mRNA wyizolowanego z komorek PSC typu dzikiego i ETVI-KO. A. Rozdziat
elektroforetyczny. B. Elektroforegramy probek mRNA z ludzkich komoérek PSC typu dzikiego i ETV1-KO
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Uzyskane biblioteki cDNA poddane zostaty analizie jakosci, ktéora wykazata, ze
wielko$¢ uzyskanych bibliotek miescita si¢ w zakresie 200—1000 pz, z czego najwigcej
produktow byto dlugosci 300 pz. Nastepnie biblioteki cDNA zostaly sekwencjonowane z
jednego konca (ang. single-end sequencing) z gtgbokoscig 10 milionow odczytdéw na probke
(ryc. 38).
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Rycina 38. Analiza jakosci bibliotek cDNA uzyskanych na matrycy z mRNA 7 komdrek typu dzikiegoi ETV1-
KO. A. Rozdziat elektroforetyczny bibliotek cDNA. B. Elektroforegramy bibliotek cDNA z ludzkich komoérek
PSC typu dzikiego i ETV1-KO

Po otrzymaniu wstepnych danych z ekspresji w poszczegolnych zbiorach danych
wyniki RNA-Seq przeanalizowano w programie iDEP. Program ten umozliwia mi¢dzy
innymi wygenerowanie graficznych raportow ze wstgpnej analizy jakosci bibliotek cDNA,

wyodrebnienie listy gendw o réznej ekspresji pomigdzy badanymi probkami (dzigki
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pakietowi z programu R DESeq2) czy wstepng analize ontologii gendéw 1 S$ciezek

sygnatowych (dzieki potaczeniu z bazg danych KEGG).

Program rozpoznat 18795 gendéw. Do transformacji odczytéw zastosowano algorytm
EdgeR: log2(CMP+4). Wielko$¢ poszczegdlnych bibliotek nieznacznie si¢ roznita.
Natomiast dystrybucja danych, poréwnujaca catkowity poziom ekspresji pomigdzy

badanymi probkami oraz wykres gestosci danych byly podobne pomiedzy grupami danych

(ryc. 39).
A o . .
Catkowita liczba odczytéw (milion)
Typ dziki 1 Typ dziki 2 ETV1-KO 1 ETV1-KO 2
B

Dystrybucja danych

15

10

Typ dziki 1 Typ dziki 2 ETV1-KO 1 ETV1-KO 2

Wykres gestosci danych

///\v/

/

//
L

— KO

0.15

Density
0.10

0.05

0.00

5 . 10 N 15
Wartos¢ ekspresji

Rycina 39. Wstepne przetwarzanie danych uzyskanych z eksperymentu RNA-Seq. A. Catkowita liczba
odczytow w milionach odzwierciedla wielko$¢ poszczegolnych bibliotek. B. Dystrybucja danych wzgledem
wartos$ci ekspresji. C. Wykres gestosci danych obrazujacy roztozenie danych wzgledem warto$ci ekspresji

Hierarchiczne klastrowanie na podstawie 1000 najbardziej zrdéznicowanych genow

pomigdzy danymi wykazato minimalne réznice pomigdzy poszczegodlnymi powtdrzeniami
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biologicznymi. Natomiast wykazano znaczne r6znice w ekspresji wielu genow pomigdzy

probkami typu dzikiego a ETV1-KO (ryc. 40).

. Typdzii
| R

Typ dziki 1 Typ dziki 2 ETV1-KO 1 ETV1-KO 2

_

-1 05 0 05 1
wartosc

Rycina 40. Hierarchiczne klastrowanie 1000 genow o najwigkszej roinicy w ekspresji genow pomiedzy
danymi 7 ludzkich komérek PSC typu dzikiego i ETVI-KO
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Nastepnie uzywajac pakietu DESeq2, przeprowadzono analize¢ réznicowej ekspresji
genow. Stosujac prog wspotczynnika falszywych odkry¢ (FDR, ang. false discovery rate) <
0,05 1 wspotczynnika zmiany migdzy probkami (FC, ang. fold change) > 2 zidentyfikowano
248 1 512 transkryptow o odpowiednio wyzszym lub nizszym poziomie w ETV1-KO
wzgledem komoérek PSC typu dzikiego (ryc. 41A).

Wsrod 248 transkryptéw o wyzszym poziomie w ETV1-KO 64,92% (161) stanowily
transkrypty kodujace biatko, ktore zostaty wykorzystane do dalszych analiz. Natomiast,
wsrod 512 transkryptow o nizszym poziomie w komoérkach ETV1-KO 88,87% (455) to byty
transkrypty kodujace biatko, ktore zostaty wykorzystane do dalszych analiz (ryc. 41B).
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Rycina 41. Analiza roinicowej ekspresji genow z uiyciem DESeq?2 zidentyfikowala transkrypty o
podwyzszonej lub obnizonej ekspresji w ETVI-KO wzgledem komorek typu dzikiego. A. Wykres MA (po
lewej) 1 wykres punktowy (po prawej). Czerwony (upregulated) — transkrypty o podwyzszonej ekspresji;
niebieski (downregulated) — transkrypty o obnizonej ekspresji. Log2 fold change — logarytm 2 z wspotczynnika
zmiany B. Wykresy kotowe obrazujace kompozycje puli transkryptow o podwyzszonej (po lewej) lub
obnizonej ekspres;ji (po prawej) podzielonej ze wzgledu na typ transkryptu

Nastepnie przeprowadzono analizy wzbogacenia terminow funkcjonalnych (GO:terms)
odpowiadajace lokalizacji bialek w komorce (CC, ang. cellular component), procesom
biologicznym (BP, ang. biological processes) oraz szlakom metabolicznym (KEGG),

uzywajac programow DAVID, PANTHER i GeneCodis.

Na podstawie analizy BP 1 KEGG transkryptow, ktorych poziom wzrést po wytaczeniu
ekspresji ETVI w ludzkich PSC, wykazano wzbogacenie o 48 terminéw funkcjonalnych
istotnych statystycznie (p<0,01). Zidentyfikowano 2 terminy funkcjonalne zwigzane z

adhezja komorek, miedzy innymi adhezja fokalna (p<0,0001) czy adhezja komorkowa
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(p<0,001), w ktorych grupowaty si¢ transkrypty takie jak, winkulina (VCL, ang. vinculin),
integryna Sa (ITGAS, ang. integrin 5a), integryna 9a (ITGA9, ang. integrin 9a), paksylina
(PXN, ang. paxillin) czy lekki tanhcuch miozyny 9 (MYL9, ang. myosin light chain 9).
Zaobserwowano rowniez wzbogacenie o 3 terminy funkcjonalne zwigzane z budowg 1
funkcja ECM: proteoglikany w nowotworach (p<0,001), interakcja ECM-receptor
(p<0,001) 1 organizacja ECM (p<0,001). Transkrypty wyroznione w tych grupach to mi¢dzy
innymi kolagen typu IV a6 (COL4A6, ang. collagen type IV 06), dezintegryna i
metaloproteinaza z motywami trombospondyny 5 (ADAMTSS, ang. disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin motifs 5), ITGAS 1 ITGA9. Ponadto
zidentyfikowano termin funkcjonalny odpowiadajacy regulacji cytoszkieletu aktynowemu
(p=0,01), do ktorego zaklasyfikowaty si¢ transkrypty takie jak, VCL, MYL9, ITGAS i
ITGAO9. Kolejnym zaobserwowanym terminem funkcjonalnym, ktéry moze mie¢ zwigzek z
obserwowanym fenotypem komorek PSC ETV1-KO, jest sygnalizacja PI3K/AKT (p=0,01).
Do tej grupy nalezaty tranksrypty, np. karboksykinaza fosfoenolopirogronianowa 2 (PCK2,
ang. phosphoenolpyruvate carboxykinase 2), ITGAS, ITGA9. Co ciekawe, zidentyfikowano
4 terminy funkcjonalne zwigzane z funkcjg wydzielniczg trzustki, a doktadniej sygnalizacja
wapniowg. Do tych termindéw funkcjonalnych nalezaty: wydzielanie z trzustki (p=0,002),
wydzielanie insuliny (p=0,006), szlak sygnalizacyjny glukagonu (p=0,01) oraz $ciezka
sygnalizacyjna wapnia (p=0,002). Natomiast transkrypty zaklasyfikowane w tych grupach,
to np. 1,4,5-trifosforan inozytolu (ITPR3, ang. inositol 1,4,5-trisphosphate), receptor
ryanodyny 2 (RYR2, ang. ryanodine receptor 2) i receptor ptytkopochodnego czynnika
wzrostu B (PDGFR, ang. platelet-derived growth factor receptor ) (ryc. 42A).

W przypadku analiz CC zaobserwowano, ze ws$rod 20 najbardziej istotnych
statystycznie termindw (p<0,01) znalazty si¢ terminy powigzane z ECM, takie jak ECM
zawierajacy kolagen (p<0,0001), ECM (p<0,0001) lub ECM tkanki tacznej (p<0,0001),
btong komorkows, np. sarkolemma, wierzchotkowa btona komorkowa czy podstawno-
boczna btona komorkowa (p<0,0001), oraz adhezjg komorek, migdzy innymi adhezja
fokalna (p<0,0001) czy potaczenia komorka-komorka (p=0,001). Z kolei przykladami
transkryptow zaklasyfikowanych do powyzszych grup sa COL4A6, PXN, ITGAS, VCL 1
PDGFRS (ryc. 42A).

Podsumowujac, analiza wynikéw z RNA-Seq potwierdza wczesniejsze obserwacje
dotyczace lepszej przyczepnosci i przezywalnosci komoérek ETV1-KO podczas pasazu.

Dodatkowo analiza szlakéw sygnalizacji komorkowe; KEGG ujawnita potencjalny
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mechanizm stojacy za fenotypem komoérek ETV1-KO — wzbogacenie w transkrypty biorace

udzial w szlaku PI3K/AKT.

Transkrypty nalezace do wyselekcjonowanych grup terminéw funkcjonalnych KEGG i
BP zwiazanych z adhezja wymienione sg na mapie poziomu oraz w tabeli 3 (ryc. 42B; tab.
3). Natomiast transkrypty nalezace do wyselekcjonowanych grup termindéw funkcjonalnych
CC zwigzanych z btong komorkowa i cytoszkieletem aktynowym wymienione sg na mapie

poziomu oraz w tabeli 3 (ryc. 43; tab. 3).
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Analiza KEGG i BP

szkieletu aktynowego

lizacyjna PI3K-Akt

glukagonu

-log10(adj.pval)
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Typ dziki 1 Typ dziki 2 ETV1-KO 1 ETV1-KO 2
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-0.50

Rycina 42. Transkrypty, ktorych poziom byt wyzszy w ETVI-KO wzgledem typu dzikiego. A. Analiza $ciezek
metabolicznych (KEGG) i procesow biologicznych (BP) (po lewej) i analiza lokalizacji biatek w komorce
(CC) (po prawej). Na wykresie KEGG i BP przedstawiono wybrane interesujace terminy funkcjonalne, a
pogrubiono te zwigzane z adhezja i interakcja z ECM. Na wykresie CC przedstawiono 20 pierwszych terminow
najbardziej istotnych statystycznie, a pogrubiono te zwigzane z ECM, btong komoérkows i cytoszkieletem
aktynowym, poniewaz odgrywaja one role w przekazywaniu sygnatow i adhezji komorek. -log10(adj.pval) —
ujemny logarytm10 ze skorygowanej wartosci p. B. Mapa poziomu wybranych transkryptow, ktérych poziom
ulegt podwyzszeniu nalezacych do terminéw funkcjonalnych z KEGG i BP. Mapa znormalizowana metoda
$redniej normalizacji
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Typ dziki 1 Typ dziki 2 ETV1-KO 1 ETV1-KO 2

0.50

0.25

-0.25

-0.50

Rycina 43. Mapa poziomu wybranych transkryptow, ktore ulegly podwyzszeniu w ETVI-KO, naleigcych
do terminow funkcjonalnych z CC zwigzanych 7 ECM, blong komorkowq i cytoszkieletem aktynowym.
Mapa znormalizowana metoda $redniej normalizacji
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Analizy BP i KEGG transkryptoéw, ktorych poziom obnizyt si¢ po wytaczeniu ekspresji
ETVI w ludzkich PSC wykazaly wzbogacenie o 391 terminéw funkcjonalnych istotnych
statystycznie (p<0,01). Interesujgce terminy funkcjonalne zwigzane byly ze S$ciezkami
sygnatlowymi, ktore biorg udziat w utrzymywaniu pluripotencji lub sg kluczowe dla
prawidlowego rozwoju embrionalnego, takie jak TGFB (p<0,0001), WNT (p<0,0001),
Notch (p<0001). Transkrypty zgrupowane do termindéw funkcjonalnych zwigzanych z
utrzymywaniem pluripotencji to np. biatko gruczolakowatej polipowato$ci okreznicy 2 (APC2,
ang. adenomatous polyposis coli protein 2), WNTSA czy KLF4. Ponadto zaobserwowano
wzbogacenie w terminy funkcjonalne odpowiadajace rozwojowi pochodnych ektodermy i
mezodermy takie jak réznicowanie neuronoéw (p<0,0001), rozwdj naczyn limfatycznych
(p<0,0001), rozw¢j macicy (p<0,0001), réznicowanie osteoklastow (p=0,003) (ryc. 44).
Przyktady transkryptéw zaklasyfikowanych do wymienionych wyzej terminow
funkcjonalnych to czynnik transkrypcyjny SRY-box 1 (SOX1, ang. SRY-box transcription
factor 2), protokadheryna 2 (PCDHB2, ang. protocadherin 2) czy WNT5A. Wzbogacenie
W wyze] wymienione terminy funkcjonalne sugeruje, ze ludzkie komoérki PSC po
wytaczeniu ekspresji ETVI moga wykazywa¢ mniejszg pluripotencje w poréwnaniu z
komoérkami typu dzikiego. Dodatkowo ETV1-KO potencjalnie mogg mieé¢ mniejsze
zdolnosci do réznicowania w kierunku pochodnych mezodermy i ektodermy. Transkrypty
nalezace do wyselekcjonowanych grup termindéw funkcjonalnych KEGG 1 BP zwigzanych
z pluripotencja i r6znicowaniem wymienione sg na mapie ekspresji oraz w tabeli 4 (ryc. 45;

tab. 4).

Co ciekawe, bazujac na analizie CC, bialka powstajace na bazie transkryptéw o
obnizonym poziomie w ETV1-KO sa w wigkszosci komponentami jadra komorkowego 1
chromatyny, w pordwnaniu do transkryptéw o podwyzszonym poziomie w ETV1-KO, ktore

lokowaty si¢ w okolicach cytoszkieletu aktynowego, blony komérkowej i ECM.
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Analiza KEGG i BP
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Rycina 44. Transkrypty, ktorych poziom ulegt obniieniu w ETVI-KO wzgledem typu dzikiego. Analiza
sciezek metabolicznych (KEGG) i proceséw biologicznych (BP) (po lewej) i analiza terminéw funkcjonalnych
w programie Panther (po prawej). Na wykresach przedstawiono wybrane interesujace terminy funkcjonalne
zwigzane z utrzymywaniem pluripotencji (pogrubione) i r6znicowaniem oraz embriogeneza. -log10(adj.pval)
— ujemny logarytm10 ze skorygowanej wartosci p
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Typ dziki 1 Typ dziki 2 ETV1-KO 1 ETV1-KO 2

0.50

0.25

-0.25

Rycina 45. Mapa poziomu wybranych transkryptow, ktore ulegly obniieniu w ETV1-KO naleigcych do
terminow funkcjonalnych z KEGG, BP i Panther zwigzanych z pluripotencjg komdrek macierzystych i
réZnicowaniem. Mapa znormalizowana metoda $redniej normalizacji
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3.5.3. Poziom bialek adhezyjnych w ludzkich komoérkach PSC typu
dzikiego i ETV1-KO

Z uwagi na fakt, ze po wylaczeniu ekspresji ETV1 ludzkie PSC wykazywatly wigksza

konfluencj¢ po pasazu, a wyniki z eksperymentu RNA-Seq potwierdzity wzbogacenie w

terminy funkcjonalne zwigzane z adhezja, poréwnano poziom biatek adhezyjnych w

komorkach ETV1-KO i typu dzikiego za pomocg barwienia fluorescencyjnego.

Z danych RNA-Seq wyselekcjonowano 4 kandydatow nalezacych do terminow
funkcjonalnych zwigzanych z adhezja ogniskowg (fokalng), interakcja komorka—ECM 1
adhezja komorkowa i1 poréwnano poziom syntezy biatka w komorkach ETVI-KO z

poziomem w komorkach typu dzikiego.

ITGAS nalezy do rodziny biatek integryn i posredniczy w adhezji komoérek do ECM.
Wspolnie z integryng 1B tworzy receptor blonowy, ktérego ligandem jest
zewnatrzkomoérkowa fibronektyna (ang. fibromnectin). Wewnatrz komorki receptory
integrynowe 13czg si¢ z biatkiem taling lub PXN, ktére z kolei wigzg si¢ z VCL potaczong z
cytoszkieletem aktynowym. Struktura stworzona z wyzej wymienionych biatek nazywa si¢
adhezja fokalng. Dodatkowo VCL moze bra¢ udziat w adhezji komoérka—komorka poprzez
wigzanie z a- lub B-katening (ang. o~ or [-catenin), co jest kluczowe dla stabilizacji biatka
CDHI na powierzchni komorki. Biatko CDHI jest transmembranowa glikoproteing

inicjujaca adhezje komorka—komorka zalezng od kadheryn.

Na podstawie pomiaru intensywno$ci fluorescencji, w oparciu o ktére mozna
okresli¢ poziom badanego biatka, stwierdzono, ze biatka ITGAS, PXN, VCL oraz CDH1
wykazywaty wyzszy poziom w komorkach PSC ETV1-KO w poréwnaniu do komoérek PSC
typu dzikiego. Najwieksza roznicg zaobserwowano w poziomie biatka PXN (o 79,7% wigcej
w ETV1-KO wzgledem komorek typu dzikiego), a najmniejsza roznicg w przypadku biatka
ITGAS (o 18,7% wiecej] w ETV1-KO wzgledem komorek typu dzikiego). Poziom biatek
VCL i CDHI1 byt podwyzszony w ETV1-KO w poréwnaniu do komoérek typu dzikiego na
podobnym poziomie, a r6znica wynosita odpowiednio 30,1% 1 32,4% (ryc. 46). Z kolei,
bazujac na danych RNA-Seq, na poziomie mRNA zaobserwowano, ze poziom transkryptu
PXN byt wyzszy o 2,6 razy (p<0,01) w komoérkach PSC ETV1-KO w poréwnaniu do typu
dzikiego. Poziom transkryptu VCL 1 ITGAS byt odpowiednio o 2,4 (p<0,001) i 2,1
(p<0,001) razy wyzszy w komoérkach PSC ETV1-KO wzgledem typu dzikiego. Wyniki te

koreluja z wynikami z pomiaréw intensywnos$ci fluorescencji. Natomiast poziom mRNA
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CDHI nie wykazywat istotnej statystycznie roznicy (p=0,85) pomiedzy komorkami PSC
ETVI1-KO i typu dzikiego.

Podsumowujac, wyzszy poziom mRNA (z wyjatkiem CDHI) oraz wigksza synteza
bialek adhezyjnych w komorkach PSC ETV1-KO wzgledem typu dzikiego, wskazuje na
wyzsza adhezje po wytaczeniu ekspresji E7V1 w ludzkich PSC.

A DAPIITGA5 przyblizenie

Typ dziki

ETV-KO

Typ dziki

ETV-KO

Typ dziki

ETV-KO
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Rycina 46. Biatka adhezyjne w komorkach ETVI-KO i typu dzikiego. A. Reprezentatywne barwienia
immunofluorescencyjne wybranych biatek adhezyjnych. Jadra komoérkowe wybarwione sa DAPI
(niebieski). Skala =50 um. Ze zdj¢¢ wyliczono intensywnos¢ fluorescencji dla biatek ITGAS (B), VCL (C),
PXN (D) i CDHI1 (E) i znormalizowano do intensywnosci fluorescencji DAPI. Statystyka: warto$¢ p
obliczono testem t-Studenta; n>8 zdje¢ z 3 powtdrzen biologicznych

3.5.4. Podwyzszona ekspresja ETV1 w ludzkich komorkach PSC

Nastepnie, aby udowodni¢, ze przyczyng zaobserwowanych zmian w adhezji i §ciezkach
sygnatowych bylo wylaczenie ekspresji ETVI w komoérkach Hues8-iCas9 typu dzikiego
wywotano tymczasowg podwyzszong ekspresje ETV 1.

W tym celu do plazmidu pEGFP-F1-FLAG wklonowano cDNA ETV1 pod promotorem
CMV (plazmid ETV1). Plazmid dostarczony byt do komorek na drodze lipofekcji. Kontrole
stanowit plazmid bez cDNA ETV1 (pusty plazmid).

24 godziny po transfekcji zaobserwowano komorki pozytywne na biatko zielonej

fluorescencji (GFP; ang. green fluorescent protein) w przypadku transfekcji pustym
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plazmidem, natomiast nie zaobserwowano komorek GFP pozytywnych po transfekc;ji
plazmidem z ETV1. Aby obserwowa¢ transfekowane komorki w 2-godzinnym interwale,
zaczynajac od momentu dostarczenia plazmidow do komorek, uzyto systemu do
obrazowania zywych komoérek IncuCyte. Co ciekawe, juz po 4 godzinach od lipofekcji
zaobserwowano komorki pozytywne na GFP w przypadku komorek transfekowanych
plazmidem ETV1. Jednakze na skutek $§mierci lub odczepienia od podloza hodowlanego
zadna z nich nie byla wykrywalna 24 godziny od dostarczenia plazmidu. Warto zauwazyc¢,
ze komorki transfekowane plazmidem ETV1 wykazywaly sygnat GFP tylko w jadrze
komoérkowym w porownaniu do komoérek z pustym plazmidem. Jest to wazne, poniewaz
potwierdza, ze plazmid ETV1 zadziatal prawidlowo w komorce, prowadzac do
podwyzszonej ekspresji ETVI w miejscu, w ktérym ten czynnik transkrypcyjny naturalnie
peini swoja funkcje. Ponadto nie zaobserwowano komorki transfekowanej plazmidem
ETVI1, ktora przestataby wykazywac¢ fluorescencje GFP 1 nadal byla przyczepiona do
podtoza. W zwiazku z tym okre§lono czas zycia i $wiecenia zar6wno komorek z pustym
plazmidem jak i z plazmidem ETV1. Na tej podstawie stwierdzono, ze komorki
transfekowane pustym plazmidem przezywaty dluzej niz komoérki z plazmidem ETVI.
Przyktadowo po 8 godzinach od transfekcji ponad 50% komorek z podwyzszong ekspresja
ETVI1 byto martwych lub odczepionych w poréwnaniu do komorek transfekowanych

pustym plazmidem, spos$rod ktorych nadal byto zywych 100% (ryc. 47).

W zwigzku z powyzszym niemozliwe bylo doktadniejsze zbadanie wpltywu

podwyzszonej ekspresji ETV1 w ludzkich PSC.
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Rycina 47. Podwyzszona ekspresja ETV1 w ludzkich PSC typu dzikiego. A. Zdj¢cia komorek Hues8-iCas9
transfekowanych plazmidem wywolujacym podwyzszona ekspresj¢ ETVI (plazmid ETV1) i plazmidem
kontrolnym (pusty plazmid). Po 8 godzinach komoérka z plazmidem ETV1 odczepia si¢ od podtoza, podczas
gdy komorki z pustym plazmidem nadal sg przyczepione przez kolejne co najmniej 20 godzin. B. Wykres
pokazujacy czas zycia komorek transfekowanych plazmidem ETV1 i plazmidem kontrolnym. Statystyka:
test t-Studenta dla préb zaleznych, n=2 powtdrzenia biologiczne

124



3.5.5. Modulacja S$ciezki sygnalizacyjnej PI3ZK/AKT w ludzkich
komorkach PSC typu dzikiego i ETV1-KO

W celu potwierdzenia mechanizmu molekularnego, przez ktéry ETV1 moze regulowaé

adhezje ludzkich PSC, modulowano $ciezke sygnalizacyjng PI3K/AKT poprzez inhibicje

lub aktywacje tego szlaku. W analizie eksperymentu RNA-Seq geny wchodzace w te Sciezke

lub ja regulujace, takie jak ITGAS, ITGA9 lub PCK2, wykazywaty podwyzszong ekspresj¢

w komorkach ETV1-KO. Ponadto powszechnie wiadomo, Ze $ciezka ta jest zaangazowana

w regulacje adhezji 1 przezywalnos$ci wielu typoéw komorek, w tym ludzkich PSC.

Najpierw w celu potwierdzenia podwyzszonej aktywacji $ciezki PI3K/AKT wykonano
western blot z przeciwciatami skierowanymi na kinaze AKT (catkowity AKT) oraz jej
aktywowang forme¢ (fosforylowany AKT w 473 serynie). Podczas gdy catkowity poziom
biatka AKT nie byt zmieniony w komoérkach ETV1-KO wzgledem komorek typu dzikiego,
poziom fosforylowanego biatka AKT byt podwyzszony o 78,79% w komoérkach ETV1-KO.
Sugeruje to aktywacje¢ sygnalizacji PI3K/AKT w komorkach po wytaczeniu ekspresji ETV1
(ryc. 48).

60 kDa e s catkowity AKT
55 kDa S Tubulina
60 kDa s fosforylowany AKT

36 kDa " s GAPDH

1.5- 0.84 78,79%

0.6
1.0

Poziom biatka
(catkowity AKT / Tubulina)

Poziom biatka
(fosforylowany AKT / GAPDH)
;

0.0

Typdziki ETV1-KO Typdziki  ETVA-KO

Rycina 48. Poréwnanie poziomu fosforylowanego biatka AKT i catkowitego biatka AKT w komorkach
typu dzikiego i ETVI-KO. Gorny panel przedstawia membrany wybarwione odpowiednimi przeciwciatami.
Dolny panel reprezentuje poziom biatek wyliczony z intensywnosci prazkow na membranie
znormalizowane do intensywnos$ci prazka odpowiadajacemu kontroli (tubulinie lub GAPDH). Z
wykorzystaniem oprogramowania ImageJ wyliczono intensywno$¢ prazkéw z membrany, n=1 powtdrzenie
biologiczne
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W zwiazku z powyzszym, modulowano $ciezke PI3K/AKT z uzyciem inhibitorow (PI-
103 1 Torin2) i aktywatora (INS) zardowno w komorkach PSC typu dzikiego, jak i ETV1-
KO. W tym celu badane komorki posiane byly w takiej samej gestosci poczatkowej (2,5 %
10* komorek/cm? dotka hodowlanego) w medium z dodatkiem inhibitora lub aktywatora.
Stezenie modulatoréw wybrano wedlug zalecen producenta oraz na podstawie
przeprowadzonego wstepnego eksperymentu majacego na celu ustalenie odpowiedniego
stezenia modulatorow. Kontrolg stanowily komoérki PSC typu dzikiego i ETV1-KO posiane
w medium z dodatkiem odpowiedniej objetosci DMSO (1,5 ul/0,5 ml pozywki), w ktérym

rozcienczone byty modulatory, lub w pozywce hodowlanej bez dodatku modulatoréw.

W celu ustalenia odpowiednich st¢zen modulatoréw sciezki PI3K/AKT przetestowano
trzy rézne stezenia dla kazdego modulatora. Dla inhibitoréw, PI-103 i Torin2, sprawdzono
odpowiednio 5 nM, 15 nM 1 30 nM oraz 5 nM, 15 nM 1 200 nM. Dla aktywatora, insuliny,
przetestowano st¢zenia 0,03 pg/ml, 0,3 pg/mli3 pg/ml. 24 godziny po pasazu komoérek PSC
typu dzikiego 1 ETV1-KO 2z modulatorami przeprowadzono barwienia fioletem
krystalicznym 1 wyniki absorbancji przyréwnano do krzywej wzorcowej (opisanej w
podrozdziale 6.5 niniejszej rozprawy). Zaobserwowano, ze zmiany w konfluencji zalezne

byly od stezenia modulatora.

Po pierwsze, podczas pasazu, bez dodania do pozywki hodowlanej inhibitora lub
aktywatora $ciezki PI3K/AKT, na podtoze hodowlane Geltrex przyczepito si¢ Srednio
62,26% pasazowanych komorek typu dzikiego, a w przypadku komorek ETV1-KO $rednio
83,91%. Wyniki te potwierdzaja wicksza przyczepno$¢ komorek ETV1-KO, opisang w

podrozdziale 3.5.1 niniejszej rozprawy.

Po drugie, inhibicja $ciezki PI3K/AKT przez czasteczke PI-103 istotnie statystycznie
obnizyta frakcje przyczepionych komorek typu dzikiego oraz ETV1-KO we wszystkich
zastosowanych stezeniach (5 nM, 15 nM, 30 nM), w poréwnaniu do nietraktowanych
komorek kontrolnych. Podobnie po zastosowaniu czasteczki Torin2, zar6wno komarki typu
dzikiego jak 1 ETV1-KO wykazywaty nizszy procent przyczepionych komoérek wzgledem
komorek kontrolnych we wszystkich badanych st¢zeniach (2,1 nM, 15 nM, 200 nM) (rye.
49A).

Ponadto, obnizenie aktywnosci $ciezki PI3K/AKT z uzyciem 15 nM ste¢zenia Torin2 w
ETV1-KO spowodowato, ze procent komoérek ETV1-KO, ktore przyczepity si¢ po pasazu

nie roznil si¢ od procentu przyczepionych komorek typu dzikiego nietraktowanych
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inhibitorami. Na podstawie tej obserwacji mozna sugerowaé, ze obnizenie aktywnosci
sciezki PI3K/AKT w komodrkach ETV1-KO spowodowato, ze powrécily one do fenotypu
komorek typu dzikiego.

Z kolei aktywacja szlaku PI3K/AKT z zastosowaniem INS istotnie statystycznie
zwigkszyta procent przyczepionych komorek typu dzikiego w dwoch badanych stezeniach
(0,3 png/ml, 3 pg/ml) w porownaniu do komorek nietraktowanych. Warto zauwazy¢, ze
zastosowanie stezenia 3 ug/ml INS zwigkszyto frakcje przyczepionych komorek typu
dzikiego prawie do poziomu komoérek ETV1-KO. Natomiast uzycie INS podczas pasazu
komorek ETV1-KO nie wplyneto na przyczepnos¢ komoérek w poréwnaniu do komorek nie
traktowanych. Sugeruje to, ze wylaczenie ekspresji ETV1 podniosto poziom aktywnosci

sciezki PI3K/AKT do maksymalnego poziomu (ryc. 49B).
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Rycina 49. Modulacja sciezki PI3K/AKT w komorkach PSC typu dzikiego i ETVI-KO. A. Inhibicja szlaku
PI3K/AKT. B. Aktywacja szlaku PI3K/AKT. Absorbancj¢ uwolnionego barwnika po lizie komorek PSC
zmierzono za pomocg spektrofotometru i przyrownano do krzywej wzorcowej. Odsetek przyczepionych
komorek obliczono normalizujac liczb¢ przyczepionych komoérek do liczby komorek posianych na dotek.
Do analizy statystycznej zastosowano test t-Studenta; n=4 powtorzenia biologiczne
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Poréwnanie statystyczne z wartosciami p podano w tabeli 5.

Tabela 5. Porownanie statystyczne komorek nietraktowanych typu dzikiego i ETVI-KO
wegledem traktowanych inhibitorami Ilub aktywatorami scietki PI3SK/AKT. Wartosci p

wyliczone testem t-Studenta

Porownanie t-test Wartosé p
Nietraktowane typ dziki : DMSO typ dziki 0,4081
Nietraktowane typ dziki : PI-103 5 nM typ dziki 0,008
Nietraktowane typ dziki : PI-103 15 nM typ dziki 0,0025
Nietraktowane typ dziki : PI-103 30 nM typ dziki 0,0015
Nietraktowane typ dziki : Torin2 2,1 nM typ dziki 0,0202
Nietraktowane typ dziki : Torin2 15 nM typ dziki <0,0001
Nietraktowane typ dziki : Torin2 200 nM typ dziki <0,0001
Nietraktowane typ dziki : INS 0,03 pg/ml typ dziki 0,3372
Nietraktowane typ dziki : INS 0,3 pg/ml typ dziki 0,0081
Nietraktowane typ dziki : INS 3 pg/ml typ dziki 0,0009
Nietraktowane ETV1-KO : DMSO ETV1-KO 0,209
Nietraktowane ETV1-KO : PI-103 5 nM ETV1-KO 0,0086
Nietraktowane ETV1-KO : PI-103 15 nM ETV1-KO 0,0087
Nietraktowane ETV1-KO : PI-103 30 nM ETV1-KO 0,0035
Nietraktowane ETV1-KO : Torin2 2,1 nM ETV1-KO 0,0038
Nietraktowane ETV1-KO : Torin2 15 nM ETV1-KO 0,0007
Nietraktowane ETV1-KO : Torin2 200 nM ETV1-KO <0,0001
Nietraktowane ETV1-KO : INS 0,03 ug/ml ETV1-KO 0,1032
Nietraktowane ETV1-KO : INS 0,3 pg/ml ETV1-KO 0,2271
Nietraktowane ETV1-KO : INS 3 pg/ml ETV1-KO 0,5287
Nietraktowane typ dziki : Nietraktowane ETV1-KO 0,0005
Nietraktowane typ dziki : DMSO ETV1-KO 0,0003
Nietraktowane typ dziki : PI-103 5 nM ETV1-KO 0,0016
Nietraktowane typ dziki : PI-103 15 nM ETV1-KO 0,0026
Nietraktowane typ dziki : PI-103 30 nM ETV1-KO 0,0063
Nietraktowane typ dziki : Torin2 2,1 nM ETV1-KO 0,0043
Nietraktowane typ dziki : Torin2 15 nM ETV1-KO 0,6414
Nietraktowane typ dziki : Torin2 200 nM ETV1-KO <0,0001
Nietraktowane ETV1-KO : INS 0,03 pg/ml typ dziki 0,0018
Nietraktowane ETV1-KO : INS 0,3 pg/ml typ dziki 0,0162
Nietraktowane ETV1-KO : INS 3 pg/ml typ dziki 0,0463

W dalszej kolejnosci, w celu potwierdzenia niezalezng metoda badawcza wyzej
opisanych wynikéw modulacji §ciezki PI3K/AKT w komoérkach PSC typu dzikiego i ETV1-
KO badane komorki posiano w pozywce zawierajacej 30 nM PI-103, 15 nM Torin2 lub 3
pg/ml INS. Komorki monitorowano przez 24 godziny z interwatem 2-godzinnym dzigki
systemowi do obrazowania zywych komorek IncuCyte i poréwnywano konfluencje

osiaggnieta przez badane komorki 24 godziny po pasazu.
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Nastepnego dnia, zaobserwowano zmniejszong konfluencje komorek ETV1-KO 1 typu
dzikiego traktowanych inhibitorami $ciezki PI3K/AKT w poréwnaniu do kontroli. W
przypadku dodania INS, zwigkszong konfluencj¢ wykazywaty komorki typu dzikiego w
poréwnaniu do komorek kontrolnych. Natomiast komorki ETV1-KO traktowane INS nie
osiggnely wigkszej konfluencji w poréwnaniu do komodrek kontrolnych. Obserwacja ta
sugeruje, ze wyltaczenie ekspresji ETV1 w ludzkich PSC maksymalnie podwyzszyto poziom

aktywacji Sciezki PI3K/AKT (rye. 50).

Na podstawie tych wynikéw mozna potwierdzi¢, ze adhezja ludzkich komoérek PSC
regulowana jest przez $ciezke PI3K/AKT. Dodatkowo czynnik transkrypcyjny ETV1 moze
regulowac aktywnos$¢ Sciezki PI3K/AKT, prowadzac do modulacji adhezji komorek PSC.
Wynika to z faktu, ze w komorkach ETV1-KO po inhibicji szlaku PI3K/AKT
zaobserwowano mniejszy procent przyczepionych komoérek sugerujac, ze po wylaczeniu

ekspresji ETV1 na przyczepno$¢ komorek nie wptynat inny mechanizm molekularny.
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Rycina 50. Modulacja szlaku PI3K/AKT w komdrkach PSC typu dzikiego (gorny panel) i ETVI-KO
(dolny panel). Zdjgcia 1 analiza przeprowadzona za pomoca systemu do obrazowania zywych komorek

IncuCyte. Konfluencjg¢ (%) obliczono automatycznie wykorzystujac oprogramowanie IncuCyte. Skala =400
wm; n=2 powtorzenia biologiczne
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3.5.6. Badanie pluripotencji w ludzkich komoérkach PSC typu dzikiego

i ETV1-KO
Jako 7Ze analiza RNA-Seq wykazata obnizenie poziomu aktywnosci $ciezek
sygnalizacyjnych zaangazowanych w utrzymywanie pluripotencji, takich jak sygnalizacja
TGFB czy sygnalizacja WNT, poréwnano poziom podstawowych markerowych biatek
pluripotencjalnych w ludzkich komorkach PSC typu dzikiego oraz ETV1-KO za pomoca

barwienia immunofluorescencyjnego oraz cytometrii przeptywowe;j.

Na podstawie barwienia immunofluorescencyjnego stwierdzono, ze synteza bialek
markerowych dla pluripotencji OCT3/4 oraz NANOG zachodzita zarowno w komorkach
PSC typu dzikiego jak i ETVI-KO (ryec. 51A). Dodatkowo, analiza z cytometru
przeplywowego z wykorzystaniem przeciwcial przeciwko biatkom markerowym OCT3/4,
SOX2 i NANOG wykazata, ze w przypadku komorek PSC typu dzikiego 99,77% komorek
wykazuje rownoczesng synteze biatek SOX2 i NANOG, a 99,58% komodrek PSC typu
dzikiego wykazuje rownoczesng synteze biatek SOX2 1 OCT3/4. Natomiast w komorkach
PSC ETVI1-KO 99.93% komorek wykazywato réwnoczesng synteze biatek SOX2 i
NANOG oraz 99,93% komorek wykazywato rownoczesng syntez¢ biatek SOX2 1 OCT3/4
(ryc. 51B).

Na podstawie powyzszych wynikow mozna wnioskowaé, Zze obecno$¢ ekspresji i
syntezy podstawowych markeré6w pluripotencji aktywowanej nie rézni si¢ pomiedzy
ludzkimi komérkami PSC typu dzikiego oraz ETV1-KO. Nalezy zauwazy¢, ze transkrypty
OCT3/4 oraz NANOG nie wykazywaty istotnej statystycznie rdéznicy w ekspresji w danych
z eksperymentu RNA-Seq pomigdzy komoérkami PSC typu dzikiego i ETV1-KO. Jednakze
dalsze eksperymenty doktadniej sprawdzajace rozne typy pluripotencji oraz np. potencjat do
roznicowania w okreslonym kierunku lub proces zainicjowania roéznicowania, ktorych
prawidtowy 1 wydajny przebieg zalezy od dobrej jakosci stanu aktywowanej pluripotencji,

sa niezbedne do potwierdzenia roznic pomig¢dzy komodrkami PSC typu dzikiego i ETV1-KO.
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Rycina 51. Obecnosé markerow pluripotencji w komorkach PSC typu dzikiego i ETVI-KO. A. Barwenie
immmunofluorescencyjne z przeciwcialami przeciwko markerom pluripotencji OCT3/4 (zielony) i NANOG
(czerwony). Jadra wybarwiono za pomocga DAPI (niebieski). Skala = 100 pum. B. Analiza z cytometru
przeplywowego z przeciwciatami przeciwko markerom pluripotencji NANOG i SOX2 (gérny panel) oraz
OCT3/4 iISOX2 (dolny panel)
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3.5.7. Modulacja Sciezki sygnalizacyjnej WNT podczas réznicowania w
kierunku endodermy komoérek PSC typu dzikiego i ETV1-KO

Na podstawie analizy danych RNA-Seq zaobserwowano istotny statystycznie spadek w
aktywnos$ci Sciezki sygnalizacyjnej WNT (p<0,001) w komorkach PSC ETV1-KO w
poréwnaniu do typu dzikiego. W celu potwierdzenia réznicy w aktywnos$ci sygnalizacji
WNT w komorkach PSC typu dzikiego i ETV1-KO, komérki réznicowano in vitro do
stadium DE w formacie 2D. W specjalizacji ludzkich komoérek PSC do komoérek DE
niezbedna jest aktywacja S$ciezki WNT, ktéorg wuzyskuje si¢, dodajac zwigzek
drobnoczasteczkowy CHIR99021 bedacy inhibitorem GSK3p 1 aktywatorem $ciezki WNT
(Siller 1 1 in. 2016). Jako kontrole negatywna do ponizej opisanych eksperymentow
zastosowano komorki PSC typu dzikiego i ETV1-KO w pozywce roznicujacej bez dodatku
zwiazku drobnoczasteczkowego CHIR99021 i1 z dodatkiem 1/3 stezenia aktywiny A, ktore
kierujg komorki PSC do réznicowania in vitro do endodermy. Po dniu trzecim réznicowania
komorki PSC typu dzikiego i ETV1-KO wybarwiono immunofluorescencyjnie z
przeciwcialem  przeciwko  SOX17, ktory jest czynnikiem transkrypcyjnym
charakterystycznym dla komorek DE. Za pomocg pomiaru zajmowanej powierzchni
fluorescencji znormalizowanej do powierzchni fluorescencji DAPI okreslono frakcje

komorek zroznicowanych do komorek DE.

Okreslono potencjat do réznicowania w kierunku DE komérek PSC typu dzikiego 1
ETVI1-KO w pelej pozywce roznicujacej (3 uM CHIR99021 i 100 ng/ml aktywiny A).
Komorki typu dzikiego i ETV1-KO osiagnely odpowiednio 83,4% 1 81,5% wydajnosci
zréznicowania do komorek DE, co nie byto rdznicg istotng statystycznie (p=0,14).
Natomiast w pozywce z dodatkiem CHIR99021 i z 1/3 stezeniem aktywiny A (aktywujace;j
sciezk¢ TGFB) rowniez nie zaobserwowano istotnej statystycznie roznicy we frakcji
komoérek wykazujacych synteze SOX17 pomiedzy komorkami DE ETVI-KO (81,2%
komoérek wykazujacych synteze SOX17) oraz komoérkami DE typu dzikiego (73,8%
komorek wykazujacych synteze SOX17). Podczas réznicowania in vitro do stadium DE
komoérek PSC typu dzikiego i ETVI-KO bez dodatku CHIR99021 i z 1/3 stezeniem
aktywiny A zaobserwowano bardzo matg frakcj¢ komorek zroznicowanych do stadium DE,
3,6% w przypadku komorek typu dzikiego 1 1,9% w przypadku komorek ETV1-KO.
Roéznica pomigdzy badanymi typami komorek rdwniez nie byta istotna statystycznie (ryc.

52).
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Nastepnie okreslono efektywno$¢ roznicowania do komoérek DE po modulacji $ciezki
WNT. Bez aktywacji sygnalizacji WNT zaréwno komorki PSC typu dzikiego, jak i ETV1-
KO wykazywatly obnizenie efektywnosci réznicowania w kierunku DE. Do stadium DE w
warunkach nieaktywowania $ciezki WNT zréznicowato in vitro 9% komorek PSC typu
dzikiego 1 1,24% komorek PSC ETV1-KO, co stanowi rdznic¢ istotng statystycznie na
poziomie istotnosci p=0,0033. Dodatkowo komorki PCS typu dzikiego w pozywce
roéznicujacej bez CHIR99021 zréznicowaty gorzej o 89,2% (p<0,0001) wzgledem komorek
PSC typu dzikiego w pelnej pozywce rdznicujacej. Z kolei komorki PSC ETV1-KO przy
negatywnej regulacji aktywnosci $ciezki WNT wykazywaty obnizenie potencjalu do
réznicowania do komoérek DE o 98,5% (p<0,0001) w poréwnaniu do komoérek PSC ETV1-
KO w pelnej pozywce réznicujacej (rye. 52).

Podsumowujac, powyzsze wyniki potwierdzaja wnioski opracowane na podstawie
analizy poréwnawczej z eksperymentu RNA-Seq pomigdzy komdrkami PSC typu dzikiego
1 ETVI-KO, ze w komorkach PSC ETVI-KO nastgpito zmniejszenie aktywnosci
sygnalizacjii WNT po wylaczeniu ekspresji ETVI. Sciezka WNT jest niezbedna do
réznicowania in vitro w kierunku DE, a zaburzenie aktywnosci tej Sciezki spowodowato, ze
komorki PSC ETV1-KO wykazuja mniejszy potencjal do specjalizacji do DE w

rygorystycznych warunkach réznicowania.
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Rycina 52. Modulacja sciezki WNT podczas réZnicowania 2D in vitro komdorek typu dzikiego i ETVI-KO do
stadium DE. Komorki réznicowano w petnej pozywce (gorny lewy panel), pozywce z 1/3 stezeniem aktywiny
A (gbérny prawy panel), pozywce bez CHIR99021 (dolny lewy panel) lub pozywce bez CHIR99021 i z 1/3
stezeniem aktywiny A jako kontrola negatywna (dolny prawy panel). Komodrki wybarwiono przeciwcialem
przeciwko markerowi DE SOX17 (zielony), jadra wyznaczono DAPI (niebieski). Skala = 200 um. Wykresy
przedstawiajg porownanie efektywnosci roznicowania komoérek PSC typu dzikiego i ETV1-KO do stadium

DE w réznych warunkach specjalizacji. Statystyka: warto$¢ p obliczona testem t-Studenta, n=1 powtorzenie
biologiczne
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3.5.8. Identyfikacja genow bezposrednio regulowanych przez ETV1 w
ludzkich komorkach PSC z uzyciem metody ChIP-Seq i
CUT&RUN

Aby lepiej zrozumie¢ mechanizmy molekularne stojace za lepszym przyleganiem
komorek PSC ETV1-KO oraz w celu okreslenia gendw bezposrednio regulowanych przez
czynnik transkrypcyjny ETV1 przeprowadzono analiz¢ wykorzystujaca ChIP z
przeciwcialem przeciwko ETV1 oraz technologic CUT&RUN (ang. Cleavage Under

Targets & Release Using Nuclease).

Technologia CUT&RUN, podobnie jak ChIP, jest metoda stuzaca do wyznaczenia w
genomowym DNA miejsc wigzania dla danego biatka, a wytrgcone za pomocg
specyficznego przeciwciala pierwszorzgdowego fragmenty genomowego DNA poddaje si¢
reakcji qPCR lub sekwencjonowaniu. W przeciwienstwie do reakcji ChIP, w ktorej
genomowe DNA tnie si¢ na mniejsze fragmenty za pomoca sonikacji, w technologii
CUT&RUN do przeciwciala przytacza si¢ enzym pAG-MNaza, ktory wycina fragment
chromatyny. W reakcji CUT&RUN uzyskuje si¢ krotsze fragmenty DNA niz w przypadku
ChIP.

W pierwszej kolejnosci komoérki PSC typu dzikiego wykorzystano do eksperymentu z
ChIP. Pierwszym etapem byla optymalizacja warunkéw sonikacji w celu uzyskania
fragmentéw chromatyny dhlugosci migdzy 200 pz a 500 pz, poniewaz taka wielkos¢
fragmentow DNA zapewnia najlepsza rozdzielczos¢ podczas sekwencjonowania.
Sprawdzono 4 warunki sonikacji i na podstawie analizy zelu agarozowego ustalono, ze po
30 minutach sonikacji mozliwe jest uzyskanie fragmentéw genomowego DNA pozadanej
dtugosci. Do immunoprecypitacji komplekséw chromatyny z ETV1 uzyto przeciwciata
przeciwko ETV1. Dodatkowo do identyfikacji regionéw euchromatyny w genomie PSC
typu dzikiego uzyto przeciwciata przeciwko polimerazie II (Pol II, ang. polymerase II).
Pomimo niskiego st¢zenia otrzymanego genomowego DNA, przeprowadzono reakcj¢ qPCR
w celu oceny efektywnosci reakcji ChIP. Na matrycy wytragconej za pomocg przeciwciata
przeciwko ETVI1 oraz 1% calkowitej chromatyny (ang. input) zastosowanej do
eksperymentu przeprowadzono reakcj¢ qPCR ze starterami specyficznymi do miejsca
wigzania ETV1 w obrebie promotora znanego i potwierdzonego genu regulowanego przez
czynnik transkrypcyjny ETV1 — fosfataza 6 o podwojnej swoistosci (DUSP6, ang. dual
specificity phosphatase 6) (Hollenhorst 1 in. 2011; Gertz 1 in. 2013; Britton i in. 2017). Jako
kontrole negatywng zastosowano pare starterow specyficznych dla ostatniego eksonu genu

DUSP6. Na podstawie wynikow reakcji qPCR nie zaobserwowano wzbogacenia
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amplikonéw miejsc promotorowych DUSP6. Dlatego uznano, ze reakcja ChIP z uzyciem

przeciwcial przeciwko ETV1 nie powiodta si¢ (rye. 53).

A B

| 15 Pol Il ETV1
| _min: min- . min  min_

Marker
wielkosci [pz]

Legenda

1.0 Bl ETV1_ChiP1

0.8 B ETV1_ChIP2

0.6

0.4

}«4{ 0.3180
ﬁo 4487

0.24

Wzbogacenie
[% catkowitej chromatyny]

0.0 T T
DUSP6_Promotor DUSP6_Ekson 3

Rycina 53. Analiza ChIP. A. Optymalizacja warunkow sonikacji. B. Reprezentatywny zel agarozowy z
chromatyng wyizolowana z komoérek PSC typu dzikiego uzyta w eksperymencie ChIP z uzyciem
przeciwciatl przeciwko polimerazie II (Pol IT) i ETV1 (ETV1). C. Wynik reakcji qPCR na matrycy DNA z
reakcji ChIP z przeciwciatami przeciwko ETV1. Do reakcji uzyto specyficznych starterow dla miejsca
wigzania ETV1 do regionu promotorowego genu DUSP6 (DUSP6_Promotor) oraz fragmentu sekwencji
eksonu 3 (DUSP6 Ekson 3). Z wartosci CT obliczono wzbogacenie wzgledem catkowitej chromatyny
wzigtej do reakcji. ETV1_ChIP1 — pierwsze powtorzenie biologiczne (niebieski); ETV1 ChIP2 — drugie
powtdrzenie biologiczne (czerwony)

W zwiazku z powyzszym zastosowano metod¢ CUT&RUN na komérkach PSC typu

dzikiego z zastosowaniem przeciwciala przeciwko ETV1. Jako kontrole pozytywna
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odzwierciedlajacg euchromatyne uzyto przeciwciata przeciwko metylacji histonu H3,
natomiast kontrole negatywna stanowila reakcja z przeciwcialem przeciwko
immunoglobulinie G (IgG, ang. immunoglobulin G) dostarczonymi w zestawie. Z
uzyskanych fragmentow genomowego DNA przygotowano biblioteki, ktéore poddano
analizie jakosci. Analiza jako$ci wykazata, ze w bibliotekach DNA obecne byty fragmenty
wielko$ci miedzy 150 pz a 450 przypadku bibliotek przygotowanych na matrycy DNA
wytraconej za pomocg przeciwciata przeciwko metylacji histonu H3. Natomiast wielko$¢
bibliotek przygotowanych na matrycy DNA wytragconej za pomocg przeciwcial przeciwko
ETV1 1 IgG wynosita migdzy 150 pz a 400 pz. Analiza sekwencjonowania bibliotek DNA z
CUT&RUN z uzyciem programu NGS Strand wykazata, ze sekwencjonowane fragmenty w
bibliotekach z metylacji histonu H3 odpowiadaty miejscom w genomie w okolicach miejsca
startu transkrypcji (okoto -1000 pz i +1500 pz od miejsca startu transkrypcji). Natomiast
takiego rozktadu nie zaobserwowano ani w przypadku bibliotek ETV1 ani IgG (ryc. 54).
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Coverage (RPM)

Warto$¢ RPM

Dystans od miejsca startu transkrypcji

Legenda
M 1 Metylacja M 1
B 2 histonu H3 m2E™v W2 '9c

Rycina 54. Analiza CUT&RUN. A, B. Analiza jakosci bibliotek DNA uzyskanych z komoérek PSC typu
dzikiego po reakcji CUT&RUN z wykorzystaniem przeciwciat przeciwko metylacji histonu H3, ETV1 i
IgG. A. Rozdzial elektroforetyczny bibliotek DNA. B. Elektroforegramy bibliotek DNA. C. Rozktad
sekwencjonowanych fragmentow chromatyny w obrebie miejsca startu transkrypcji. Warto§¢ RPM — liczba
odczytow zmapowanych na jeden milion odczytéw (ang. reads per milion mapped reads)

3.6. Wplyw wylaczenia ekspresji ETVI na roznicowanie ludzkich komérek
PSC
Delecja genu ETVI w ludzkich PSC powoduje hiperaktywacje $ciezki sygnalizacyjnej
PI3K/AKT oraz zwigkszong adhezje miedzykomorkowg oraz do podloza hodowlanego.
Nastepnie, w celu zbadania potencjalu do réznicowania komoérek z wylaczong ekspresja

ETVT1 i komérek typu dzikiego przeprowadzono dwa eksperymenty:

a) réznicowanie in vitro spontaniczne,

b) roznicowanie in vitro ukierunkowane do endokrynnych komorek 3 trzustki.

3.6.1. Roznicowanie in vitro spontaniczne

Réznicowanie in vitro spontaniczne polega na umieszczeniu PSC w pozywce
hodowlanej pozbawione] czynnikéw utrzymujacych pluripotencje. Komorki zaczynaja

roznicowac si¢ spontanicznie w komorki bedgce pochodnymi wszystkich trzech listkéw

zarodkowych.

72 godziny po usuni¢ciu czynnikéw utrzymujacych pluripotencje morfologia
klastrow 3D ludzkich komoérek PSC typu dzikiego i ETV1-KO znacznie si¢ zmienita. W
dniu trzecim roéznicowania zaré6wno klastry komoérek PSC typu dzikiego, jak i ETVI-KO
zaczely tworzy¢ paczkujace struktury. W dniu 8, klastry komorek PSC ETV1-KO tworzyty
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duze paki 1 cysty. Natomiast klastry komoérek PSC typu dzikiego wystepowaty w formie
zwartych sfer. Z kolei, w dniu 10 klastry komérek PSC ETV1-KO wyraznie rdznity si¢ pod
wzgledem morfologii od organoidow typu dzikiego tworzac duze cysty (ryc. 55).

dzier'l 0 dzien 3 dzien 8 dzien 10

Rycina 55. Reprezentatywne zdjecia przedstawiajgce morfologie¢ klastrow podczas roZnicowania
spontanicznego ludzkich komorek PSC typu dzikiego i ETVI-KO. Zdjecia wykonane mikroskopem
$wietlnym. Skala =200 pm

ETV1-KO  Typ dziki

W celu zbadania r6znic pomig¢dzy organoidami typu dzikiego i ETV1-KO, w dniu 8
1 10 réznicowania spontanicznego, przeprowadzono analiz¢ qPCR ze starterami dla
markerow pochodnych trzech listkow zarodkowych. Zaréwno w dniu 8, jak 1 10 w

organoidach ETV1-KO zaobserwowano zwi¢kszong ekspresj¢ markeréw endodermalnych.

W dniu 8 spontanicznego réznicowania in vitro istotng statystycznie roznice w
ekspresji markerow endodermalnych zaobserwowano w przypadku SOX17 (262,375 razy
wiekszag w komoérkach PSC ETV1-KO w poréwnaniu do komoérek PSC typu dzikiego),
biatko wigzace GATA 4 (GATAA4, ang. GATA binding protein 4) (26,3709 razy wigksza w
komoérkach PSC ETV1-KO w porownaniu do komoérek PSC typu dzikiego), czynnik
transkrypcyjny SRY-box 7 (SOX7, ang. SRY-box transcription factor 7) (10,5732 razy
wiekszag w komorkach PSC ETV1-KO w poréwnaniu do komoérek PSC typu dzikiego) i
czynnik neuronéw motorycznych i trzustki 1 (MNXI1, ang. motor neuron and pancreas
homeobox 1) (3,3961 razy wicksza w komorkach PSC ETV1-KO w porownaniu do komorek
PSC typu dzikiego) (ryc. 56A). Natomiast, w dniu 10 spontanicznego réznicowania in vitro
zaobserwowano istotnie statystycznie réznice w ekspresji gendéw specyficznych dla
endodermy: SOX17 (1115,25 razy wigksza w komodrkach PSC ETV1-KO w poréwnaniu do
komorek PSC typu dzikiego), GATA4 (94, 4195 razy wigksza w komodrkach PSC ETV1-KO
w porownaniu do komorek PSC typu dzikiego), SOX7 (23,4205 razy wigksza w komodrkach
PSC ETV1-KO w poréwnaniu do komoérek PSC typu dzikiego) i MNXI (5,4861 razy
wiekszg w komoérkach PSC ETV1-KO w poréwnaniu do komérek PSC typu dzikiego) (rye.
56B).
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Ponadto w klastrach komérek PSC ETV1-KO w poréwnaniu do typu dzikiego
wykryto podwyzszong ekspresj¢ gendéw specyficznych dla mezodermy. W dniu 8
réznicowania spontanicznego in vitro istotng statystycznie rdznice w ekspresji genow
specyficznych dla mezodermy wykazywaly czynnik transkrypcyjny mezodermy posterior
bHLH (MESPI1, ang. mesoderm posterior bHLH transcription factor 1) (23,1719 razy
wiekszag w komoérkach PSC ETV1-KO w poréwnaniu do komoérek PSC typu dzikiego),
HOXAI (ang. homeobox Al) (20,0489 razy wicksza w komorkach PSC ETV1-KO w
poréwnaniu do komorek PSC typu dzikiego), MIXLI (ang. mix paired-like homeobox 1)
(9,4805 razy wieksza w komorkach PSC ETV1-KO w poréwnaniu do komérek PSC typu
dzikiego), troponina T2 (TNNT2, ang. troponin T2, cardiac type) (5,4561 razy wigksza w
komoérkach PSC ETVI-KO w poréwnaniu do komoérek PSC typu dzikiego), receptor
ptytkopochodnego czynnika wzrostu o (PDGFRa, ang. platelet-derived growth factor
receptor o)) (3,2283 razy wigksza w komodrkach PSC ETV1-KO w porownaniu do komoérek
PSC typu dzikiego) oraz MEIS?2 (ang. meis homeobox 2) (3,1215 razy wigksza w komodrkach
PSC ETV1-KO w poréwnaniu do komoérek PSC typu dzikiego) (ryc. S6A). Natomiast, w
dniu 10 r6znicowania spontanicznego in vitro istotnie statystycznie wyzsza ekspresje genow
mezodermalnych w klastrach komérek PSC ETV1-KO wzgledem typu dzikiego
wykazywaty TNNT?2 (86,2446 razy wigksza w komérkach PSC ETV1-KO w poréwnaniu do
komorek PSC typu dzikiego), PDGFRa (28,5006 razy wigksza w komorkach PSC ETV1-
KO w poréwnaniu do komoérek PSC typu dzikiego), MESPI (25,0767 razy wigksza w
komorkach PSC ETV1-KO w poréwnaniu do komorek PSC typu dzikiego), HOXAI (ang.
homeobox Al) (22,5481 razy wigksza w komorkach PSC ETV1-KO w poréwnaniu do
komorek PSC typu dzikiego), MEIS2 (ang. meis homeobox 2) (6,7348 razy wicksza w
komorkach PSC ETV1-KO w poréwnaniu do komoérek PSC typu dzikiego) oraz MIXL1
(ang. mix paired-like homeobox 1) (4,271 razy wigeksza w komoérkach PSC ETVI-KO w
poréwnaniu do komorek PSC typu dzikiego) (rye. 56B).

Z kolei klastry 3D komorek PSC ETV1-KO wykazywaty znacznie nizsza ekspresje
markeréw ektodermy w poréwnaniu do klastrow 3D komodrek PSC typu dzikiego zar6wno
w dniu 8 jak i 10 réznicowania spontanicznego in vitro. W dniu 8, markery ektodermy
ulegaty statystycznie nizszej ekspresji w klastrach komoérek PSC ETV1-KO w poréwnaniu
do klastréw komorek PSC typu dzikiego odpowiednio PAX6 (0,1571 razy nizsza w
komorkach PSC ETV1-KO w poréwnaniu do komdrek PSC typu dzikiego), ortodontyczny
hen 3 (OTX3, ang. orthodenticle homeobox 3) (0,2250 razy nizszag w komérkach PSC ETV 1-
KO w poréwnaniu do komoérek PSC typu dzikiego), czynnik transkrypcyjny SRY-box 1

143



(SOX1, ang. SRY-box transcription factor 1) (0,3051 razy nizszag w komorkach PSC ETV1-
KO w porownaniu do komoérek PSC typu dzikiego) i SOX2 (0,3694 razy nizszag w
komoérkach PSC ETV1-KO w poréwnaniu do komoérek PSC typu dzikiego) (ryc. S6A).
Natomiast, w dniu 10 r6znicowania spontanicznego in vitro geny specyficzne dla ektodermy
ulegaty statystycznie nizszej ekspresji w klastrach 3D komoérek PSC ETV1-KO wzgledem
klastrow 3D komorek PSC typu dzikiego odpowiednio SOXI (0,0362 razy nizsza w
komoérkach PSC ETV1-KO w poréwnaniu do komoérek PSC typu dzikiego), SOX2 (0,0624
razy nizszg w komorkach PSC ETV1-KO w poréwnaniu do komérek PSC typu dzikiego),
PAX6 (0,1187 razy nizszag w komorkach PSC ETV1-KO w poréwnaniu do komoérek PSC
typu dzikiego) oraz OTX3 (0,285 razy nizszag w komorkach PSC ETV1-KO w poréwnaniu
do komérek PSC typu dzikiego) (ryc. S6B).

Powyzsze wyniki wskazuja na efektywniejsze roznicowanie in vitro w warunkach
nieukierunkowanego rozwoju komoérek PSC ETV1-KO w strong endodermy i mezodermy
oraz upo$ledzony rozwo6j w stron¢ ektodermy, w poréwnaniu do komorek PSC typu

dzikiego.
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Roéznicowanie spontaniczne dzien 8
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B Réznicowanie spontaniczne dzien 10
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Rycina 56. Wyniki qPCR ze starterami specyficznymi dla markerow endodermy, mezodermy i ektodermy.
Ekspresja mRNA wzgledem typu dzikiego. Mapy ekspresji stworzone z wartosci deltaCT i znormalizowane
A. Wyniki z dnia 8 réznicowania spontanicznego. B. Wyniki z dnia 10 rdéZznicowania spontanicznego.
Statystyka: warto$¢ p obliczona testem t-Studenta, n=3 powtdrzenie biologiczne
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3.6.2. Roznicowanie in vitro w kierunku komoérek B trzustki

Roéznicowanie in vitro nakierowane na fenotyp okreslonego typu komoérek polega na
umieszczeniu PSC w pozywce hodowlanej pozbawionej czynnikow utrzymujacych
pluripotencj¢, natomiast zawierajacych odpowiednio dobrang mieszaning zwigzkow
drobnoczasteczkowych 1 czynnikéw wzrostu. Pod wptywem pozywki roznicujacej, ktora
moduluje okreslone szlaki metaboliczne 1 ekspresje wybranych genow, komorki PSC
nabierajg cech fenotypowych 1 genotypowych okreslonego typu komorek. W niniejszej
rozprawie w celu zrdznicowania in vitro ludzkich PSC w kierunku komorek B trzustki,
zastosowano protokét 3D opracowany przez zespot profesora Millmana z wlasnymi

modyfikacjami.

3.6.2.1. Okreslenie roznic w morfologii i syntezie bialek markerowych dla

poszczegolnych etapow réznicowania in vitro do komorek f trzustki

W miar¢ postepu réznicowania po usuni¢ciu pozywki utrzymujacej plenipotencje
morfologia sfer komoérek PSC typu dzikiego i ETV1-KO znacznie si¢ zmienita. W dniu, w
ktorym rozpoczeto réznicowanie (dzien 1) organoidy stworzone z komoérek PSC ETV1-KO
nie roéznily si¢ w porownaniu z organoidami wytworzonymi z komorek typu dzikiego.
Podobnie na stadium DE (dzien 4 r6znicowania) — morfologia klastrow 3D komoérek PSC
ETVI1-KO i typu dzikiego nie r6znita si¢ migdzy soba. Jednak na stadium PGT (dzien 7
roznicowania) mozna bylo zaobserwowac rdznice w morfologii pomigdzy sferami
zréznicowanymi z komoérek PSC ETV1-KO i typu dzikiego. Mianowicie sfery komorek typu
dzikiego tworzyly mocniej upakowane wnetrze otoczone przez luzniej ulozone komorki,
natomiast sfery zroznicowanych komorek ETV1-KO tworzyly bardziej upakowane
struktury ze znacznie mniejszg otoczka luzno utozonych komorek. Na etapie PP (dzien 10
roznicowania) réznice w morfologii pomiedzy sferami komorek ETV1-KO 1 typu dzikiego
byly mocno widoczne. W zawiesinie sfer komoérek typu dzikiego mozna bylo zauwazy¢
wigksze 1 mniejsze organoidy, jednak ich morfologia nie réznila si¢ migdzy soba. Na
powierzchni sfer komoérek PP typu dzikiego mozna byto zauwazy¢ mate, paczkujace
struktury. Natomiast w przypadku sfer komorek PP ETV1-KO zawiesina organoidow bylta
heterogenna — zauwazalne byty zwarte klastry komorek oraz takie, ktore ztozone byly z

luzno utozonych komorek tworzacych we wnetrzu puste, nieregularne struktury (ryc. 57).
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PSC PP
dzien 0 ien dzien 10

ETV1-KO  Typ dziki

Rycina 57. Reprezentatywne zdjecia sfer typu dzikiego oraz ETVI-KO podczas réinicowania in vitro do
trzustkowych komorek B Zdjecia wykonane mikroskopem $wietlnym. Skala = 200 um

W celu zbadania réznic pomigdzy komérkami PSC ETV1-KO i typu dzikiego w
specyfikacji in vitro komoérek PSC do komorek [ trzustki przeprowadzono barwienie
immunofluorescencyjne z wykorzystaniem przeciwciat przeciwko biatkom markerowym

poszczegbdlnych etapow roéznicowania.

Na stadium DE liczba komoérek wykazujacych syntezg zaréwno biatka SOX17 jak i
FOXAZ2 nie réznita si¢ pomiedzy sferami komoérek DE ETV1-KO i typu dzikiego. Ponadto,
badane komorki osiggnety wysoka efektywnos$¢ w roznicowaniu do stadium DE — sfery
komorek ETV1-KO na poziomie 84,2% w przypadku SOX17197,2% w przypadku FOXA2,
natomiast sfery komorek typu dzikiego na poziomie 87,6% w przypadku SOX17196,5% w
przypadku FOXA2 (ryc. 57).

4 dzien réznicowania w kierunku komorek f trzustki
stadium: DE

DAPI/SOX17/FOXA2

Typ dziki

ETV1-KO
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Rycina 57. Stadium DE sfer typu dzikiego oraz ETV1-KO podczas réinicowania in vitro do trzustkowych

komérek B. Reprezentatywne barwienia immunofluorescencyjne bialek markerowych dla stadium DE —

SOX17 (zielony) i FOXA?2 (czerwony). Jadra komérkowe wybarwione sa DAPI (niebieski). Skala = 200

um. Ze zdjeé wyliczono powierzchnie fluorescencii dla biatek SOX17 i FOXAZ2, ktdra znormalizowano do

powierzchni fluorescencji DAPL. Wartosci p wyliczone za pomoca testu t Studenta. n>4 powtdrzenia

biologiczne

Na etapie PP réznicowania in vitro ster komérek PSC ETV1-KO 1 typu dzikiego w

kierunku endokrynnych komorek B trzustki zaobserwowano istotne statystycznie roznice w
liczbie komoérek wykazujacych synteze biatek markerowych — PDX1, NKX6-1 oraz CHGA.
W organoidach komoérek PP typu dzikiego zaobserwowano wysoki procent komorek
wykazujacych synteze bialek PDX1 (86,7%) oraz NKX6-1 (51,7%). Ponadto sfery komorek
PP typu dzikiego wykazywaty rowniez synteze biatka CHGA (4%). Natomiast w sferach
komoérek PP ETV1-KO zauwazono mniejszy odsetek komorek wykazujacych synteze
czynnikow transkrypcyjnych PDX1 (28,7%) oraz NKX6-1 (6,4%). Dodatkowo synteza
biatka CHGA w organoidach komoérek ETV1-KO byta wykrywalna w niewielkim odsetku
komorek (0,07%) (ryc. 58). Czynniki transkrypcyjne PDX1 1 NKX6-1 sg niezbednymi
regulatorami rozwoju endokrynnej trzustki oraz regulatorami zapewniajacymi prawidlowe
funkcjonowanie komoérek B trzustki. Z tego wzgledu na podstawie wyzej opisanych
wynikoéw wyciggnieto wniosek, ze delecja ETV1 prowadzi do zmniejszenia potencjatu do
roznicowania in vitro do komorek PP. Zmniejszona pula prawidlowo zrdéznicowanych

komorek PP powoduje, ze dalsza specjalizacja do komoérek EP, i w nastgpstwie do komoérek

B trzustki, jest niemozliwa.
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12 dzien roznicowania w kierunku komorek 3 trzustki
stadium: PP

DAPI/PDX1/NKX6.1/CHGA

Typ dziki

ETV1-KO
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Rycina 58. Stadium PP sfer typu dzikiego oraz ETV1-KO podczas roZnicowania in vitro do trzustkowych
komorek B Reprezentatywne barwienia immunofluorescencyjne biatek markerowych — PDX1 (zielony),
NKX6-1 (czerwony) i CHGA (szary). Jadra komdrkowe wybarwione sg DAPI (niebieski). Skala =200 pm.
Ze zdje¢ wyliczono powierzchni¢ fluorescencji dla biatek PDX1, NKX6-1 i CHGA, ktora znormalizowano
do powierzchni fluorescencji DAPI. Statystyka: wartosci p wyliczono za pomocg testu t Studenta. n=3
powtdrzenia biologiczne

Na stadium wczesnych komoérek [ réznicowania in vitro w organoidach typu dzikiego
zaobserwowano synteze bialek CHGA (21%) oraz C-PEP (15%). Natomiast, sfery ETV1-
KO nie wykazywaty syntezy bialek specyficznych dla czesci endokrynnej trzustki (CHGA)
oraz komorek B (C-PEP) (rye. 59).

20 dzien réznicowania w kierunku komarek B trzustki
stadium: EP/wczesnych komorek f
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Rycina 59. Stadium wczesnych komorek [ sfer typu dzikiego oraz ETVI1-KO podczas réznicowania in
vitro do trzustkowych komorek f. Reprezentatywne barwienia immunofluorescencyjne bialek
markerowych — CHGA (czerwony) i C-PEP (zielony). Jadra komdrkowe wybarwione sg DAPI (niebieski).
Skala =200 pm
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Z komorek PSC ETV1-KO réznicuje si¢ mniej komorek PP, a z tych ktorych powstaja
niemozliwa jest specjalizacja do komorek wykazujacych obecnos¢ CHGA i C-PEP. Na
podstawie powyzszych wynikow mozna stwierdzi¢, ze czynnik transkrypcyjny ETV1 jest

niezbedny do prawidtowego wytworzenia komoérek PP.

3.6.2.2. Okreslenie roznic na poziomie transkryptomu w komorkach PP

zroznicowanych z komorek PSC typu dzikiego i ETV1-KO

W celu zrozumienia mechanizméw molekularnych stojacych za r6zng efektywnoscia
roznicowania in vitro komorek PSC typu dzikiego oraz ETV1-KO do komorek PP

przeprowadzono analiz¢ sScRNA-Seq.

W stadium komorek PP zebrano sfery typu dzikiego i ETV1-KO i poddano procedurze
przygotowania bibliotek do scRNA-Seq w dwoch powtorzeniach biologicznych z 8000
komorek kazde. Zastosowano metode scRNA-Seq opartg na kroplach (ang. droplet-based
ScRNA-Seq), ktora wykorzystuje urzadzenie mikroprzeplywowe do podzialu kropel
zawierajacych pojedyncza komorke, bufor do lizy 1 mikrokulki pokryte starterami z kodem
kreskowym unikatowym dla kazdej komorki oraz unikalne identyfikatory molekularne
(UM, ang. unique molecular identifier) znakujace czasteczki mRNA. Liza komoérki w kropli
pozwala na hybrydyzacj¢ czasteczek mRNA ze starterami na mikrokulkach. Nastgpnie
reakcja odwrotnej transkrypcji prowadzi do syntezy oznakowanych petnej dtugosci cDNA
na matrycy mRNA, ktore poddawane sa amplifikacji 1 ligacji adapterow. Uzyskane
biblioteki poddane zostaty analizie jakosci, ktora wykazata, ze wielko$¢ przygotowanych
bibliotek miescita si¢ w zakresie 400-600 pz, Nastepnie, biblioteki zostaty
sekwencjonowane z dwoch koncow (ang. pair-end sequencing) z gtebokoscia 40 tysiecy

odczytow na komorke (rye. 60).
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Rycina 60. Analiza scRNA-Seq. A. Schemat przebiegu metody scRNA-Seq. Przedstawiono etapy
oznakowania pojedynczych komorek, syntezy nici cDNA, przygotowania bibliotek cDNA oraz
sekwencjonowania i analizy. RT — reakcja odwrotnej transkrypcji. Na podstawie schematu z 10xGenomics
www.10xgenomics.com. B. Analiza jakosci bibliotek do scRNA-Seq z komérek PP typu dzikiego i ETV1-KO
podczas réznicowania in vitro do komorek B trzustki

Z organoidow typu dzikiego uzyskano sekwencjonowane transkrypty z 2571 (typ dziki
1) 1 3372 (typ dziki 2) komorek. Natomiast z organoidow ETVI-KO uzyskano
sekwencjonowane transkrypty z 4617 (ETV1-KO 1) 1 5649 (ETV1-KO 2) komorek.

Wyodrebnienie grup komorek i wizualizacja z uzyciem metody tSNE pozwolita na
zidentyfikowanie transkrypcyjnie unikatowych skupisk komodrek. Wstepna analiza
wykazata, ze komorki ETV1-KO w stadium PP podczas roznicowania in vitro do komoérek
B trzustki tworzg bardziej roznorodne organoidy, w porownaniu do komorek typu dzikiego.

Mianowicie, w obrgbie prob ETV1-KO zidentyfikowano 13 (ETV1-KO 1)1 12 (ETV1-KO
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2) skupisk. Z kolei w obrebie prob typu dzikiego wyselekcjonowano 8 (typ dziki 1) 1 7 (typ
dziki 2) typow komorek (rye. 61).

Typ dziki 1 Typ dziki 2

M Cluster 1

B Cluster 1
) Cluster 2 * B Cluster 2
8 Custer 3 M Cluster 3
B Cluster 4 B Cluster 4
& Cluster § M Cluster 5
B Cluster 6 B Cluster 6
= Cluster7 [ Cluster 7
M Cluster 8
ETV1-KO 1 e ETV1-KO 2
" Cluster 1
[ Cluster 2 [ Cluster 1
[ Cluster 3 [ Cluster 2
[ Cluster 4 [ Cluster 3
[ Cluster 5 [ Cluster 4
M Cluster 6 [ Cluster 5
W Cluster 7 [ Cluster 6
M Cluster 8 M Cluster 7
M Cluster 9 M Cluster 8
M Cluster 10 ¥ Cluster 9
M Cluster 11 M Cluster 10
I Cluster 12 [ Cluster 11
Cluster 12

Cluster 13

Rycina 61. Wyodrebnione skupiska komorek 7 12 dnia réznicowania in vitro komorek PSC typu dzikiego
i ETVI-KO do komdérek B trzustki — analiza scRNA-Seq

W programie Loupe Browser 6.2.0 utworzono map¢ poziomu zidentyfikowanych
transkryptow w komorkach PP typu dzikiego oraz ETV1-KO zro6znicowanych in vitro
(ryc.62).
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Nastepnie sprawdzono obecnos¢ markerowych transkryptéw dla komorek PP oraz EP.

We wszystkich analizowanych zestawach danych zaobserwowano obecno$¢ markerow
PP: PDX1 1 SOX9 (ryc. 63A). Dodatkowo, zarowno w klastrach komorek typu dzikiego
(typ dziki 1: skupisko 6; typ dziki 2: skupisko 4), jak i ETV1-KO (ETV1-KO 1: skupisko
10; ETV1-KO 2: skupisko 6) w 12 dniu réznicowania in vitro, kiedy komorki osiagnety etap
komorek PP, zaobserwowano skupisko komoérek odpowiadajacych wezesnym komorkom
EP, ktéry charakteryzowat si¢ podwyzszonym poziomem transkryptow specyficznych dla
czesci endokrynnej trzustki, np. CHGA, NGN3, NEURODI1 (ryc. 63B).
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Nastepnie wykonano dalsze analizy majace na celu zidentyfikowanie roznic pomiedzy
komoérkami typu dzikiego i ETV1-KO w procesie specjalizacji in vitro do komoérek 3
trzustki. W tym celu zestawy danych z scRNA-Seq z powtoérzen biologicznych z komorek
PP typu dzikiego i ETV1-KO zfaczono w programie Cell Ranger z uzyciem algorytmu
»cellagrr” 1 zanalizowano w programie Loupe Browser 6.2.0. Z uzyciem algorytmu do
wizualizacji UMAP (ang. uniform manifold approximation and projection) 1 algorytmu
centroidow do grupowania (ang. k-means) wyodrebniono 8 skupisk komorek (rye. 64). Na
podstawie analizy procentowego rozktadu klastréw w obrgbie komodrek PP typu dzikiego i
ETV1-KO zidentyfikowano réznice pomi¢dzy badanymi typami PP. Nie zaobserwowano
duzej roznicy w wielkosci procentowej klastra 1, 2 1 7 miedzy komoérkami PP typu dzikiego
1 ETV1-KO. Natomiast w przypadku skupiska 3 i 5 zidentyfikowano odpowiednio 1,9 i 2
razy mniejszy odsetek w komorkach PP ETV1-KO w poréwnaniu do komoérek PP typu
dzikiego. Z kolei zaobserwowano wzrost czestotliwosci wystepowania skupiska 4, 61 8 o

odpowiednio 1,9, 2,4 1 2,4 razy w komorkach PP ETV1-KO wzgledem typu dzikiego.

Typ dziki ETV1-KO

o
o

Typ dziki ETV1-KO
Skupisko komérek Skupisko komérek

1 B 27.62% 1 Bl 26.94%
2 @3 21.3% 2 3 22.16%
3 21.81% 3m 11.51%
4 3@ 9.32% 4 3 17.96%
5 = 10.55% 5m 531%
6 Bl 3.03% 6 mm 7.22%
7 Hl 4.96% 7 mm 576%
8 mm 1.31% 8 mm 3.15%

Suma=100% Suma=100%

Rycina 64. Wizualizacja zidentyfikowanych klastrow z scRNA-Seq komorek PP typu dzikiego i ETVI-KO
(gorny panel) oraz rozklad procentowy poszczegolnych klastrow wsrod komorek PP typu dzikiego i ETV1-
KO (dolny panel)

Poniewaz w klastrze 6 1 7 zaobserwowano wzbogacenie o transkrypty mitochondrialne,

przeprowadzono ponowne grupowanie komoérek za pomoca funkcji ,recluster”.
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Wzbogacenie o transkrypty mitochondrialne $wiadczy o niezywych lub umierajacych
komorkach i1 aby zwigkszy¢ jako$¢ danych, nalezy usuna¢ komoérki wykazujace wysoki
procent transkryptéw mitochondrialnych. Dodatkowo uzywajac funkcji ,recluster”,
mozliwe jest zwigkszenie jako$ci danych przez ustawienie progu liczby odczytow UMI oraz
zidentyfikowanych gendéw na komérke, gdzie zbyt duze liczby odczytow tych parametrow
mogg wynika¢ z obecno$ci w kropli podczas znakowania komoérek wigcej niz jednej
komorki. Natomiast zbyt male liczby odczytow wymienionych wyzej parametrow wskazuja

na niezywe lub stabej jakosci komorki.

Bazujac na rozktadzie liczby odczytéw UMI, zidentyfikowanych gendw i transkryptow
mitochondrialnych, ustawiono wartosci progowe wspolne dla komoérek PP typu dzikiego 1
ETVI1-KO. Do dalszej analizy wzi¢to komoérki wykazujace od 2000 do 35000 odczytow
UMI na kod kreskowy (odzwierciedlajacy jedng komorke) oraz od 1000 do 8000
zidentyfikowanych genow na kod kreskowy (odzwierciedlajacy jedng komorke). Ponadto
gorng granice frakcji mitochondrialnej ustawiono na 13% (ryec. 65). Ponowne grupowanie
komorek spowodowato redukcje liczby kodow kreskowych, inaczej pojedynczych komorek,
0 13,9% z poczatkowej liczby 16209 komodrek do 13951 komorek (tacznie typu dzikiego i
ETV1-KO).
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Rycina 65. Procedura ponownego grupowania unikatowych kodow kreskowych uzyskanych z analizy
ScRNA-Seq komorek PP typu dzikiego i ETVI-KO. Wartosci progowe dla liczby odczytow UMI
przypadajacych na kod kreskowy (pojedyncza komorke) ustawiono na zakres 2000 — 35000 odczytow
(gorny wykres); warto$ci progowe dla liczby zidentyfikowanych gendéw przypadajacych na kod kreskowy
(pojedyncza komorke) ustawiono na zakres 1000 — 8000 gendéw (Srodkowy wykres); warto§¢ progowa
frakcji transkryptoéw mitochondrialnych przypadajaca na kod kreskowy (pojedyncza komoérke) ustawiono
na 13% (dolny wykres)

Procedura ponownego grupowania spowodowata usuni¢cie z analizy klastrow 6 1 7,

ktore wykazywaty wysoka ekspresje¢ transkryptéw mitochondrialnych.
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Nastepnie ponownie okreslono procentowos¢ wyodrebnionych frakcji w probie
komoérek PP typu dzikiego i ETV1-KO oraz na podstawie analizy wzbogacenia o

specyficzne transkrypty zidentyfikowano i nazwano poszczegdlne klastry (ryc. 66).

Typ dziki ETV1-KO
mieszanina komérek mieszanina komérek

2

© p

Rycina 66. Wizualizacja zidentyfikowanych klastrow 7 scRNA-Seq komorek PP typu dzikiego i ETVI-KO
po przegrupowaniu klastrow i usunieciu komorek wzbogaconych o transkrypty mitochondrialne

W pierwszej kolejnosci okreslono profil wystepowania markeréw specyficznych dla
komoérek PP. Obecnos¢ transkryptu PDX1 zaobserwowano w klastrach 1, 2, 3, 41 5 na
podobnym poziomie w komoérkach typu dzikiego i ETVI1-KO. Natomiast obecnos¢
transkryptu SOX9 zidentyfikowano w klastrach 1, 2, 3, 4 i 6. Ponadto transkrypt NKX6-1,
marker zaawansowanych komorek PP, zaobserwowano w klastrze 1, 2, 3 1 4. Klastry
wykazujace réwnoczesng obecnos¢ transkryptéw charakterystycznych dla komorek PP:
PDX1 i SOX9 nazwano odpowiednio PP1, PP2 i PP3. Procz tego powyzsze obserwacje
potwierdzaja, ze komoérki PSC typu dzikiego oraz ETV1-KO zréznicowano in vitro do

komorek PP (ryc. 67).
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Rycina 67. Mapy rozktadu transkryptow PDXI (A), SOX9 (B) i NKX6-1 (C) w skupiskach komdorek PP
typu dzikiego i ETVI-KO
Nastepnie, na podstawie analizy zroznicowanej ekspresji transkryptéw pordéwnujace]
poszczegolne klastry oraz analizy wzbogacenia terminow funkcjonalnych uzywajac

programu DAVID, okres$lono rodzaj poszczegdlnych skupisk.

W klastrze 1 zaobserwowano wzbogacenie o transkrypty, ktorych funkcja jest zwigzana
z procesami biologicznymi, takimi jak mitoza (p<0,001), cykl komérkowy (p<0,001) czy
tworzenie wrzecion podzialowych (p<0,001). Na podstawie specyficznej obecnosci
markerow podziatu komorki 1 cyklu komorkowego, takich jak topoizomeraza DNA Ila
(TOP2A, ang. DNA topoisomerase Ilo) (p<0,001), kinaza aurora B (AURKB, ang. aurora
kinase B) (p<0,001) oraz marker proliferacji Ki-67 (MKI167, ang. marker of proliferation ki-
67) (p<0,001) skupisko PP1 okreslono jako komoérki PP proliferujace. Obecnos¢
transkryptow TOP2A, AKURB oraz MKI67 zaobserwowano rowniez w skupiskach PP2
oraz podobnych do mezenchymy, jednakze poziom ekspresji w tych klastrach nie byt

statystycznie wyzszy od innych wyodrgbnionych skupisk (ryec. 68).
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MKI67
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Rycina 68. Mapy rozkladu transkryptow TOP2A (A), AURKB (B) i MKI67 (C) w skupiskach komérek PP
typu dzikiego i ETVI-KO, ktére charakteryzujq komérki proliferujgce

Nastepnie, na podstawie statystycznie istotnie podwyzszonych poziomow transkryptow
scharakteryzowano wzbogacone terminy funkcjonalne w klastrze PP2. Analizy w programie
DAVID pozwolity stwierdzi¢, ze skupisko PP2 charakteryzuje si¢ podwyzszonym
poziomem transkryptow biorgcych udziat migdzy innymi w migracji komoérek, sygnalizacji
PI3K/AKT (p<0,001), sygnalizacji Hippo (p<0,001) czy interakcje z ECM (p<0,001). Na tej
podstawie stwierdzono, ze klaster PP2 reprezentowany jest przez komorki podczas migracji,
a przyktady podwyzszonych transkryptow w klastrze PP2, ktore zwigzane sa z regulacja
migracji komorek, to biatko homologu szczeliny 3 (SLIT3, ang. slit guidance ligand 3)
(p<0,001), metalopeptydaza ADAM z motywem trombospondyny typu 1/16 (ADAMTSI16,
ang. ADAM metallopeptidase with thrombospondin type I motif 16) (p<0,001) i PIK3AP
(p<0,001) (ryc. 69).
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Rycina 69. Mapy rozkladu transkryptéw SLIT3 (), ADAMTSI16 (B) i PIK3AP1 (C) w skupiskach komérek
PP typu dzikiego i ETVI-KO, ktére regulujq proces migracji komérek

Kolejnym zidentyfikowanym klastrem byt klaster komorek PP3. Bazujac na analizie
wzbogacenia terminéw funkcjonalnych stwierdzono, ze komorki wchodzace w jego sktad
wykazuja wyzsza adhezj¢ do siebie nawzajem. Mianowicie zaobserwowano wzbogacenie o
terminy funkcjonalne migdzy innymi ztagcza komorkowe (p=0,01), adhezje komdrkowa
(p=0,02) czy komponenty blony komorkowej (p=0,02). Komorki w klastrze PP3
wykazywaty istotnie statystycznie podwyzszong ekspresj¢ transkryptow takich jak
neuroligina 1 (NLGLI, ang. neuroligin 1) (p=0,004) czy neuropilina ,tolloid like” 1
(NETOL1, ang. neuropilin and tolloid like 1) (p=0,00009) (ryc. 70).
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Rycina 70. Mapy rozkladu transkryptow NETOI1 (A) i NLGN1 (B) w skupiskach komorek PP typu dzikiego
i ETV1-KO, ktore regulujg adhezje komorek

Na podstawie podwyzszonej ekspresji transkryptéw markerowych dla komorek EP,
takich jak NGN3 (p<0,001), NEUROD1 (p<0,001) i CHGA (p<0,001), klaster 5 okreslono
jako wczesne EP (ryc. 71). Do prawidlowego funkcjonowania komorek 3 niezbedny jest
czynnik transkrypcyjny NKX6-1, a podczas rozwoju jego ekspresja musi nastapi¢ w
odpowiednim czasie, aby wytworzyty si¢ funkcjonalne komorki . Mianowicie w trakcie
réznicowania in vitro komorki PP poczatkowo wykazuja ekspresje PDX1, a nastepnie
wykazujg rownoczesng ekspresje NKX6-1. Dopiero pozniej nastepuje ekspresja NGN3.
Jednakze przedwczesna ekspresja NGN3 prowadzi do wytworzenia si¢ niefunkcjonalnych 1
polihormonalnych komoérek oraz pojawienia si¢ komorek o.. W niniejszym eksperymencie
na podstawie danych scRNA-Seq stwierdzono, ze w klastrze wczesnych komoérek EP
zidentyfikowano niskg ekspresje NKX6-1, natomiast zaobserwowano podwyzszong

ekspresje markerowego transkryptu dla powstajacych komoérek a: ARX (ang. aristaless
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related homeobox) (ryc. 72). W klastrze wczesnych EP odnotowano ekspresj¢ INS w 18,6%
120,6% komorek odpowiednio typu dzikiego i ETV1-KO. Jednakze, tylko 3,6% komorek
typu dzikiego wykazujacych ekspresje¢ INS w klastrze wczesnych EP wykazywato
rownoczesng obecnos¢ INS 1 NKX6-1. W przypadku komoérek ETV1-KO
charakteryzujacych si¢ obecnoscig INS w obrgbie klastra wezesnych EP, 4,3% komorek
wykazywato rownoczesng ekspresje INS i NKX6-1 (rye. 73). Na podstawie tej obserwacji
mozna przypuszczaé, ze klaster wezesnych EP powstal z komorek, u ktorych nastgpita
przedwczesna ekspresja NGN3 1 prawdopodobnie nie sg zdolne do dalszego zr6znicowania

si¢ do funkcjonalnych komorek 3.
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Rycina 71. Mapy rozktadu transkryptow NGN3 (A) NEURODI1 (B) i CHGA (C) w skupiskach komdrek PP
typu dzikiego i ETV1-KO, ktore charakteryzujq wezesne komorki EP

179



ARX
Typ dziki ETV1-KO

Log2 Exp
ARX

40

0.0

o | | L | 1 | ] L1

Typ ETVI-KO Typ ETVI-KO Typ ETVI-KO Typ ETVI-KO  Typ ETVI-KO  Typ  ETVI-KO

dziki dziki dziki dziki dziki dziki
\_Y_) | J o\ J | ]\ J
| |f ! [
PP3 PP1 klaster 3 PP2 wczesne EP podobne do
mezenchymy

Rycina 72. Mapa rozktadu transkryptu ARX w skupiskach komorek PP typu dzikiego i ETVI-KO, ktory
charakteryzuje powstajgce komorki @

180



Klaster wczesnych EP

Typ dziki ETV1-KO
Log2 Exp
s NEUROD1
g ', - a; . 6.0
8 ....‘5.’ ..-';-:y" A
N LR LA )
‘ .-‘-\ 'é ‘: f..-. -«
& 4 » $egee o
NEUROD1+ PR ENCIC
R . . . L) :- . .-".:
.'"0’1: .'-1:..' . 4 . :‘t'-kg'?:’;q_‘rf-'
1 '?'.l‘{\p; .ne 14.1 ‘!_ ..,': 4 ¢ '."'. '-;
vty e
Y] '}. ," A ‘.; o i ..d.
. l. |. - L] . .
R Sk 00
Log2 Exp
. NKX6-1
A o 4.0
. 'y L
NKX6.1+ > Foa Y )
. K .. 1-5_
3 W e
‘.'- .c ! ® .' ]
. Y 3 ‘} L)
: : 0.0
Log2 Exp
INS
12.0
INS*
. 1 " L .:. . :
- o oghe Y e 1
g TR L
-::.‘:"-k-' t‘-’;-"“
0.0
INS+/NKX6.1+
" ;

Rycina 73. Poréwnanie rozkladu obecnosci transkryptow NEURODI1, NKX6-1 i INS (trzy gorne panele)
oraz zaznaczone komorki wykazujgce rownoczesng ekspresj¢ INS i NKX6-1 (dolny panel) w klastrze
wczesnych komorek EP w komdorkach na stadium PP typu dzikiego i ETVI-KO
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Dodatkowo na podstawie podwyzszonego poziomu kolagen typu III al (COL3A1, ang.
collagen type III a.l) znanego markera mezenchymalnego, klaster 6 zidentyfikowano jako

komorki podobne do mezenchymy (ryc. 74).
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Rycina 74. Mapa rozkladu transkryptu COL3A1 w skupiskach komorek PP typu dzikiego i ETVI-KO, ktory
charakteryzuje komorki podobne do mezenchymy

Ponadto w klastrze 4 nie wykazano istotnie statystycznie charakterystycznych
transkryptow. Klaster ten uktada si¢ na mapie rozktadu pod klastrami PP1, PP2 oraz PP3, a
komorki uktadajace si¢ blizej poszczegolnych klastrow wykazuja profil ekspresji podobny
do odpowiedniego klastra, np. komorki z klastra 4 w okolicy klastra PP1 wykazuja profil
ekspresji podobny do komoérek z klastra PP1. Prawdopodobnie komorki ze skupiska 4
reprezentuja podtypy tych klastrow. W dalszej analizie to skupisko komorek zostanie

wlaczone do odpowiedniego klastra komoérek PP1, PP2 lub PP3.

Nastepnie okreslono procentowe roztozenie wszystkich zidentyfikowanych klastrow w
komorkach PP typu dzikiego i ETV1-KO i na podstawie analizy porownujacej komorki na
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stadium PP typu dzikiego 1 ETV1-KO stwierdzono, ze odsetek komorek znajdujacych si¢ w
klastrach PP1 oraz PP2 nie r6zni si¢ pomi¢dzy badanymi komoérkami. Z kolei zauwazono
zwigkszony odsetek komorek znajdujacych si¢ w klastrze PP2 w ETV1-KO w poréwnaniu
do typu dzikiego o 2 razy. Podobny trend zaobserwowano w przypadku klastra komorek
podobnych do mezenchymy, gdzie zauwazono, ze w komoérkach PP ETV1-KO odsetek byt
2,4 razy wigkszy niz w komorkach PP typu dzikiego. Natomiast w komodrkach PP typu
dzikiego zaobserwowano wigkszy o 1,7 razy odsetek frakcji komoérek wczesnych EP w

poréwnaniu do komoérek PP ETV1-KO (rye. 75).

Typ dziki ETV1-KO

mieszanina komadrek mieszanina komarek

PP1-

EP EP

podobne do ¢, podobne do a
mezenchymy R mezenchymy
Typ dziki ETV1-KO
Skupisko komérek Skupisko komaérek
= 23.10% PP1 3 24.48% PP1
=31 9.60% PP2 = 20.13% PP2
Em 30.34% PP3 B 31.07% PP3
= 14.13% wczesne EP = 8.20% wczesne EP
Bl 21.41% Klaster 3 B 12.65% klaster 3
Bl 1.41% podobne do mezenchymy Bl 3.47% podobne do mezenchymy
Suma=100% Suma=100%

Rycina 75. Wizualizacja zidentyfikowanych klastrow 7 scRNA-Seq komorek PP typu dzikiego i ETVI-KO
(gorny panel) oraz rozktad procentowy poszczegdlnych frakcji (dolny panel)
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4. Dyskusja i perspektywy na przyszie badania

Ludzkie PSC stanowig potencjalnie nieograniczone zrédto komorek, ktére mozna
zréznicowaé do kazdego typu tkanki 1 wykorzystaé do przeszczepu w medycynie
regeneracyjnej. Ponadto zroznicowane tkanki z PSC moga stanowi¢ baze do badan wielu
nowych substancji terapeutycznych. Dlatego utrzymanie na wysokim poziomie pluripotencji
i samoodnowy w hodowlach in vitro PSC jest niezbedne do wydajnej specyfikacji do
wszystkich linii rozwojowych. Nalezy réwniez pamigtaé, ze odwzorowanie kolejnych
etapoOw embriogenezy podczas roznicowania in vitro jest jedyng platformg do badan nad
rozwijajacym si¢ ludzkim organizmem, poniewaz niemozliwe jest wykorzystanie w tym

celu ludzkich plodow.

Adhezja w kulturze in vitro i podtrzymywaniu cech PSC stanowi wazny aspekt,
poniewaz pozwala na utrzymywanie specyficznego dla PSC ksztattu kolonii, ktory jest
niezb¢dny do prawidlowego przekazywania sygnatéw migdzykomoédrkowych. Dodatkowo
odpowiednia nisza jest niezbedna do utrzymywania pluripotencji oraz samoodnawiania, za
czym przemawia fakt, iz PSC w hodowli in vitro moga by¢ utrzymywane w niezmienionym
stanie tylko na okreslonych rodzajach ECM (Xu i in. 2001; Amit i in. 2004; Rosler i in.
2004; Chen i in. 2011; Lambshead i in. 2013) i w zdefiniowanej pozywce hodowlane;.
Jednakze szczegotowe mechanizmy, przez ktéore adhezja wplywa na utrzymywanie
charakterystyki PSC oraz czynniki transkrypcyjne regulujace wiasciwosci adhezyjne PSC
pozostaja nieznane. W niniejszej rozprawie doktorskiej po raz pierwszy opisano role¢

czynnika transkrypcyjnego ETV1 w ludzkich PSC i powigzano ja z modulacjg adhez;ji.

W badaniu zespotu Nérvd 1 wspolpracownikow, dzigki zastosowaniu mikroskopii
wysokorozdzielczej, mozliwe byto zbadanie struktury PSC tworzacych koloni¢ w kulturze
in vitro. Kolonie PSC formuja zwarte centrum, ktore podtrzymywane jest dzigki
potaczeniom komorka-komorka przez biatko CDHI1. Na brzegach kolonii zaobserwowano
biatka tworzace fokalng adhezje, takie jak F-aktyna czy PXN (Nérvid i in. 2017). W kolejnej
publikacji tej samej grupy badawczej opisano doktadng strukture adhezji fokalnych, ktére
wystepuja w ludzkich PSC. Mianowicie cz¢$¢ w btonie komodrkowe;j, ktora taczy sie z ECM,
stanowig biatka biorgce udziat w sygnalizacji integryn, miedzy innymi ITGAS, ktéra taczy
si¢ z witronektyng (biatkiem ECM). Do receptoréw integryn przytacza si¢ PXN, ktora przez
taling taczy si¢ z VCL i wldknami aktynowymi. Ponadto ustalono, ze biatka KANKI 1
KANK?2 lokalizuja si¢ na granicy fokalnej adhezji i tworza potaczenia z taling i

cytoszkieletem aktynowym (Stubb i in. 2019). Obydwa te badania wnosza szczegdtowsa
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wiedze na temat budowy i funkcji fokalnych adhezji w biologii PSC, jednakze nie poruszaja
kwestii czynnikéw regulujacych poziom adhezji w PSC. W niniejszej rozprawie doktorskiej
przedstawiono podwyzszony poziom sktadnikéw budujacych adhezje fokalng po
wytaczeniu ekspresji ETV1 w ludzkich PSC. Ot6z poziom ITGAS byl podwyzszony 2,1 razy
na poziomie mRNA 1 o 18,7% na poziomie biatka. Rowniez PXN 1 VCL, ktére rdwniez
tworza adhezje fokalne w ludzkich PSC, byly podwyzszone odpowiednio 2,6 i 2,4 razy na
poziomie mRNA oraz o 79,7% 1 30,1% na poziomie biatka w komoérkach PSC ETV1-KO
wzgledem PSC typu dzikiego. Na podstawie wynikow opisanych w rozdziale 3.5 niniejszej
rozprawy doktorskiej mozna po raz pierwszy stwierdzi¢, ze czynnik transkrypcyjny ETV1

moze regulowac poziom adhezji ludzkich komorek PSC podczas hodowli in vitro.

W badaniu Godoy-Parejo 1 wspotpracownikow podwyzszenie poziomu aktywnosci
sciezki PI3K/AKT z uzyciem aktywatora INS spowodowalo zwigkszong przezywalnosé
podczas pasazu do pojedynczych komorek oraz lepsza przyczepnos¢ do podtoza (Godoy-
Parejo 1 in., 2019). W niniejszej rozprawie doktorskiej wytaczenie ekspresji ETVI w
ludzkich PSC skutkowato wyzsza adhezjg linii ETV1-KO w poréwnaniu do komoérek PSC
typu dzikiego. Ponadto na podstawie analizy danych RNA-Seq stwierdzono, ze
podwyzszeniu ulegaja $ciezki sygnatowe odpowiedzialne za adhezje oraz organizacje ECM,
takie jak PI3K/AKT. Podwyzszenie poziomu biatek adhezyjnych oraz fosforylowanej formy
biatka AKT, ktora $§wiadczy o aktywacji sygnalizacji PI3K/AKT w ETV1-KO wzgledem
typu dzikiego potwierdzono za pomocg barwienia immunofluorescencyjnego oraz western
blot. Procz tego obnizenie poziomu aktywnosci szlaku PI3K/AKT przy uzyciu 15 nM
stezenia Torin2 w ETV1-KO spowodowalo, ze wyprowadzona linia uzyskata poziom

przyczepnosci do podtoza po pasazu podobny do komorek typu dzikiego.

W kontekscie adhezji PSC opisano réwniez role kinazy FAK 1 integryn jako
niezbednych do hodowli PSC. Inhibicja kinazy FAK 2z wykorzystaniem siRNA
doprowadzita do zmiany morfologii kolonii oraz odczepienia PSC od podtoza hodowlanego.
Podobny efekt zaobserwowano po zablokowaniu receptora integryny So/5f (Vitillo i in.,
2016). Natomiast w innym badaniu zaobserwowano, ze po zmniejszeniu fosforylacji FAK
przez interakcj¢ z receptorem integryng 6o/1 wzmocniono samoodnawianie PSC.
Wyciszenie integryny 6a skutkowalo podwyzszeniem poziomu aktywacji FAK 1
wyciszeniem ekspresji NANOG, OCT3/4 1 SOX2 (Villa-Diaz i in. 2019). Sugeruje to, ze
zachowanie odpowiedniego poziomu FAK jest niezbedne do utrzymywania charakterystyki

PSC. W niniejszej rozprawie doktorskiej przedstawiono przestanki przemawiajace za
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hipoteza, ze poziom aktywnosci kinazy FAK si¢ zmienia po wytaczeniu ekspresji ETV1 w
ludzkich komorkach PSC. Otéz, w komorkach PSC ETVI-KO zaobserwowano
podwyzszony poziom komponentéw zaangazowanych w tworzenie adhezji fokalnych,
miedzy innymi ITGAS, zar6wno na poziomie mRNA jak i biatka, ktore regulujg poziom
aktywnos$ci kinazy FAK. W zwigzku z powyzszym, a wigc mozna przypuszczaé, ze
aktywnos$¢ kinazy FAK w ludzkich komoérkach PSC ETV1-KO réwniez ulega zmianie. Aby
to udowodni¢ nalezy przeprowadzi¢ analiz¢ western blot z uzyciem przeciwciat przeciwko
kinazie FAK oraz fosforylowanej formie kinazy FAK i oceni¢ ilosciowo poziom tych dwoch

form.

W przedstawionej rozprawie doktorskiej po podwyzszeniu ekspresji genu ETVI
zaobserwowano efekt podobny do przedstawionego w badaniu Vitillo 1 wspotpracownikow
(Vitillo 1 in., 2016). Po wyciszeniu aktywno$ci kinazy FAK ludzkie komorki ESC
odczepialy si¢ od podloza hodowlanego i przechodzily apoptozg. Co ciekawe, niektore
komorki, aby unikng¢ apoptozy spontanicznie roznicowaty. Procz tego inhibicja aktywnosci
integryn rowniez spowodowata apoptoz¢ komoérek ESC. W niniejszej rozprawie doktorskiej
ludzkie PSC po podwyzszeniu poziomu czynnika transkrypcyjnego ETV1 nie przezywaly
w hodowli in vitro 1 odczepialy si¢ od podioza hodowlanego. W wyprowadzonej linii
komoérek PSC ETV1-KO zaobserwowano fenotyp wigkszej adhezji oraz na podstawie
analizy danych RNA-Seq wykazano wzbogacanie o terminy funkcjonalne zwigzane z
adhezja, organizacja cyoszkieletu i ECM oraz $ciezka sygnalizacyjng PI3K/AKT. W
zwigzku z powyzszym mozna przypuszcza¢, ze w komorkach PSC po podwyzszeniu
poziomu czynnika transkrypcyjnego ETV1 zajda odwrotne mechanizmy molekularne.
Nalezy pamigtac¢, ze w komorkach ETV1-KO ITGAS ulegata podwyzszeniu, zar6wno na
poziomie mRNA 1 biatka. Na podstawie przedstawionych wynikow mozna wnioskowac, ze
ETVI1 moduluje adhezj¢ PSC migdzy innymi przez regulowanie szlaku PI3K/AKT i/lub
poziomu integryn i1 innych biatek adhezyjnych. Jednakze nalezy pamigtac, ze nie wiadomo
czy regulacja ta jest posrednia czy bezposrednia. Wykorzystujac analize in silico np. w
programie Pscan, ktory pozwala na znalezienie motywoéw wigzania czynnikow
transkrypcyjnych w sekwencjach promotorowych wprowadzonej do analizy listy genow.
Wstepna analiza w programie Pscan pozwolila na wygenerowanie listy kandydatow, ktorzy
moga by¢ bezposrednio regulowani przez ETV1 1 réwnoczes$nie sg zaangazowani w adhezje
komorkowa. Poniewaz eksperymenty ChIP-Seq oraz CUT&RUN nie przyniosty
odpowiedzi na to pytanie, mozna wykona¢ eksperyment RNA-Seq na komorkach PSC po

wywotaniu podwyzszonej ekspresji ETVI w plazmidzie ze stabszym protomorem, aby
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komorki nie odczepiaty si¢ po kilku godzinach w hodowli. Poniewaz komorki z
podwyzszong ekspresja ETVI odczepialy si¢ od podiloza, mozemy przypuszczaé, ze
transkrypty odpowiedzialne za adhezj¢ komorek beda obnizone. Eksperyment ten wniesie
ostateczng odpowiedz na pytanie, na ekspresj¢ ktérych genéw wpltywa ETV1 bezposrednio

oraz w ktore §ciezki sygnalizacyjne w PSC jest zaangazowany.

Kolejnym istotnym aspektem, wartym do rozwinigcia jest rola ETV1 w utrzymywaniu
pluripotencji. W wyprowadzonej linii ETV1-KO po analizie danych RNA-Seq
zaobserwowano obnizenie poziomu S$ciezek sygnalowych zaangazowanych w
utrzymywanie cech PSC. Na podstawie tych wynikow mozna sugerowaé, ze czynnik
transkrypcyjny ETV1 jest nowo odkrytym regulatorem pluripotencji. Bardziej szczegdtowe
eksperymenty badajace role ETV1 w wychodzeniu z pluripotencji stanowig interesujaca
perspektywe do przysztych badan. Ponadto na podstawie analizy danych z scRNA-Seq
mozna wnioskowac, ze ekspresja ETV1 jest specyficzna dla stanu aktywowanej pluripotencji
(Messmer 1 in. 2019). Z tego wzgledu wyprowadzona w niniejszej rozprawie linia PSC
ETV1-KO moze stanowic¢ idealny model do badania procesu przej$cia ze stanu aktywowane;j
do naiwnej pluripotencji. Dodatkowo linia ETVI-KO potencjalnie moze zostaé
przeprogramowana do stanu naiwnej pluripotencji z wigksza efektywnos$cia niz PSC z

niezmieniong ekspresja ETV 1.

W naszym laboratorium oprécz wyprowadzenia ludzkiej linii komérek PSC ETV1-KO,
z wykorzystaniem protokotu opisanego w niniejszej rozprawie doktorskiej otrzymaliSmy
linie klonalne ludzkich komoérek PSC z wytaczong ekspresja innych cztonkéw podrodziny
PEA3 — ETV4 1 ETVS. Procz tego wyprowadziliSmy lini¢ klonalng z wytaczong ekspresja
wszystkich trzech cztonkéw podrodziny PEA3, czego nigdy wcze$niej nie opisano. Na
podstawie publikacji grupy profesora Austina Smitha zaprojektowaliSmy seri¢
eksperymentéw opierajacych si¢ na przeprogramowaniu otrzymanych linii ludzkich PSC do
stanu formatywnej i naiwnej pluripotencji (Kinoshita i in. 2021). W oparciu o wyniki RNA-
Seq oraz scRNA-Seq z materialu wyizolowanego z przeprogramowanych komorek
wyprowadzonych linii mozliwe bedzie okreslenie efektywnos$ci oraz roznic w
mechanizmach molekularnych kierowanych przez czynniki transkrypcyjne z podrodziny
PEA3 w stanie formatywnej i naiwnej pluripotencji. Poniewaz na postawie analizy
dostepnych danych z scRNA-Seq oraz badan grupy profesora Smitha, mozna stwierdzi¢, ze
czynniki transkrypcyjne ETV4 oraz ETVS odgrywaja znaczaca role w regulacji genow

formatywnej 1 naiwnej pluripotencji (Kalkan 1 in. 2019; Kinoshita i in. 2021). Ponadto
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przeprowadzenie eksperymentu ChIP-Seq z przeciwcialami przeciwko biatkom z
podrodziny PEA3 pozwoli na okre§lenie gendw bezposrednio regulowanych przez te
czynniki transkrypcyjne. Podsumowujac, wyniki uzyskane z zaproponowanych
eksperymentéw wniosg wigksza wiedz¢ na temat stabo poznanych mechanizmow

kierujacych fenotypem ludzkiej formatywnej 1 naiwnej pluripotencji.

Kolejnym interesujagcym kierunkiem badan jest glebsze poznanie roli ETVI w
regulowaniu procesOw rozwoju embrionalnego. Spontaniczne rdéznicowanie in Vitro
wyprowadzonej linii ETV1-KO wykazato, ze komorki te rdznicujg bardziej efektywnie w
poréwnaniu do PSC typu dzikiego do linii endodermy i mezodermy oraz nie sg zdolne do
wytworzenia komorek ektodermy. Potwierdzeniem przedstawionych w niniejszej rozprawie
wynikdw ze spontanicznego roznicowania in vitro bedzie eksperyment wytworzenia
potworniaka (ang. feratoma) poprzez przeszczepienie komorek PSC ETVI-KO i typu
dzikiego do transgenicznych myszy pozbawionych uktadu immunologicznego. Okreslenie
sktadu komorkowego wyizolowanych potworniakéw pozwoli na zidentyfikowanie réznic w
potencjale réznicowania migedzy komérkami PSC ETV1-KO 1 typu dzikiego. Nastgpnym
cennym eksperymentem moze by¢ odwzorowanie gastrulacji w warunkach in vitro, aby
glebiej pozna¢ mechanizmy molekularne regulowane przez ETV1 we wczesnych etapach
rozwoju embrionalnego. W tym celu mozna wykorzysta¢ system opracowany i
wykorzystywany przez grupe profesora Aryeha Warmflasha, ktory polega na zastosowaniu
mikrodotkéw do hodowli in vitro kolonii ludzkich komoérek PSC, ktére sa precyzyjnie
regulowane pod wzglegdem rozmiaru i geometrii (Warmflash i in. 2014). Opracowany
system opiera si¢ na hipotezie, ze nieregularne ksztatty kolonii ludzkich komoérek PSC
wptywaja na r6znorodnos¢ przekazywania sygnatow pomiedzy komorkami PSC, co wptywa
na utrat¢ przez nie zdolnosci do samoorganizacji podczas réznicowania. Odwzorowanie w
warunkach in vitro procesu gastrulacji wyprowadzonej linii komérek PSC ETV1-KO, typu
dzikiego oraz pozostalych otrzymanych linii z wyltaczong ekspresjag genow z podrodziny
PEA3 na mikrodotkach 1 analiza procesu samoorganizacji podczas roznicowania pozwoli na
odkrycie mechanizméw regulowanych przez czynniki transkrypcyjne ETV1, ETV4 1 ETVS

w trakcie wychodzenia ze stanu pluripotencji i na wczesnych etapach embriogenezy.

Rownie waznym 1 ciekawym aspektem jest glebsze zrozumienie roli ETVI na
poszczegolnych etapach specyfikacji endokrynnych komorek 3 trzustki. Obecne protokoty
réznicowania in vitro PSC do komorek B trzustki opieraja si¢ na nasladowaniu kolejnych

etapdw rozwojowych embriogenezy trzustki poprzez modulacje szlakoéw sygnatowych
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zaangazowanych w ten proces (Pagliuca i in. 2014; Millman 1 Pagliuca 2017; Velazco-Cruz
1in. 2019; Hogrebe i in. 2020). Wysitki zmierzajace do skutecznego wytworzenia klinicznie
przydatnych funkcjonalnych komorek B lub struktur podobnych do wysp sa jednak
utrudnione przez luki w wiedzy na temat czynnikéw 1 szlakéw modulujgcych roznicowanie

1 dojrzewanie komorek PP do komorek EP.

Na podstawie powigzania roli ETV1 z regulacja adhezji i tworzeniem adhez;ji
ogniskowych (adhezji fokalnych) oraz z modulacjg $ciezki sygnalizacyjnej PI3K/AKT w
komorkach w stanie pluripotencji aktywowanej, postawitam hipoteze¢, ze ETV1 moze petni¢
te sama lub zblizong funkcje¢ podczas rozwoju in vitro w kierunku komorek 3. W przypadku
ukierunkowanego réznicowania in vitro do komorek f3 trzustki z komoérek PSC ETV1-KO 1
typu dzikiego na etapie DE nie zaobserwowano roznicy w efektywnosci specyfikacji.
Natomiast na p6zniejszym etapie PP zréznicowane komorki PSC ETV1-KO cechowaty si¢
nizszym odsetkiem komorek wykazujacych synteze biatek specyficznych dla tego stadium
(PDX1, NKX6-1 oraz CHGA), w porownaniu do zroznicowanych komorek PSC typu
dzikiego. Ponadto komoérki PSC ETV1-KO nie byly zdolne do ostatecznej specyfikacji do
komorek B trzustki. Na podstawie powyzszych wynikdw mozna wnioskowacé, ze w procesie
przej$cia ze stadium DE do etapu PP oraz na pdzniejszych etapach dojrzewania komorek EP
niezbedna jest ekspresja ETV1. Mianowicie podczas roznicowania in vitro komorek PSC w
kierunku komorek B trzustki mniejsza liczba komérek PP ETV1-KO w poréwnaniu do
liczby komorek PP typu dzikiego moze wynika¢ z faktu, ze czynnik transkrypcyjny ETV1
jest niezbedny do wytworzenia prawidtowych komorek PP. Z kolei komorki PP powstajace
podczas specyfikacji in vitro komérek PSC ETV1-KO, mimo obecnosci czynnika
transkrypcyjnego PDX1 i NKX6-1, moga by¢ mniej funkcjonalne, przez co nie sg zdolne do
pozniejszego przejscia w komorki wykazujace obecnos¢ CHGA 1 C-PEP. Poniewaz w
niniejszej rozprawie doktorskiej zaproponowatam role czynnika transkrypcyjnego ETV1 w
regulacji adhezji w ludzkich komoérkach PSC, w trakcie r6znicowania moze on réwniez
przejawia¢ podobng funkcje. Ostatnie badania grupy profesora Millmana wykazaly, ze
modulacja stanu polimeryzacji cytoszkieletu aktynowego na réznych etapach specyfikacji
w kierunku komorek endokrynnych trzustki wptywa na ekspresj¢ charakterystycznych
gendéw dla endokrynnej trzustki (Hogrebe i1 in. 2020). Wykazano, ze silne przyleganie
komorek indukujace polimeryzacje cytoszkieletu aktynowego w komorkach PP
wykazujacych obecnos¢ PDX1 zapobiega przedwczesne] ekspresji NGN3 1 wspiera
aktywacje NKX6-1. W niniejszej rozprawie doktorskiej na podstawie danych scRNA-Seq

przedstawiono, ze na stadium PP réznicowania in vitro z komoérek PSC ETV1-KO powstaje
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mniej komorek wczesnych EP wykazujacych ekspresje NGN3. Mozna spekulowaé, ze po
wylaczeniu ekspresji ETVI zwigksza si¢ przyleganie komorek do siebie podczas
réznicowania in vitro, co przektada si¢ na wigkszy poziom polimeryzacji cytoszkieletu. Na
poczatkowym etapie komorek PP stan zwigkszonej polimeryzacji cytoszkieletu jest
niezbedny do wytworzenia prawidlowych komorek PP. Jednakze aby funkcjonalne komorki
B mogty si¢ wytworzy¢, cytoszkielet aktywnowy musi ulec depolimeryzacji na stadium EP
w komorkach charakteryzujacych si¢ ekspresja NKX6-1 1 NGN3. W badaniu grupy profesora
Milmana stosujac latrunkuling A, roluzniono cytoszkielet aktynowy w pierwszym dniu
stadium EP 1 w efekcie uzyskano wysoka frakcje funkcjonalnych komoérek B (Hogrebe i in.,
2020). W przypadku réznicowania in vitro komérek PSC ETV1-KO do dalszych etapow
specyfikacji endokrynnej trzustki wykazano brak komoérek [ oraz innych komorek
endokrynnych charakteryzujacych si¢ obecnoscig biatka CHGA. By¢ moze dalsze
utrzymywanie zwigkszonego poziomu adhezji fokalnych 1 réwnoczesnie wigkszej
polimeryzacji cytoszkieletu aktynowego uniemozliwito EMT i w konsekwenc;ji specyfikacje
komorek endokrynnych. W badaniu Liu wykazano, ze podczas rozwoju embrionalnego
trzustki tworzenie adhezji ogniskowej musi by¢ zahamowane w komorkach EP, aby
wzmocni¢ EMT 1 specyfikacje komoérek endokrynnych. Jednak doktadny mechanizm
transkrypcyjny regulujacy stany aktyny i przyczepno$ci komoérek PP i EP nie sg jeszcze
znane. Dalsze badania sprawdzajace szczegétowo role ETV1 w rozwoju trzustki przyczynia
si¢ do pogtebienia wiedzy na temat proceséw specyfikacji komorek endokrynnych i pozwola
na zwigkszenie efektywnosci uzyskiwania funkcjonalnych komoérek [ w celach

terapeutycznych.

Wykonanie eksperymentu scRNA-Seq na stadium PP roznicowania in vitro pozwolito
na uzyskanie duzej ilosci danych, ktérych analiza pozwoli na szczegdtowe opisanie efektu
wylaczenia ekspresji ETV1 na rozwijajaca si¢ trzustkg. Wstepna analiza wykazata wigksza
roznorodno$¢ w PP zréznicowanych z ETV1-KO w porownaniu do PP wyprowadzonych z
PSC typu dzikiego. Ponadto, po zgrupowaniu powtorzen badanych prob z wykorzystaniem
algorytmu ,,cellranger aggr” i ponownej analizie danych z uzyciem metody grupowania
UMAP, wyszczeg6lniono 6 funkcjonalnych skupisk komérek PP typu dzikiego i ETV1-KO.
Analiza zroznicowanej ekspresji poszczegolnych transkryptoéw pomigdzy wyrdznionymi
klastrami pozwolita na okreslenie funkcjonalnej aktywnosci w poszczegdlnych klastrach.
Zidentyfikowano klaster komoérek PP, ktore wykazywaly proliferacj¢ komorek oraz grupe
wczesnych komoérek EP. Podobne klastry zaobserwowano w pracy zespolu profesora

Meltona, w ktorej przeprowadzono analiz¢ scCRNA-Seq na r6znych stadiach réznicowania
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in vitro, jednakze w tym badaniu skupiono si¢ na giebszej analizie koncowych etapow
réznicowania in vitro — komoérek EP oraz komérek 3 (Veres i in. 2019). W poréwnaniu do
pracy zespolu Meltona, w niniejszej rozprawie doktorskiej zidentyfikowano klaster komorek
PP, w ktorym intensywnie zachodza procesy regulujace migracje komorek oraz grupe
komorek PP tworzacych S$ciste potaczenia miedzy komorkami. Takie roztozenie
funkcjonalne klastrow moze odzwierciedla¢ trajektori¢ rozwojowa, mianowicie komorki PP
poczatkowo mocno proliferuja, aby nastepnie regulowaé swoja migracje¢ i tworzy¢ bardziej
zwarte struktury przylegajacych do siebie komoérek. Jednakze, wyniki scRNA-Seq opisane
w tej pracy sg wstepng analizg, ktora nalezy rozszerzy¢, np. o ulozenie komorek w
pseudoczasie, co pozwoli na szczegdtowe poznanie trajektorii rozwojowej in vitro komorek

PP.
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5. Podsumowanie

W niniejszej rozprawie doktorskiej przedstawiono rol¢ czynnika transkrypcyjnego
ETV1 w regulowaniu poziomu adhezji i przyczepnosci ludzkich komoérek PSC w warunkach
in vitro oraz w procesie powstawania komoérek PP podczas réznicowania in vitro ludzkich

PSC do komorek B trzustki.

W pierwszym etapie badan z naszych danych scRNA-Seq z embrionalnych mysich
trzustek (e14,5 1 e16,5) wyselekcjonowano czynnik transkrypcyjny Etvl jako potencjalny
regulator rozwoju endokrynnej trzustki. Zaobserwowano, ze Etvl wystepowat specyficznie
w komorkach EP oraz wezesnych komoérkach a i B. Nastepnie, na podstawie danych scRNA-
Seq z niezaleznych badan przeprowadzono analiz¢ profilu obecnos$ci transkryptu ETV1 w
ludzkich komoérkach PSC, podczas roznicowania in vitro komérek PSC w kierunku komorek
B trzustki, w rozwini¢tych komorkach ludzkiej trzustki oraz podczas rozwoju embrionalnego
in vivo mysiej trzustki. Wyniki analizy scRNA-Seq potwierdzity specyficznos¢ ETV1 dla
czegsci endokrynnej trzustki 1 wzmocnity hipoteze, ze moze on pei¢ funkcje podczas
rozwoju trzustki. Ponadto wykryto obecno$¢ czynnika transkrypcyjnego ETV1 w ludzkich
komorkach PSC, co sprawilo, ze stat si¢ interesujagcym kandydatem do zbadania jego funkcji
na etapie pluripotencji aktywowanej. Potwierdzono réwniez obecno$¢ biatka ETVI w
stosowanych w pracy modelach badawczych — ludzkich komérkach PSC, podczas rozwoju
in vitro w kierunku komorek f trzustki oraz dodatkowo w mysiej embrionalnej trzustce (jako

potwierdzenie obserwacji z danych scRNA-Seq).

W kolejnym kroku z uzyciem metody CRISPR/Cas9 wyprowadzitam linie klonalne
ludzkich PSC z wylaczong ekspresja ETV1. Stworzone linie wykorzystatam jako narzg¢dzie
do zbadania funkcji ETV1 na etapie pluripotencji oraz w procesie powstawania komorek PP

w warunkach in vitro.

Na etapie pluripotencji zauwazono fenotyp zwigzany z wigksza przyczepnoscia i adhezja
komorek PSC ETVI1-KO wzgledem typu dzikiego. Na podstawie porownawczych analiz
konfluencji w trakcie pierwszych 24 godzin po pasazu ujawniono wigksza powierzchnie
zajmowang przez komoérki PSC ETVI-KO niz komdérki PSC typu dzikiego. Analiza
eksperymentu z wykorzystaniem RNA-Seq potwierdzil powyzsze obserwacje, ujawniajac
wzbogacenie wsrod transkryptdow o podwyzszonym poziomie, o terminy funkcjonalne
zwigzane z adhezja, organizacjag ECM, organizacja cytoszkieletu aktynowego oraz $ciezka

sygnalizacyjng PI3K/AKT. Dodatkowo barwienie immunofluorescencyjne bialek
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adhezyjnych — PXN, CDH1, ITGAS oraz VCL, ktore wykazywaly wyzszy poziom mRNA
po wylaczeniu ekspresji ETV1, ujawnito ich podwyzszenie na poziomie biatka. Ponadto po
wywotaniu podwyzszonej ekspresji ETVI w ludzkich komoérkach PSC zaobserwowano
odczepienie si¢ komodrek od podtoza, co jest odwrotnym fenotypem do obserwowanego w

komorkach PSC ETV1-KO.

W niniejszej pracy modulowano rowniez aktywnos¢ $ciezki sygnalizacyjnej PI3K/AKT
z uzyciem inhibitorow — PI-103 1 Torin2 oraz aktywatora INS. Inhibicja §ciezki PI3K/AKT
w komodrkach ETV1-KO skutkowata zmniejszeniem przyczepnosci komorek podczas
pasazu. Natomiast po aktywacji §ciezki PI3K/AKT w komdrkach PSC typu dzikiego
zaobserwowano fenotyp zblizony do komoérek PSC ETV1-KO — zwigkszong przyczepnosé
komorek podczas pasazu. Na podstawie tych wynikow mozna wnioskowa¢, ze ETV1

reguluje adhezj¢ ludzkich PSC mig¢dzy innymi poprzez modulacje $ciezki PI3K/AKT.

Poniewaz na podstawie analizy danych RNA-Seq zidentyfikowano obnizenie
transkryptow zwigzanych z utrzymywaniem pluripotencji, okreslono poziom biatek
pluripotencjalnych — SOX2, OCT3/4 oraz NANOG w komorkach PSC ETV1-KO i typu
dzikiego. Nie stwierdzono roéznicy w poziomie bialek pluripotencjalnych. Nastepnie
przeprowadzono modulacj¢ sciezki kanonicznej WNT w komoérkach PSC ETV1-KO 1 typu
dzikiego podczas tworzenia in vitro w kierunku komoérek DE, poniewaz aktywacja tego
szlaku jest niezbedna do wytworzenia komodrek DE. Nalezy pamigtaé, ze S$ciezka
sygnalizacyjna WNT wykazywata obnizong aktywno$¢ w komoérkach PSC ETV1-KO
wzgledem komorek typu dzikiego. Warto zauwazy¢, ze aktywacje sciezki WNT w protokole
do réznicowania in vitro do DE stosuje si¢ wytacznie w dniu 1 réznicowania. Z tego wzgledu
nizszy poziom biatka markerowego DE — SOX17 w komodrkach PSC ETV1-KO w
poréwnaniu do komoérek PSC typu dzikiego w warunkach bez aktywacji Sciezki WNT,
wskazuje na problemy podczas wyjscia ze stanu pluripotencji aktywowanej komodrek po

wylaczeniu ekspresji ETV].

Nastepnie celem zidentyfikowania bezposrednich celow regulacyjnych ETVI
przeprowadzono ChIP-Seq oraz CUT&RUN. Niskie st¢zenie wytraconej chromatyny oraz
brak wzbogacenia w miejscach promotorowych w chromatynie $ciggnigtej za pomoca
przeciwciala przeciwko ETVI1 wskazywalo na niepowodzenie w procedurze

eksperymentalne;.
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Kolejnym krokiem bylo okreslenie wplywu wylaczenia ekspresji ETVI na proces
réznicowania in vitro. W pierwszej kolejnosci porownano potencjat do rdéznicowania w
komorki trzech listkow zarodkowych w warunkach nieukierunkowanych na okreslony typ
komorek. Na podstawie analizy qPCR markeréw dla poszczegdlnych linii rozwojowych
wykazano, ze po wylaczeniu ekspresji ETVI komorki PSC efektywniej specjalizujg w
kierunku komorek endodermy i mezodermy, natomiast mniej efektywnie w kierunku

komorek ektodermy.

W ostatniej czgsci pracy,skupiono si¢ na okresleniu roli czynnika transkrypcyjnego
ETV1 podczas rozwoju in vitro ludzkich komorek PSC w kierunku komorek B trzustki. W
pierwszej kolejnosci okreslono roznice w morfologii i syntezie biatek charakterystycznych
dla poszczegdlnych etapdw rdéznicowania. Na podstawie analizy z barwienia
immunofluorescencyjnego stwierdzono, ze komoérki PSC ETV1-KO i typu dzikiego
roéznicuja z podobna efektywnosciag do komoérek DE. Natomiast na etapie komoérek PP
zauwazono mniej komorek wykazujacych synteze biatek PDX1, NKX6-1 i CHGA w
komorkach PP ETVI-KO w poréwnaniu do typu dzikiego. Mniejsza liczba komoérek PP
ETVI1-KO skutkowata zahamowaniem specjalizacji w kierunku wczesnych komorek p.
Nastepnie celem okres$lenia molekularnego mechanizmu stojagcego za otrzymaniem
mniejszej frakcji komorek PP po wytaczeniu ekspresji ETV 1 przeprowadzono eksperyment
scRNA-Seq na etapie PP r6znicowania in vitro w kierunku komorek B trzustki. Na podstawie
analizy scRNA-Seq ujawniono, ze wsréd komorek PP ETV1-KO wytworzyto si¢ mniej
wczesnych komorek EP oraz wigcej komorek, w ktorych zachodza procesy regulacji

migracji komorek.

Podsumowujac, w niniejszej rozprawie doktorskiej zaproponowano role czynnika
transkrypcyjnego ETV1 w regulowaniu adhezji i przyczepnosci ludzkich komorek PSC w
hodowli in vitro oraz w procesie formowania si¢ komorek PP w rozwoju in vitro

endokrynnej trzustki.
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6. Materialy i metody
6.1. Hodowla in vitro ludzkich komorek PSC

Kultury in vitro linii komérkowej Hues8-iCas9 oraz wyprowadzonych linii z wytaczong
ekspresja ETV1 byly utrzymywane w hodowli w inkubatorze z 5% stezeniem CO2 w 37°C.
Komoérki hodowano na podtozu Geltrex 1:70 w pozywce StemFlex (Gibco, numer
katalogowy: A3349401). Godzing przed pasazem lub rozmrozeniem nowe ptytki hodowlane
pokrywano podtozem hodowlanym Geltrex i inkubowano w temperaturze 37°C. Pozywka
zmieniana byta dzien po pasazu, a nast¢pnie co dwa dni. Na weekend podawano podwojna

objetos$¢ pozywki.
RozmraZanie komorek

Komorki przechowywano w zbiorniku wypelionym ciektym azocie w specjalnych
krioprobéwkach. Po wyciagnigciu proboéwki z komorkami ogrzewano probowki w
temperaturze 37°C tylko do momentu pojawienia si¢ kostki lodu z zawiesing komdrkowa.
Nastepnie przenoszono zawartos¢ krioprobowki do falkonu 15 mL i dodawano po kropli
ogrzanej pozywki do przeptukania (DMEM/F12 z 0,75% BSA). Probéwki wirowano przez
5 minut 150xg. Osad komodrkowy zawieszano w pozywce hodowlanej Stem Flex i

przenoszono na ptytke hodowlang uprzednio pokryta warstwg Geltrex.
Standardowy pasaz

Komorki pasazowane byly dwa razy w tygodniu. Do standardowego pasazu uzywano
0,5 mM EDTA w 1 x PBS (EDTA-PBS). Po $ciagnigciu pozywki hodowlanej, podawano
roztwor EDTA-PBS 1 inkubowano w temperaturze 37°C przez 5 minut. Potem roztwor
EDTA-PBS odciggano 1 komoérki odczepiano, uzywajac pozywki hodowlanej. 1/6 zawiesiny
komorkowej przenoszono na nowa plytke. Podczas calej procedury komorki traktowane

byty delikatnie, aby zachowa¢ potaczenia komérkowe i grupy okoto 20 komorek.
Pasaz do pojedynczych komorek

Po $ciggnigciu pozywki hodowlanej, podawano roztwoér TrypLE i komorki inkubowano
w 37°C przez 5 minut. Nastepnie podawano potrojng objetos¢ zimnego roztworu 10%
ptodowej surowicy cielecej (FBS) w pozywce DMEM/F12. Komorki rozbijano

mechanicznie do pojedynczych komorek i zawieszone komorki wirowano przez 5 minut
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150xg. Odciggano supernatant, a osad komorkowy zawieszano w pozywce hodowlanej
Stem Flex z dodatkiem inhibitorow ROCK (Y-27632) lub bez liczono i przenoszono na

nowa plytke wezesniej pokryta odpowiednim podtozem hodowlanym.
Generacja organoidow 3D do réinicowania

Dwa dni przed pasazem na roznicowanie, komorki pasazowano do pojedynczych
komorek i 1,2 x 10° komorek przenoszono na plytki hodowlane 10 cm. Po dwoch dniach
hodowli, komorki rozbijano do pojedynczych komorek, tak jak opisano powyzej. Cata
procedure komorki trzymano na lodzie. Po wirowaniu, osad komorkowy zawieszano w
pozywce hodowlanej E8 z dodatkiem inhibitor6w ROCK i 3 x 10¢ komérek przenoszono na
1 dotek na ptytke 6-dotkowa z obnizong przyczepnosciag komoérek. Plytke wkladano do
inkubatora na wytrzasarke orbitalng, aby umozliwi¢ utworzenie si¢ organoidow 3D
nier6znigcych si¢ wielkoscig. Kolejnego dnia zmieniano pozywke na E8 bez dodatku

inhibitorow ROCK. Réznicowanie zaczynano 24 godziny poznie;.
Liczenie komorek

Przed liczeniem komorki rozbijano do pojedynczych komorek, tak jak opisano powyzej
w procedurze pasazu do pojedynczych komorek. Nastgpnie 10 pl zawiesiny komdrkowej
mieszano z 10 pl roztworu niebieskiego trypanu, ktory penetruje blong komoérkows, barwiac
na niebiesko komorki martwe. Przenoszono 10 pl zawiesiny na szkietko do liczenia

komorek. Komérki liczono w automatycznym liczniku komoérek (Countess™ 3, Invitrogen).
Zamrazanie komdrek

Komoérki odczepiano z naczynia hodowlanego tak jak opisano w procedurze
standardowego pasazu. Nastgpnie komorki wirowano przez 5 minut 150%g. Osad
komorkowy zawieszano w 0,5 mL pozywki hodowlanej i przenoszono do odpowiednio
opisanych krioprobowek. Do zawiesiny komoérkowej dodawano 0,5 mL 2 x stezonej
pozywki do mrozenia (tab. 6).

Tabela 6. Sktad poiywki do mroZenia komorek

Odczynnik Stezenie koncowe
Pozywka hodowlana E8 80%
Dimetylosulfotlenek (DMSO) 20%
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Krioprobowki umieszczano w pojemniku do mrozenia komorek (Nalgene, Mr. Frosty) na

24 godziny do -80°C i nastepnie do zbiornika z ciektym azotem.

6.2. Wyprowadzenie linii klonalnych ludzkich komérek PSC z wylaczona
ekspresja genu ETV1

Otrzymanie czqsteczek sgRNA

Za pomocg metody CRISPR/Cas9 otrzymano pule¢ komoérek hPSC z wylaczong
ekspresja ETV1. Do nakierowania biatka Cas9 uzyto czasteczek sgRNA syntetycznych z
firmy SYNTHEGO, ktére powodowaly mutacje w eksonie 9 genu ETV1. Ekson 9 wchodzi

w koncowg cz¢$¢ domeny PEA3.

Ponadto niezaleznie uzyto czasteczek sgRNA syntetyzowanych w naszym
laboratorium. Czasteczki sgRNA zaprojektowano z wykorzystaniem platformy Benchling.
Zaprojektowano sgRNA, ktore powodowaly mutacje w eksonie 4, czyli drugim eksonie
podlegajacym transkrypcji w domenie PEA3. Wybrano sekwencje, ktére miaty najwyzszy
wskaznik ,,on-target”, przy rownoczesnym jak najnizszym wskazniku ,,off-target”, ktoére
razem stanowig wskaznik specyficznosci sekwencji sgRNA do okreslonego miejsca w
genomie. Nastepnie zamoéwiono sekwencje gRNA w formie oligonukleotydu DNA,

jednoczesnie dodajac do niej z przodu sekwencj¢ promotorowa T7, a z tytlu sekwencje Tracr

(tab. 7).
Tabela 7. Sekwencje oligonukleotydow uzytych do syntezy gRNA
Nazwa gRNA Sekwencja gRNA (5'-3") [T7-gRNA-Tracr]

TAATACGACTCACTATAGGGTCCCTTTGTAGAGTCAGCGTGTT
ETV1 gRNA 01 | TTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTAT
CAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTT
TAATACGACTCACTATAGGGACGAGAAACCAACAAATGTCTG
ETV1 gRNA 02 | TTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTT
ATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTT
TAATACGACTCACTATAGGGGGCTCATGATTCAGAAGGTGTG
ETV1 gRNA 03 | TTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTT
ATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTT

Oligonukleotydy namnozono metodg PCR z uzyciem polimerazy Q5. Profil termiczny

reakcji PCR przedstawiono w tabeli 8 (tab. 8).

Sktad mieszaniny reakcyjnej do PCR (50 ul):

e woda 32,5 ul,
e 5 xbufor Q5 10 pl,
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e 10mM dNTP 1 pl,

e 5 uM mieszanina starteréw przedniego i tylnego 5 pl,
e 25nM matryca 1 pl,

e polimeraza Q5 0,5 pl.

Tabela 8. Profil termiczny reakcji PCR

Etap Temperatura Czas trwania Liczba cykli
Wstepna denaturacja 98°C 30 sekund 1
Denaturacja nici 98°C 10 sekund
Przylgczenie starterow 57°C 20 sekund 30
Amplifikacja 72°C 1 minuta
Terminacja 72°C 2 minuty 1

Po reakcji PCR produkty oczyszczono z uzyciem gotowego zestawu PCR Purification
Genelet (Invitrogen) i zmierzono st¢zenie podwdjnej nici DNA na spektrofotometrze
Nanodrop. Dodatkowo przeprowadzono elektroforez¢ w 1,5% zelu agarozowym (5ul z

mieszaniny reakcyjnej) w celu okreslenia wielko$ci powstatego produktu.

W kolejnym etapie, 8 pg produktu PCR postuzylo jako matryca do transkrypcji in vitro,
ktérg przeprowadzono z uzyciem gotowego zestawu MEGA shortscript (Invitrogen).
Reakcja inkubowana byta przez noc w 37°C. Po inkubacji, produkt oczyszczono uzywajac
zestawu MEGA Clear (Invitrogen), i zmierzono stg¢zenie RNA przy zastosowaniu

spektrofotometru Nanodrop.
Wyprowadzenie linii klonalnych

Do wyprowadzenia linii klonalnych z wytaczong ekspresja ETVI uzyto linii hPSC
Hues8-iCas9. Linia ta charakteryzuje si¢ indukcja ekspresji 1 synteza biatka Cas9 po
traktowaniu komorek doksycykling. Doksycykling w stezeniu 2 pg/ml podawano do
pozywki hodowlanej 24 godziny przed oraz w momencie transfekcji czasteczkami sgRNA.
Zastosowano transfekcj¢ odwrotng, czyli komorki Hues8-iCas9 zdysocjowane do
pojedynczych komérek z uzyciem TrypLE Express posiane byly w gestosci 1,5 x 10°
komorek/dotek (24-dotkowa ptytka) w pozywce E8 z dodatkiem 10 uM inhibitorow ROCK
(Y-27632, 10 uM) i1 odpowiednim stezeniem czasteczek sgRNA. Do lipofekcji uzyto
lipofektaminy RNAiMax. Kolejnego dnia zmieniono pozywke na §wieza pozywke Stem
Flex i komorki hodowano przez kolejne 24 godziny w zmieszanej populacji komorek typu
dzikiego 1 edytowanych metodg CRISPR. Nastepnie komorki posiano do pojedynczych

komorek w stezeniu klonalnym (1:10 000) na ptytki hodowlane 60 mm i hodowano przez
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tydzien. Potowa z pozostaltych komorek zostala zamrozona w celu zapewnienia kopii
zapasowej, natomiast druga polowa postuzyta do okreslenia efektywnosci edycji

CRISPR/Cas9.

Z komorek wyizolowano DNA, uzywajac gotowego zestawu Genomic Mini (A&A
Biotechnology) i przeprowadzono PCR z uzyciem polimerazy GoTaq G2 ze starterami
flankujagcymi miejsce edycji CRISPR/Cas9 w genomie. Profil termiczny reakcji PCR

przedstawiono w tabeli 9 (tab. 9).
Sktad mieszaniny reakcyjnej do PCR (10 ul):

e woda 5,15 pl,

e 5 x bufor GoTaq 2 pl,

e 10mM dNTP 0,2 pl,

e 25mM MgCl 0,6 pl,

e 5 uM mieszanina starteréw przedniego i tylnego 1 pl,
e matryca 1 pl,

e polimeraza GoTaq G2 0,05 pl.

Tabela 9. Profil termiczny reakcji PCR

Etap Temperatura Czas trwania Liczba cykli
Wstepna denaturacja 95°C 2 minuty 1
Denaturacja nici 95°C 15 sekund
Przylgczenie starterow 63°C 15 sekund 40
Amplifikacja 72°C I minuta 15 sekund
Terminacja 72°C 5 minut 1

Po reakcji PCR, 2 pl mieszaniny reakcyjnej poddano elektroforezie w 1% zelu
agarozowym. Natomiast 8 pl mieszaniny reakcyjnej oczyszczono uzywajac gotowego
zestawu EZ-10 (BioBasic). Oczyszczony produkt poddano sekwencjonowaniu DNA metoda
Sangera. Wyniki sekwencjonowania przeanalizowano, wykorzystujac platform¢ Benchling
oraz program FinchTV. Efektywnos¢ edycji CRISPR/Cas9 okreslono stosujac
bioinformatyczne narzedzie do wnioskowania edycji CRISPR (ICE Analysis;

synthego.com).

Po tygodniu hodowli w stezeniu klonalnym wybrane kolonie przeniesiono na dotek

ptytki 96-dotkowej. Rowny 1 okragly ksztatt kolonii wskazywal, ze wyrosta ona z
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pojedynczej komorki. Z kazdego klonu wyizolowano genomowe DNA 1 analizowano
analogicznie, jak opisano powyzej. Przyrownanie sekwencji DNA wybranego klonu do
sekwencji DNA typu dzikiego za pomocg platformy Benchling pozwolilo na wytypowanie

homozygotycznych klonéw z wytaczong ekspresjg ETV 1.

6.3. Analiza poziomu ekspresji genow metoda qPCR

Izolacja RNA

Komorki zostalty poddane lizie roztworem Trizolu (Invitrogen) wedlug protokotu
producenta. RNA zostato wyizolowane z wodnej fazy po dodaniu chloroformu. Wytracono
je za pomocg izopropanolu i1 oczyszczono 70% etanolem. Nastgpnie, RNA zawieszano w
wodzie wolnej od nukleaz i przechowywano w temperaturze -80°C. Stezenie probek RNA
mierzono na spektrofotometrze DeNovix DS-11 przy dlugosci fali 260 nm. Czysto$¢ kazdej
proébki oceniano, sprawdzajac stosunek 260/280 dla zanieczyszczenia biatka (probka RNA
uznana za czystg: ~ 2) i stosunek 260/230 dla zanieczyszczenia zwigzkiem organicznym
(probka RNA uznana za czysta: 2,0-2,2). Integralno$¢ RNA potwierdzano elektroforezg w

zelu agarozowym.

Odwrotna transkrypcja

Odwrotng transkrypcje przeprowadzono przy uzyciu zestawu RevertAid First Strand
cDNA (ThermoFisher) zgodnie z protokotem producenta. Do reakcji brano 1 pg catkowitego
RNA i usuwano ewentualne zanieczyszczenia DNA, stosujagc DNazg I. Do reakcji odwrotnej
transkrypcji zastosowano startery losowe heksamery. Produkt reakcji odwrotnej transkrypcji

przechowywano w -20°C.

Projektowanie starterow

Wszystkie startery zaprojektowano przy uzyciu platformy Primer-BLAST. W celu
wykluczenia ryzyka amplifikacji genomowego DNA startery projektowano na miejsca w
sekwencji odpowiadajace taczeniu eksondéw. Swoisto$¢ zaprojektowanych starterow
weryfikowano za pomocg BLAST. Krzywe topnienia produktéw przewidywano za pomoca

programu uMelt. Wszystkie startery syntetyzowane byty w Sigma Aldrich.
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Tabela 10. Lista starterow

Nazwa startera

Sekwencja startera (5'-3")

ACTB F ACAGAGCCTCGCCTTTGCCGAT
ACTB R ATCATCCATGGTGAGCTGGCGG
GAPDH F AAGGTGAAGGTCGGAGTCAA
GAPDH_R AATGAAGGGGTCATTGATGG
GATA4 F CGACACCCCAATCTCGATATGT
GATA4 R ACAGATAGTGACCCGTCCCA
HHEX F GAAATATCTCTCTCCGCCCGA
HHEX R GGGTTCTCCTGTTTTAGTCTCC
HOXA1 F GGTGTCCTACTCCCACTCAAG
HOXAl R TCTCCAACTTTCCCTGTTTTGG
MESP1 _F CACCGTCCCCGCTCCTT

MESP1 R AGAGACGGCGTCAGTTGTCC
MIXL1 F GGATCCAGCTTTTATTTTCTCCCC
MIXL1 R TCCAGGAGCACAGTGGTTGA
OTX2_F CGAGGGTGCAGGTATGGTTTA
OTX2_ R GCCACTTGTTCCACTCTCTGA
PAX6 F CGATAACATACCAAGCGTGTCA
PAX6 R TGCCCGTTCAACATCCTTAGT
PDGFRao_F CTATGTGCCAGACCCAGATGT
PDGFRao, R CAGGAGTCTCGGGATCAGTTG
SOX1_F GCAGGTCCAAGCACTTACAAG
SOX1_R GGGTGGTGGTGGTAATCTCTT
SOX17_F CGCTTTCATGGTGTGGGCTA
SOX17_R CTTCCACGACTTGCCCAGC
SOX2 F CATGCACCGCTACGACGT
SOX2 R CTGCGAGTAGGACATGCTGTA
SOX7_F TTTGGGCCAAGGACGAGAGG
SOX7 R CTTCCACGACTTTCCCAGCAT
MNXI1_F CAAGCTCAACAAGTACCTGTCG
MNX1 R GCTGCGTTTCCATTTCATCCG
CASZ1 F TGGAAAGTCACCCAAAGCCG
CASZ1 R CCCAAACTCTCGTAGCAGGT
MEIS2 F TCCAGCATCTCACACATCCG
MEIS2 R ACTGGTCAATCATGGGCTGT
MYH6_F CTACGCAACTGCCGATACTG
MYH6 R TGAGATTTTCCCGGTGGAGAG
TNNT2 F GAATGAGCGGGAGAAGGAGC
TNNT2 R TGCTTCTGGATGTAACCCCC

ETV1 ekson 1/2 F

GCGTGGCCTTCAGTCCCGTTAG

ETV1 ekson 1/2 R

CCGGGCAGCTCTGATTCGCAAA
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ETV1_ekson 3/4_F GCGAAGAGCAGCAGCATG

ETV1_ekson 3/4_R TCCTGACATTTGTTGGTTTCTCGT
ETV1 ekson 7/8 F TGCCTGCAGTCAAGAACAGCCC
ETV1_ekson 7/8_R GGGCCTCATTCCCACTTGTGGC

ETV1_ekson 12/13_F CTGAAGAGGTGGCCCGACGTTG
ETV1 ekson 12/13 R AGCGGAGTGAACGGCTAAGTTT

Ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym (qPCR)

Produkty cDNA z reakcji odwrotnej transkrypcji rozcienczono w wodzie wonnej od
nukleaz 20 razy przed reakcja qPCR. Wszystkie reakcje wykonano w 3 technicznych
powtorzeniach. Dla kazdej serii reakcji przygotowano kontrol¢ bez matrycy (wodna,
negatywna). Do przeprowadzenia reakcji qPCR zastosowano system Applied Biosystems™
QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR (ThermoFisher). Profil termiczny reakcji PCR
przedstawiono w tabeli 11 (tab. 11).

Sktad mieszaniny reakcyjnej do PCR (10 ul):

e power SYBR™ Green PCR Master Mix 5 pl,

e 5 uM mieszanina starteréw przedniego i tylnego (stgzenie koncowe starterow:
0,125 uM) 3 pl,

e rozcienczona matryca cDNA lub woda w kontroli bez matrycy 2 pl.

Tabela 11. Profil termiczny reakcji gPCR

Etap Temperatura Czas trwania Liczba cykli
) 50°C 2 minuty 1
Wstepna denaturacja ;
95°C 10 minut 1
Denaturacja nici 95°C 15 sekund
1 j 45
I"rzquf'zeme- starterow 63°C 1 minuta
i amplifikacja
.. 95°C 15 sekund 1
Krzywa topnienia ;
63-95°C 30 minut 1

Analiza wynikow

Dane z reakcji qPCR analizowane byly metoda AACt. Poziom ekspresji badanych
gendw zostal znormalizowany do poziomu ekspresji gendéw referencyjnych GAPDH
(dehydrogenaza 3-fosforanu aldehydu glicerynowego) lub ACTB (B-aktyna). Relatywna

warto$¢ ekspresji obliczano z pomocg wzorow:
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ACt A = Ct_genu badanego — Ct_genu referencyjnego

ACt B = Ct_genu badanego — Ct_genu referencyjnego

AACt=ACt B - ACt A

R =27 (-AACt)

gdzie:

ACt A — znormalizowana warto$¢ ekspresji w probie referencyjnej,

ACt B — znormalizowana warto$¢ ekspresji w probie badane;,

R — wzgledny poziom ekspresji obliczony jako krotno§¢ zmiany migdzy poziomem

ekspresji genow w badanej probie a probie referencyjne;.

6.4. Analiza transkryptomu

Sekwencjonowanie RNA

Catkowite RNA zostalo wyizolowane z komorek Hues8-1Cas9 typu dzikiego i ETV1-
KO z uzyciem metody wykorzystujacej Trizol (Invitrogen). Do przygotowania bibliotek
cDNA uzyto zestawu RNA Truseq RNA V2 zgodnie z protokotem producenta. Do kazdej
biblioteki uzyto po 1000 ng wyizolowanego RNA. Biblioteki zostaly przygotowane w
duplikatach. Do weryfikacji ilosciowej 1 jakosciowe] otrzymanych bibliotek uzyto
odpowiednio fluorometru Qubit (TFS) i zestawu DNA Agilent o wysokiej czutosci (Agilent
Technologies). Biblioteki zsekwencjonowano za pomoca sekwenatora Illumina HiScanSQ.
Sekwencjonowanie wykonano metoda z jednego konca z wydajnoscia 10 milionow
odczytow na probke. Z surowych odczytow uzyskano dane Fastp. Nastepnie, odczyty
zostaly przyréwnane do sekwencji ludzkiego genomu (Ensembl GRCh38 v2.7). Wartosci
ekspresji poszczegdlnych transkryptow uzyskano za pomoca programu FeatureCounts
V1.6.3. Analiz¢ réznicowej ekspresji genéw pomiedzy danymi z komoérek typu dzikiego i
ETVI1-KO przeprowadzono za pomocg programu iDEP.94. Geny o réznej ekspresji
pomigdzy badanymi probkami zidentyfikowano i1 znormalizowano za pomocg pakiety
DESeq2 (FDR < 0,05; wspotczynnik zmiany migdzy probkami > 2). Zidentyfikowane geny

o statystycznie zmienionej ekspresji pomi¢dzy danymi z komoérek typu dzikiego i ETV1-
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KO zostaty wybrane do dalszej analizy wzbogacenia termindéw funkcjonalnych (GO:terms).
Dane przeanalizowano pod katem lokalizacji w komorce (CC, ang. cellular component),
procesow biologicznych (BP, ang. biological processes) oraz szlakow metabolicznych
(KEGG) uzywajac programu DAVID, PANTHER i GeneCodis. Mapy ekspresji zostaty
stworzone uzywajac programu GraphPad Prism 8. Do hierarchicznego klastrowania

zastosowano metode $redniej normalizacji wedtug wzoru:

Warto$¢ transformowana = (x — $rednia) / (maks — min)

gdzie:

x — warto$¢ ekspresji danej proby,

srednia — $rednia warto$ci ekspresji ze wszystkich prob,

maks — maksymalna warto$¢ ekspresji wsrod wszystkich prob,

min — minimalna warto$¢ ekspresji wsréd wszystkich prob.

Sekwencjonowanie RNA 7 pojedynczych komorek

Sfery komorek PP typu dzikiego i ETV1-KO w 12 dniu réznicowania in vitro w kierunku
komorek B trzustki przemyto 2 razy roztworem HBSS i rozbito do pojedynczych komodrek
inkubujac w roztworze 1% trypsyny w 1 x PBS/0,5 mM EDTA w 37°C z wytrzasaniem 80
rpm. Nastepnie zawiesing sfer 1 komorek przepipetowano 15 razy i dezaktywowano
dziatanie trypsyny, rozcienczajac ja 3 razy w 20% roztworze surowicy cielgcej (FBS) w
DMEMF/12. Zawiesing komoérek wirowano przez 5 minut z predkoscia 300xg w
temperaturze pokojowej i zawieszono w 0,04% roztworze BSA w 1 x PBS. Komorki
przepuszczono przez sito o wielkosci porow 40 um w celu rozbicia sklejonych komorek.
Procedur¢ wirowania i przepuszczenia przez sito wykonano tacznie 3 razy. Ostatecznie
komorki policzono 1 8000 komoérek zatadowano na chip 10xGenomics. Krople zawierajace
pojedyncze komorki, bufor do lizy 1 mikrokulki pokryte starterami z kodem kreskowym
unikatowym dla kazdej komorki oraz UMI znakujace czasteczki mRNA uzyskano,
umieszczajac chip w maszynie Chromium 10xGenomics. Do przygotowania bibliotek
cDNA z pojedynczych komorek uzyto zestawu 3’ Single Cell v3.1 wedlug protokotu
producenta. Biblioteki zostaly przygotowane w duplikatach. Do weryfikacji jakosciowej 1

ilosciowej otrzymanych bibliotek uzyto Agilent TapeStation i tasmy High Sensitivity D1000
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ScreenTape®. Biblioteki zsekwencjonowano z dwoch koncow z rozdzielczoscia 40 tysigcy
odczytow na komorke. Analize¢ bioinformatyczng przeprowadzono z uzyciem skryptéw do
programu CellRanger. Do zintegrowania danych z komoérek PP typu dzikiego i ETV1-KO
uzyto algorytmu ,,cellranger agrr”. Analize¢ zr6znicowanej ekspresji oraz mapy rozktadu i
poziomu transkryptéw wykonano w programie Loupe Browser 6.2.0. Analize¢ wzbogacenia

termindéw funkcjonalnych przeprowadzono na platformie DAVID.

6.5. Analiza adhezji

Pasaz badanych komorek

Badane komorki typu dzikiego 1 ETV1-KO dysocjowano do pojedynczych komorek i
posiewano w stezeniu poczatkowym 1,5 x 10* komorek/cm?> w pozywce z dodatkiem
inhibitorow ROCK (Y-27632, 10 uM) lub bez. Komorki pasazowano na dotki 24—dotkowej
ptytki uprzednio pokrytej odpowiednim podtozem hodowlanym (Geltrex, witronektyna,

laminina V lub fibronektyna).

Geltrex rozcienczano w stosunku 1:70 w pozywce hodowlanej DMEM/FI12.
Witronektyne rozcienczano w 1 X PBS do stezenia koncowego 5 pg/ml. Laminina V obecna
byla w zebranej pozywce hodowlanej z kultury linii komérkowej 804-G. Na powierzchnie
jednego dotka plytki 24—dotkowej podawano 250 pl odpowiedniego podtoza hodowlanego
1 inkubowano przez godzing w 37°C. Po inkubacji nadmiar podtoza §ciggano i posiewano

badane komorki.

Fibronektyne rozcienczano w 1 x PBS do stezenia koncowego 0,06 pg/ul. Na
powierzchni¢ jednego dotka 24 dotkowej plytki podawano 100 ul fibronektyny i
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 45 minut. W tym czasie podana objetosé

fibronektyny odparowata. Po inkubacji posiewano badane komorki.

24 godziny po pasazu komorki poddawano analizie adhezji z wykorzystaniem barwienia

fioletem krystalicznym.
Barwienie fioletem krystalicznym

Komorki utrwalono 4% roztworem paraformaldehydu (PFA) w 1 x PBS przez 15 minut
w temperaturze pokojowej. Nastgpnie, utrwalone komorki barwiono $wiezo

przygotowanym 0,1% roztworem fioletu krystalicznego w wodzie przez 30 minut z
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wytrzasaniem w temperaturze pokojowej. Wybarwione komorki przeptukano dwa razy
woda i lizowano uzywajac 0,2% roztworu SDS w 1 x PBS przez 30 minut. Absorbancj¢
mierzono za pomocg spektrofotometru TEKAN SPARK przy dlugosci fali 550 nm. Warto$¢
absorbancji normalizowano do wartosci absorbancji z dotkéw pokrytych odpowiednim
podtozem hodowlanym bez komérek i przyrownano w programie GraphPad Prism 8.4.2 do

uprzednio wyznaczonej krzywej standardowe;.
Ustalenie krzywej

W celu ustalenia krzywej standardowej komorki typu dzikiego i ETV1-KO rozbito do
pojedynczych komorek i1 posiano w medium Stem Flex z dodatkiem inhibitorow ROCK (Y-
27632, 10 uM) po 3125, 6250, 12 500, 25 000, 50 000, 100 000, 150 000, 200 000, 250 000,
300 000, 350 000, 400 000, 500 000 i 800 000 komorek na dotek ptytki 24—dotkowe;j
(powierzchnia dotka 2 cm?). W celu zmniejszenia réznic w adhezji pomiedzy komorkami
typu dzikiego 1 ETV1-KO badane linie zmieszano w stosunku 1:1 podczas pasazu. Nast¢pnie
24 godziny po pasazu, komorki utrwalono i1 wybarwiono fioletem krystalicznym,
analogicznie do opisu powyzej. Absorbancj¢ zmierzono za pomoca spektrofotometru
TEKAN SPARK przy dlugosci fali 550 nm. Uzyskane warto$ci absorbancji
znormalizowano do warto$ci absorbancji uzyskanej z dotka pokrytego wytacznie podtozem
Geltrex. Otrzymane warto$ci postuzyly do stworzenia krzywej standardowej w programie

GraphPad Prism 8.4.2 (rye. 77).
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Rycina 77. Krzywa standardowa absorbancji 0,2% SDS z fioletem krystalicznym uwolnionym 7 komorek na
diugosci fali 550 nm. A. Poczatkowa ilos¢ komorek 3125 — 800000. B. Czgs¢ krzywej standardowej dla
poczatkowej ilosci komorek 3125 — 50000.
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6.6. Analiza w IncuCyte

Do $ledzenia zywych komoérek zastosowano urzadzenie do obrazowania zywych
komorek IncuCyte (Sartorius). Do analizy krzywej wzrostu, komorki typu dzikiego lub
ETV1-KO wysiano w gesto$ci poczatkowej 1,5 x 10 komorek/cm?, 2,5 x 10* komorek/cm?
lub 5 x 10* komérek/cm? na dotki 24 dotkowych ptytek hodowlanych pokrytych podtozem
Geltrex. Komorki inkubowano przez 96 godzin z interwatem 2—godzinnym w 37°C w
atmosferze zawierajacej 5% COz. Konfluencje kultur mierzono w czasie rzeczywistym za
pomoca oprogramowania IncuCyte Base Analysis Software (Sartorius). Proliferacje
komoérek monitorowano, analizujgc zmiang obszaru zajmowanych obrazow komorek
(procent konfluencji) w czasie. Do eksperymentu monitorujacego zywotno$¢ komorek po
wywotaniu podwyzszonej ekspresji E7V1 do identyfikacji poszczegolnych komodrek uzyto

biatka GFP, ktore byto kodowane przez wprowadzony do komorek plazmid.

6.7. Podwyzszona ekspresja ETV1

Startery zostaty zaprojektowane za pomocg narzedzia Benchling Assembly Wizard na
platformie Benchling (tab. 12).

Tabela 12. Lista starterow uzytych do amplifikacji cDNA ETV1.

Nazwa startera Sekwencja startera (5'-3")
ETVI1-FLAG-EGFP_F ggtaccgegggeccgggatcccaccATGGATGGATTTTAT
ETV1-FLAG-EGFP_R gtcatccttgtaatcacgcgTATACACGTAGCCTTCGTTG
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TE-pa-R, HEV TK poly({A) signal

Heo-F

pER3220ri-F

Pscl

+1
MNea-R
5fil
+1
+1
*1 +1
CHY-F
+1
+2
6
+ PETV1-FLAG-EGFP +2
+1
+ 6284 bp
+1
+1
+1 +1
1
Flori-F +1
BspTL +1
EBY-rev +2
+2 ET¥1-881 Exon 9
ibal ET¥1-881 Exon 14
Notl ET¥W1-881 Exon 11
EGFP-C

ETV1-8a1 Exon 12
ETv1-881 Exon 13
EXFP-R ETV1-@21 Exon 14
FLAG, +5

Rycina 78. Konstrukt do podwyzszonej ekspresji ETV1 na bazie plazmidu N1-FLAG-EGFP. Transkrypt

ETV1 wklonowano do plazmidu pod promotorem CMV i za sekwencja Kozak.

Sekwencje cDNA ETV1 amplifikowano metoda PCR z polimerazag Q5 w warunkach
cyklicznej dwuetapowej reakcji PCR.

Sktad mieszaniny reakcyjnej do PCR (50 pl):

e woda 32,5 ul,

e 5 xbufor Q5 10 ul,

e 10mM dNTP 1 pl,

e 5 uM mieszanina starterOw przedniego i tylnego 5 pl,
e matryca I ul (200 ng),

e polimeraza Q5 0,5 pl.

Profil termiczny reakcji PCR przedstawiono w tabeli 13 (tab. 13).
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Tabela 13. Profil termiczny reakcji PCR

Etap Temperatura Czas trwania Liczba cykli
Wstepna denaturacja 98°C 2 minuty 1
Denaturacja nici 98°C 15 sekund
Przylgczenie starterow 62°C 15 sekund 15
Amplifikacja 72°C 1 minuta 10 sekund
Denaturacja nici 98°C 15 sekund
Przylgczenie starterow 72°C 15 sekund 25
Amplifikacja 72°C 1 minuta 10 sekund
Terminacja 72°C 2 minuty 1

Produkt PCR wyizolowano z 1,2% zelu agarozowego za pomoca gotowego zestawu

PureLink Quick Gel Extraction Kit w objetosci koncowej 50 pl.

Plazmid zostat przeciecty w odpowiednich miejscach sekwencji enzymami
restrykcyjnymi  Xhol i Mlul (Thermo Fisher Scientific). Inkubacja z enzymami
restrykcyjnymi trwata 4 godziny w 37°C, nastepnie, aby zakonczy¢ trawienie temperature
podniesiono do 80°C i inkubowano przez 20 minut. Przeciety plazmid wycieto z 0,8% zelu

agarozowego 1 izolowano za pomocg PureLink Quick Gel Extraction Kit w koncowe;j

objetosci 25 pl.

Do ligacji cDNA ETV1 z przecigtym plazmidem uzyto zestawu The NEBuilder HiFi
DNA Assembly Cloning Kit (NEB) w stosunku wektor:insert 1:2. Ztozony plazmid zostat
poddany sekwencjonowaniu metoda Sangera w celu weryfikacji prawidlowego

wklonowania insertu i wykluczenia powstania mutacji.

Plazmid z sekwencja bez mutacji, zostat namnozony w komorkach E.coli. Plazmid zostat
transformowany do komorek bakterii kompetentnych za pomoca szoku cieplnego. Bakterie
hodowane byly w pozywce Lennox-Broth (LB). Po 20—minutowej inkubacji na lodzie
zawiesiny bakteryjnej z 10 ug plazmidu, probowki umieszczano w temperaturze 42°C na 90
sekund i ponownie inkubowano na lodzie przez 5 minut. Transformowane bakterie
rozsiewano na szalki Petriego w statej pozywce LB z dodatkiem antybiotyku selekcyjnego 1
inkubowano przez noc w 37°C. Nastgpnego dnia pojedyncze kolonie bakteryjne
umieszczano w ptynnej pozywce LB z dodatkiem antybiotyku selekcyjnego. Hodowle
bakteryjng ptynng inkubowano w temperaturze 37°C z wytrzasaniem 150 rpm. Namnozong

hodowle bakteryjng wirowano 30 minut przy 2000 rpm. Z otrzymanego osadu izolowano
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plazmid za pomocg zestawu PureLink™ Fast Low-Endotoxin Midi Plasmid Purification Kit

(ThermoScientific).

Komoérki Hues8-1Cas9 typu dzikiego i ETV1-KO transfekowane plazmidem kontrolnym
lub z sekwencja cDNA ETV1 po 750 ng kazdego plazmidu, uzywajac lipofektaminy STEM

(Thermo Fisher Scientific) wedlug protokotu producenta.

6.8. Analiza bialek

Barwienie immunofluorescnencyjne komdorek adhezyjnych

Komorki utrwalono 4% roztworem paraformaldehydu (PFA) w 1 x PBS przez 15 minut
w temperaturze pokojowej i przeplukano 3 razy 1 X PBS. Utrwalone komorki
przechowywano maksymalnie miesiagc w 1 X PBS w 4°C lub procedowano dalej protokotem
barwienia. Uzywajac 0,5% roztwor Tritonu X-100 w 1 x PBS, komorki permeabilizowano
przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Nastgpnie przeprowadzono blokowanie
niespecyficznych biatek uzywajac 3% roztworu BSA w 0,1% roztworze Tween20 w 1 X
PBS. Inkubacja z roztworem blokujagcym przeprowadzona byta w temperaturze pokojowe;j i
trwata 30 minut. Nastepnie, probki byly inkubowane przez noc w 4°C z przeciwciatami
pierwszorzedowymi rozcienhczonymi w 5% roztworze surowicy oslej (NDS, ang. normal
donkey serum). Przeciwciata pierwszorzedowe rozcienczone byly do odpowiedniego
stezenia, wedtug zalecen producenta lub bazujac na publikacjach naukowych, w ktérych
przeciwciala byly uzyte. Po inkubacji z roztworem przeciwciat pierwszorzedowych,
komorki byly przeptukiwane 3 razy przez 10 minut w temperaturze pokojowej w 0,1%
roztworze Tween20 w 1 x PBS. Potem komorki inkubowane byly przez 2 godziny w
temperaturze pokojowej w roztworze przeciwciat drugorzedowych rozcienczonych 1:400 w
5% roztworze NDS. Przeciwciata drugorzedowe potaczone byly z fluorochromami Alexa
Fluor 488, Rhodamina TRITC lub Alexa Fluor 647 (Jackson Immunoresearch). Nadmiar
przeciwcial drugorzedowych usunigty byt przez 2 plukania po 5 minut kazde w 0,1%
roztworze Tween20 w 1 x PBS. Na koniec komorki inkubowane byty w roztworze 1:10000
DAPI w 1 x PBS. Wybarwione komorki obserwowane byty przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego Leica DM IL-Led (Leica, Niemcy) lub mikroskopu konfokalnego Nikon
AlRsi (Nikon, Niemcy). Obiektywy dla mikroskopu Leica DM IL-Led: N Plan Fluor
4x/0.12, N Plan Fluor 10x/0.30, N Plan Fluor 20x/0.40 i N Plan Fluor 40x/0.60. Program
komputerowy dla mikroskopu Leica DM IL-Led: JENOPTIK Gryphax. Obiektywy dla
mikroskopu konfikalnego Nikon A1Rsi: Plan Fluor 4x/0.13, Plan Apo 10x/0.45 DIC NI,
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Plan Apo VC 20x/0.75 DIC N2, Apo 40x/1.25 WI AS DIC N2 I Plan Apo VC 60x/1.4 Oil
DIC N2. Program komputerowy dla mikroskopu Nikon A1Rsi: Nikon NIS Elements.
Zdjecia analizowano i oznaczano ilosciowo w programie ImagelJ z wykorzystaniem funkcji

mierzenia powierzchni i §redniej intensywnosci fluorescenc;i.

Barwienie immunofluorescencyjne mysich trzustek

Zwierzgta hodowano w zwierzg¢tarni Wielkopolskiego Centrum Zaawansowanych
Technologii w Poznaniu. Zwierz¢ta byty hodowane w odpowiednich warunkach, ktore
spetniaty normy okreslone w ustawie z dnia 15 stycznia 2015 roku o ochronie zwierzat
wykorzystywanych do celow naukowych 1 edukacyjnych. Trzustki embrionalnych 1
dorostych myszy Mus musculus szczepu CD1 (AnimaLab, nr katalogowy 241011) zostaty
wykorzystane do barwienia immunofluorescencyjnego. Samica i samiec zostali ze soba
sparowani 1 od momentu pojawienia si¢ czopu kopulacyjnego zaczg¢to liczy¢ dni
embrionalne zaczynajac od dnia €0,5. Zwierzg¢ta byly uSmiercane wedlug wytycznych
okreslonych w ustawie dnia 15 stycznia 2015 roku o ochronie zwierzat wykorzystywanych

do celow naukowych i edukacyjnych.

Mysie embrionalne oraz rozwinigte trzustki po sekcji utrwalono w 4% roztworze
paraformaldehydu (PFA) w 1 x PBS przez noc w temperaturze 4°C i przeptukano 3 razy 1
x PBS. Utrwalone trzustki odwodniono za pomocg inkubacji w 4°C w 15% roztworze
sacharozy przez 4 godziny, a nast¢gpnie w 4°C w 30% roztworze sacharozy przez noc.
Nastepnie trzustki zatopiono w macierzy do krioskrawkéw O.C.T. i zamrazano w cieklym
azocie. Zamrozone bloczki przechowywano w temperaturze -80°C. Bloczki krojono na
kriostacie w temperaturze -24°C na skrawki grubosci 10—-12 um, na szkietka podstawowe
Superfrost. Szkietka ze skrawkami przechowywano w temperaturze -80°C. Przed
rozpoczgciem barwienia szkietka ogrzewano w temperaturze pokojowej przez 30 minut 1
ptukano 3 razy po 10 minut w 1 x PBS w celu pozbycia si¢ macierzy O.C.T. Potem skrawki

barwiono wedlug protokotu barwienia komoérek adhezyjnych opisanego powyze;.

Barwienie immunofluorescencyjne organoidow 3D

Organoidy 3D zbierano w minimalnej objetosci pozywki i przenoszono do roztworu 1%
BSA w 1 x PBS na lodzie, aby zapobiec sklejaniu si¢ sfer ze sobg. Po jednym ptukaniu z
uzyciem 1 x PBS, organoidy utrwalano 4% roztworem paraformaldehydu (PFA) w 1 x PBS

przez 45 minut w temperaturze 4°C i ptukano jednokrotnie 0,1% roztworem Tween20 w 1
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x PBS. Podstawowym roztworem wykorzystywanym w dalszej czesci protokotu barwienia
immunofluorescencyjnego organoidow byt bufor do plukania organoidéw (OWB, ang.
organoid wash buffer; 2% BSA, 0,1% Triton X-100, 0,025% SDS, 1 x PBS). Organoidy
inkubowano przez noc w temperaturze 4°C z przeciwcialami pierwszorzedowymi
rozcienczonymi wedtug zalecen producenta w roztworze OWB. Po 3 ptukaniach w OWB
(pierwsze szybkie, dwa kolejne po 1 godzing) w temperaturze 4°C, organoidy inkubowano
przez noc w temperaturze 4°C w roztworze przeciwciat drugorzgdowych rozcienczonych
1:400 1 1:10000 DAPI w OWB. Przeciwciata drugorzedowe potaczone byly z
fluorochromami Alexa Fluor 488, Rhodamina TRITC lub Alexa Fluor 647 (Jackson
Immunoresearch). Nastepnie organoidy ptukano 2 razy w 0,1% roztworze Tween20 w 1 x
PBS (pierwsze szybkie, kolejne przez 1 godzing) w temperaturze 4°C. Wybarwione
organoidy przenoszono na plytke ze szklanym dnem poprawiajaca jako$¢ obrazowania 1
wykonywania zdje¢. Wybarwione organoidy obrazowane byly na mikroskopie konfokalnym
Nikon A1Rsi (Nikon, Niemcy). Obiektywy dla mikroskopu konfokalnego Nikon A1Rsi:
Plan Fluor 4x/0.13, Plan Apo 10x/0.45 DIC N1, Plan Apo VC 20x/0.75 DIC N2, Apo
40x/1.25 WI AS DIC N2 I Plan Apo VC 60x/1.4 Oil DIC N2. Program komputerowy dla
mikroskopu Nikon A1Rsi: Nikon NIS Elements. Zdjecia analizowano 1 oznaczano ilo§ciowo
w programie Image] z wykorzystaniem funkcji mierzenia powierzchni. Powierzchnig¢
komorek wykazujacych syntez¢ okreslonego biatka markerowego znormalizowano do

powierzchni DAPI.

Western blot

Ekstrakty biatkowe izolowane byty z badanych komorek przy uzyciu lizujacego buforu
RIPA (50 mM Tris-HCL, pH = 8,0, 150 mM NaCl, 1% Nonidet-40, 0,5% sodium
deoxycholate, 0,1% SDS, 1% inhibitor proteaz 1 fosfataz, 1% EDTA, 0,1% PMSF) I
przechowywane w temperaturze -80°C. Stezenie biatek okreslane bylo z uzyciem metody
wykorzystujacej kwas bicynchoninowy (BCA) w gotowym zestawie do analizy BCA. Do
analizy uzywano 30 pg ekstraktu biatkkowego uprzednio inkubowanego przez 10 minut w
temperaturze 70°C buforze obcigzajacym (Bolt LDS buffer ThermoFisher). 30 pg ekstraktu
bialkowego rozciggano w 4-12% zelu Bis-akrylamidowym (4-12% Bis-Tris Plus Gel
ThermoFisher). Elektroforez¢ prowadzono przy 165 V przez 10 minut, a nastgpnie 200 V
przez dodatkowe 30 minut, przy statym pradzie 100 amperéw. Powstale prazki przeniesiono
na membrany PVDF (Thermo Fisher Scientific) przez 10 minut w urzadzeniu BioRad Trans-

Blot Turbo Transfer System. Nast¢gpnie, membrany zablokowano 0,125% odtluszczonym
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mlekiem w proszku lub 1% BSA w roztworze 0,05% Tween20 w 1 x TBS 1 inkubowano z
pierwszorzedowymi i drugorzedowymi przeciwcialami potagczonymi z peroksydaza
chrzanowa (HRP). Kompleksy przeciwciato-antygen wizualizowano za pomoca
wzmocnionej chemiluminescencji (ECL) za pomocg substratu Pierce™ ECL WB substrat
(Thermo Scientific) i wykrywano za pomoca systemu G:Box (Syngene). Wyniki oznaczono

ilosciowo w programie ImagelJ z funkcja analizy zelu.
Cytometria przeplywowa

Komoérki zdysocjowano za pomocg TrypLE w celu uzyskania zawiesiny pojedynczych
komorek. Nastepnie komorki utrwalano przez inkubacje z 4% roztworem paraformaldehydu
(PFA) w 1 x PBS z 0,1% saponing przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Utrwalone
komorki przemyto jednorazowo roztworem 0,1% saponiny z 1% BSA w 1 x PBS. Zawiesing
komoérkowa wirowano 1000xg przez 5 minut w temperaturze 4°C. Osad komoérkowy
zawieszono w 1 ml roztworu 0,1% saponiny z 1% BSA w 1 x PBS, policzono i 3 x 10*
komoérek pobierano do jednego barwienia. Zawiesing 3 x 10* komorek inkubowano z
przeciwcialami pierwszorzgdowymi przez noc w 4°C z wytrzasaniem. Przeciwciata
rozcienczone byly w roztworze 0,1% saponiny z 1% BSA w 1 x PBS. Nastepnego dnia
komorki przemywano dwukrotnie roztworem 0,1% saponiny z 1% BSA w 1 x PBS i
inkubowano z drugorzedowymi przeciwciatami polaczonymi z fluorochromami Rhodamine
TRITC lub Alexa Fluor 647 (Jackson Immunoresearch) rozcienczonymi 1:800 w roztworze
0,1% saponiny z 1% BSA w 1 x PBS. Inkubacja z przeciwciatami drugorzedowymi trwata
1 godzing w temperaturze pokojowej. Nadmiar drugorzedowych przeciwciat usunigto przez
jednokrotne przemycie 1 x PBS. Po ptukaniu komoérki ponownie zawieszano w 1 x PBS,
zastosowano bezposrednio do analizy cytometrii przeptywowej. Dane z analiz uzyskano za
pomoca cytometru Guava EasyCyte HT (Millipore). Analize danych, w tym bramkowanie,
ocen¢ ilosciowg 1 generowanie wykresoOw gestosci/histogramoéw, przeprowadzono za

pomoca oprogramowania Guava EasyCyte (Millipore).

6.9. Réznicowanie in vitro ludzkich komorek PSC

RoZnicowanie spontaniczne

Réznicowanie spontaniczne przeprowadzano w formie organoidow 3D, plytka przez

caly czas roznicowania byta na wytrzasarce orbitalnej. Pozywke bez dodatku zwigzkow
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utrzymujacych pluripotencj¢ zmieniano codziennie. Przez pierwsze 48 godzin podawano
pozywke S1, nastgpnie pozywke S2 (tab. 14).

Tabela 14. Sktad poZywki do roinicowania spontanicznego

Odczynnik Stezenie koncowe
Poiywka S1
Pozywka Advanced DMEM/F12 1
Penicylina/Streptomycyna (10,000 U/mL, 100x) 1%
Suplement Glutamax (100x) 1x
Ptlodowa surowica cieleca (FBS) 2%
Pozywka S2
Pozywka Advanced DMEM/F12 I
Penicylina/Streptomycyna (10 000 U/mL, 100x) 1%, 100 U/ml
Suplement Glutamax (100x) 1x
Ptodowa surowica cieleca (FBS) 10%
Roztwor aminokwaséw (NEAA, 100x) Ix

Roznicowanie w kierunku komorek B trzustki

Réznicowanie w kierunku komorek [ trzustki przeprowadzano w formie organoidow
3D, plytka przez caty czas r6znicowania byta na wytrzasarce orbitalnej. Przed rozpoczeciem
réznicowania organoidy przeptukano pozywka DMEM/F12. Pozywke roznicujaca do dnia
20 zmieniano codziennie, po dniu 20 co dwa dni. Szczegdtowy sktad podstawowych

pozywek przedstawiono w tabeli 15 (tab. 15).
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Tabela 15. Szczegolowy sklad podstawowych poiywek roZnicujqcych

Dzien 1-3 Dzien 4-6 Dzien 7-12 | Dzien 13-19 | Dzien 20-26
Odczynnik (pozywka (pozywka (pozywka (pozywka (pozywka

S1) S2) S3) S5) ESFM)
Pozywka MCDB131 1% 1% 1% 1% 1%
Suplement Glutamax
(1 00><) 1x 1x 1x 1x 1x
Penicylina/Streptomycyna
(10,000 U/mL, 100%) 1%, 100 U/ml | 1%, 100 U/ml | 1%, 100 U/ml | 1x, 100 U/ml | 1%, 100 U/ml
Glukoza 2,44 mM 2,44 mM 2,44 mM 20 mM 2,6 mM
Wodoroweglan sodu 29 mM 13 mM 13 mM 18,5 mM -
Roztwor aminokwasoéw i i ) ) I
(NEAA, 100x)
BSA 2% 2% 2% 2% 2,1%
ITS-X 2100 ml | 2 ui/100 mi | 00 WV100-1 500 wi/100 -

ml ml

Siarczan cynku - - - 260 nM 1,04 uM
Siarczan heparyny - - - - 10 mg/1
Pierwiastki §ladowe A i i ) ) 1
(1000x)
Pierwiastki §ladowe B i i ) ) 1
(1000x)

Zwiazki niskoczgsteczkowe 1 biatka kierunkujgce roznicowaniem dodawano na §wiezo

kazdego dnia do odpowiedniej objetosci podstawowej pozywki roznicujacej. Szczegdtowy

sktad pozywki réznicujacej uzywanej podczas réznicowania podano ponizej (ryc. 76). W

nawiasie zapisano stezenie koncowe zwiazku niskoczasteczkowego lub biatka.

e Dzien 1: podstawowa pozywka S1, CHIR99021 (3 uM), aktywina A (100 ng/ml),
witamina C (250 uM).

e Dzien 2-3: podstawowa pozywka S1, aktywina A (100 ng/ml), witamina C (250 uM).

e Dzien 4-6: podstawowa pozywka S2, KGF (50 ng/ml), witamina C (250 uM), IWP2
(1,25 uM).

e Dzien 7: podstawowa pozywka S3, KGF (50 ng/ml), kwas retinowy (2 uM), PdBu
(500 nM), SANT-1 (250 nM), LDN193189 (200 nM), witamina C (250 uM), Y-27632
(10 uM).

e Dzien 8-12: podstawowa pozywka S3, aktywina A (5 ng/mL), KGF (50 ng/ml), kwas
retinowy (100 nM), SANT-1 (250 nM), witamina C (250 uM), Y-27632 (10 uM),
IWP2 (1,25 uM), EGF (100 ng/mL), nikotynamida (10 mM).
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e Dzien 13-19: podstawowa pozywka S5, kwas retinowy (100 nM), SANT-1 (250 nM),
LY-411575 (1 uM), hormon T3 (1 uM), inhibitor Alk5 (10 uM), betacelulina (20
ng/mL), witamina C (250 uM).

e Dzien 20-26: podstawowa pozywka ESFM.

dzien 1 dzien 4 dzien 7 dzien 8 dzien 12 dzien 19 dzien >20
=" CHIR99021 KGF KGF " Aktywina A kwas retinowy podstawowa
Aktywina A IWP2 kwas retinowy KGF SANT-1 pozywka
witamina C witamina C PdBu kwas retinowy LY-411575 ESFM
SANT-1 SANT-1 hormon T3
LDN193189 witamina C inhibitor Alk5
Y-27632 Y-27632 betacelulina
witamina C IWP2 witamina C
EGF

Nikotynamida

Rycina 76. Etapy roinicowania in vitro z ludzkich PSC w kierunku komorek f trzustki. Na schemacie
zaznaczono poszczeg6lne stadia (w kotach), w ktorym dniu ré6znicowania osigga si¢ dane stadium (nad kotami)
oraz zwigzki niskoczasteczkowe, biatka i czynniki wzrostu wplywajace na osiagnigcie przez réznicowane
komorki okreslonego stadium (pod strzatkami)

6.10. Spis materialow

Biologia molekularna

Tabela 16. Spis materiatow wykorzystywanych do biologii molekularnej

Odczynnik Producent Nr katalogowy
Zestawy

Agilent High sensitivity DNA Agilent 5067-4626
Agilent RNA 6000 Nano Agilent 5067-1511
CUT&RUN Cell Signaling 8665S
GeneJET PCR Purification Kit Thermo Fisher Scientific K0702
Genomic minizestaw do izolacji .
genomowego DNA A&A Biotechnology 116-250
GoTaq G2 Hot Start Promega M7405
MEGAclear™ Transcription Clean-Up Invitrogen AM1908
MEGAshortscript™ T7 Transcription Kit Thermo Fisher Scientific AM1354
NEBNext Ultra II Directional RNA Library
Prep Kit for [llumina® NEB E7760G
NEBNext.® Multiplex Oligos for Illumina® NEB E7335S
(Index Primers Set 1)

™ 1 1
NEBNex.t® Ultra™ II DNA Library Prep Kit NEB E7645S
for Illumina®
NEBuilder HiFi DNA assembly kit NEB E2621L
Pozywka LB Bioshop 3400-010-02
PureLink™ Fast Low-Endotoxin Midi . .
Plasmid Purification Kit Thermo Fisher Scientific K210012
PureLink™ Quick Gel Extraction Kit Thermo Fisher Scientific K210012
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Q5 start high-fidelity NEB MO0493L
Qubit™ dsDNA HS Assay Kit Invitrogen Q32850
Qubit™ dsDNA standardy Invitrogen Q32854
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit | Thermo Fisher Scientific K1622
PCR i gPCR
Power SYBR Green PCR Thermo Fisher Scientific 4367659
dNTP (100 mM) Thermo Fisher Scientific RO182
TRIzol™ roztwor Thermo Fisher Scientific 15596026
GlycoBlue Coprecipitant Invitrogen AM9516
6% bufor obcigzajacy do DNA Thermo Fisher Scientific RO611
Bromek etydyny (10 mg/ml) IBI Scientific 1B40075
DNA Marker 1 A&A Biotechnology 3000-500
Agaroza Sigma Aldrich A9539
Enzymy
DNase I, RNase-free (1 U/uL) Thermo Fisher Scientific ENO0521
FastDigest Xhol Thermo Fisher Scientific FD0694
FastDigest Mlul Thermo Fisher Scientific FDO0564
Odczynniki do buforow
Tween20 Bioshop TWN510.100
Triton X-100 Bioshop TRX777.100
Dimetylosulfotlenek (DMSO) Bioshop DMS555.1
Chloroform CZDA 98,5% Chempur 363-112344306
Izopropanol CZDA 99,7% Chempur 363-117515002
Etanol CZDA 99,8% Chempur 363-113964800
TRIS-HCI Bioshop TRS002.1
NaCl Sigma Aldrich 16818
Nonidet-P40 Bioshop NONS505.100
Deoksycholan sodu Bioshop DCA333
SDS Bioshop SDS999.500
Glicerol Bioshop GLYO001.500
EDTA Bioshop EDTO001.1
1 x PBS Invitrogen 3002
Inne
oiraPure™ DNase/RNase-Free Distlled | Thermo Fisher Scientific | 10977035
NEB Turbo Competent E. coli NEB C29841
Kanamycyna IBI Scientific 1B02120
Lipofectamine RNAiMax Thermo Fisher Scientific 13778-100
Lipofectamine Stem Thermo Fisher Scientific STEMO00001
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Analiza bialek

Tabela 17. Spis przeciwcial i materialow wykorzystywanych do analizy bialek. Cz — cztowiek; My —
mysz; Sz — szczur; Kr — Krélik; Ma — malpa; Ku — kurczak; DP — danio pregowany; Ch — chomik

Antygen Gatunek | Specyficzno$é Producent Nr Rozcienczenie | Metoda
katalogowy
Przeciwciala pierwszorzedowe
a-TUBULIN Krolik % MY: 52| Merck Millipore |04-1117 | 1:2000 WB
AKT Krolik 1(\:/[25 My, 82| el Signaling | C67E7 1:1000 WB
AKT Cz, My, sz
fosforylowany Kroélik » VY5 52, Cell Signaling #9271 1:1000 WB
Ch, Ma
(Serd73)
CDHI1 Koza Cz, My R&D AF748 1:100 IF
CHGA Mysz Cz, My, Sz Santa Cruz sc-393941 | 1:200 IF
CHGA Kroélik Cz, My, Ma Abcam ab15160 1:200 IF
ETV1 Krolik | Cz, My, Sz Abcam ab184120 | 1:1500 IF
ETV1 Mysz Cz R&D MAB9398 | 1:500 WB
ETV1 Krélik | Cz Invitrogen PA5-67447 | 1:100 IF
FOXA2 Krolik Cz, My, Sz Merck Millipore | 07-633 1:250 IF
GAPDH Mysz % MY, 82, | Merck Millipore | MAB374 | 1:2000 WB
GCG Mysz Cz, My, Sz Santa Cruz sc-514592 | 1:100 IF
ITGAS Mysz Cz Santa Cruz sc-9969 1:100 IF
NANOG Koza Cz R&D AF1997 1:40 IF
Cz, My, Sz, )
NKX6-1 Mysz Ku, DP DSHB F55A10 1:20 IF
OCT3/4 Mysz Cz, My, Sz Santa Cruz sc-5279 1:100 IF, FC
PDX1 Koza Cz R&D AF2419 1:100 IF
Peptyd C Szezur | Cz DSHB GN-ID4  |1:20 IF
(proinsulina)
pHH3 Krolik Cz, My Merck Millipore | 06-570 1:100 IF
PXN Mysz Cz Santa Cruz sc-365379 | 1:100 IF
SOX17 Koza Cz R&D AF1924 1:100 IF
SOX2 Koza Cz Santa Cruz sc-17320 1:300 IF
SOX9 Krolik %1 MY. 52| Merck Millipore | ABS535 | 1:100 IF
VCL Mysz Cz Santa Cruz sc-73614 1:100 IF
Przeciwciala drugorzedowe

. Mysie I1gG Jackson 715-545- .
AlexaFluor488 Osiot (H+L) Immunoresearch | 150 1:400 IF

. Krolicze IgG | Jackson 711-545- .
AlexaFluor488 Osiot (H+1) Immunoresearch | 152 1:400 IF, FC

. Kozie IgG Jackson 705-545- .
AlexaFluor488 Osiot (H+1) Immunoresearch | 147 1:400 IF

. Kozie IgG Jackson 705-025- .
TRITC Osiol (H+L) Immunoresearch | 147 1:400 IF

. Mysie IgG Jackson 715-025- i
TRITC Osiol (H+L) Immunoresearch | 150 1:400 IF

. Krolicze IgG | Jackson 711-025- i
TRITC Osiol (H+L) Immunoresearch | 152 1:400 IF

. Szczurze IgG | Jackson 712-025- i
TRITC Osiol (H+L) Immunoresearch | 153 1:400 IF

. Kozie 1gG Jackson 705-605- .
AlexaFluor647 Osiot (H+L) Immunorescarch | 147 1:400 IF
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AlexaFluor647 | Osiot ETL“;ZG 1gG {f;;ﬁ;research Z; ;605 T |1:400 IF, FC
AlexaFluor647 | Osiot 1(\14{?5 1gG {f;;i‘g;research Zg 605~ 11400 IF
iﬁiﬁ:ﬁg\ifzﬁm Koza  |Krolicze IgG | Sigma Aldrich | A9169 1:4000 WB
iﬁiﬁ:ﬁg\ifzﬁm Krolik | MysieIgG | A9044 A9044 1:4000 WB
Surowica
8?112. Normal | Osiol - {aCkSOH 017-000- | 50, IF
Donkey Serum) mmunoresearch | 121
Inne

Odczynnik Producent Nr katalogowy
DAPI Sigma Aldrich D9542
SiR-DNA Tebu-bio 251SC007
O.C.T. VWR 361603E
Szkietka nakrywkowe Zeiss 474030-9000-000
Szkietka podstawowe Superfrost VWR 631-0108
]SSri(;(rircla(I)(n%rzemw blaknigciu ProLong™ Invitrogen P36961
Paraformaldehyd Sigma Aldrich 158127
Glicerol Bioshop GLY001.500
Saponina Carl Roth ROTH-4185.1
Sacharoza Merck Millipore S0389
Halt™ inhibitor proteaz i fosfataz (100x) Thermo Fisher Scientific 78441
Pierce™ ECL WB substrat Thermo Fisher Scientific 32209
PVDF membrana, 0.45 pm Thermo Fisher Scientific 88518
Trans-Blot Turbo Transfer system Bio-Rad 1704150
Zestaw do analizy BCA Thermo Fisher Scientific J63283.QA
4x Bolt™ LDS bufor obciazajacy Thermo Fisher Scientific B0007
PageRuler Plus marker biatkowy Thermo Fisher Scientific 26620/26619
(Z}eellbis—akrylamidowy 4-12% Bis-tris Plus Invitrogen NW0412C
Guava EasyCyte HT Merck Millipore HT
G:Box Syngene
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Hodowla komorkowa, réZnicowanie i modulacja szlaku PI3K/AKT

Tabela 18. Spis odczynnikow i materialow wykorzystywanych do hodowli komorkowej, roZnicowania i

modulacji szlaku PI3K/AKT

Odczynnik Producent Nr katalogowy
Poiywki
Pozywka StemFlex Thermo Fisher Scientific A3349301
Pozywka Essential 8 (E8) Thermo Fisher Scientific A1516901
lfg‘(}if)y lina/streptomycyna (10,000 U/mL, Thermo Fisher Scientific | 15140122
Plodowa surowica cielgca (FBS) Sigma Aldrich F7524
Roztwor aminokwasow (NEAA, 100x%) Thermo Fisher Scientific 11140035
Pozywka DMEM/F12 Corning 10-090-CV
Pozywka Advanced DMEM/F12 Thermo Fisher Scientific 12634-010
Suplement Glutamax Thermo Fisher Scientific 35050038
Pozywka OptiMEM Thermo Fisher Scientific 11058021
Pozywka MCDB 131 Corning 15-100-CV
;"S‘l‘ggi;“amfe‘"yna'Selen'Etan"lamina (TS~ Thermo Fisher Scientific | 51500056
Pierwiastki §ladowe A Polgen 25820008
Pierwiastki $ladowe B Polgen 23720004
é{t;‘(i/ror)‘ina surowicy bydlgeej, frakcja V Thermo Fisher Scientific | 15260037
Siarczan heparyny Sigma Aldrich H3149
Siarczan cynku Merck Millipore 1.08883
Glukoza Merck Millipore G7021-1KG
s ® . . .
s’ A v e ok | s10as
Wodoroweglan sodu Merck Millipore S5761-500G
Podloza ECM
Geltrex (dla hESC) Thermo Fisher Scientific A1413302
Witronektyna (rekombinowana ludzka) Thermo Fisher Scientific A14700
Fibronektyna (ludzkie osocze) Merck Millipore FCO010
Laminina V Pozywka hodowlana z komorek 804-G
Zwigzki niskoczgsteczkowe i biatka
CHIR 99021 Peprotech 2520691
Witamina C Sigma Aldruch A4544
LDN193189 Peprotech 1066208
LY-411575 Adooq Al11176
Nikotynamida Sigma Aldrich N0636
12,13-dimaslan forbolu (PdBu) Tocris 4153
PI-103 Adooq A15212
Inhibitor AlkS (Alk5i II) Adooq A11762
Kwas retinowy Peprotech 3027949
SANT-1 Tocris 1974
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Hormon T3 Sigma Aldrich T6397
Torin 2 Adooq A11586
Inhibitor ROCK (Y-27632) Peprotech 1293823
Aktywina A Peprotech 120-14P
KGF (FGF7) Peprotech AF-100-19
EGF Peprotech AF-100-15
Betacelulina Peprotech 100-50
IWP2 Selleckchem S7085
Insulina Sigma Aldrich 13536

Inne
EDTA Bioshop EDTO001.1
1 x PBS Invitrogen 3002
TrypLE™ Express Thermo Fisher Scientific 12604021
Trypsyna (2,5%) Thermo Fisher Scientific 15090046
Doxycyclina Sigma Aldrich D9891
Bfekit trypanu (0,4%) Thermo Fisher Scientific 15250061
Dimetylosulfotleneck (DMSO) Sigma Aldruch D2650
Automatyczny licznik komoérek Countess™ 3 | Invitrogen AMQAX2000
Inkubator z atmosferag CO» PHCbi MCO-170AICD-PE
Plytki do hodowli 24-dotkowe, adhezyjne CELLSTAR 662160
Plytki do hodowli 6-dotkowe, adhezyjne CELLSTAR 657160
Plytki do hodowli 6-dotkowe, nisko adhezyjne | Eppendorf 0030 720.016
IncuCyte SX1 Sartorius SX1
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	Abstract
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	1. Wstęp
	1.1.  Pluripotencjalne komórki macierzyste

	Pluripotencjalne komórki macierzyste (PSC, ang. pluripotent stem cells) wykazują zdolność do samoodnawiania, co oznacza, że po podziale komórki przynajmniej jedna z potomnych komórek pozostają w stanie niezróżnicowanym. Drugą charakterystyczną cechą j...
	Wyróżniamy 3 typy pluripotencjalnych komórek macierzystych:
	a) embrionalne pluripotencjalne komórki macierzyste (ESC, ang. embryonic stem cells),
	b) indukowane pluripotencjalne komórki macierzyste (iPSC, ang. induced pluripotent stem cells),
	c) podobne do embrionalnych pluripotencjalne komórki macierzyste uzyskane na drodze transferu jądrowego (NT-ESC, ang. nuclear transfer embryonic stem cells).
	Pierwsze doniesienia dotyczące ESC sięgają lat osiemdziesiątych, kiedy to po raz pierwszy z mysiego embrionu na stadium przed implantacją zarodka wyizolowano komórki macierzyste (Evans i Kaufman 1981; Martin 1981). Ludzkie ESC stanowiły większe wyzwan...
	Uzyskanie komórek podobnych do embrionalnych z dorosłych komórek somatycznych rozwiązuje problemy etyczne związane z wykorzystaniem ludzkich zarodków. Seria badań przeprowadzonych od 1958 roku przez Johna Gurdona, który zastępował jądro komórki jajowe...
	W trakcie badań nad wyprowadzeniem NT-ESC postawiono hipotezę, że pluripotencja w komórkach somatycznych może być indukowana przez określone geny, które odgrywają kluczową rolę w utrzymywaniu stanu pluripotencji w ESC. W 2006 roku z sukcesem przeprogr...
	Warto zauważyć, że generowanie iPSC oprócz wyeliminowania używania ludzkich zarodków, ma również inną ważną zaletę – iPSC wyprowadzone od pacjentów mogą stanowić idealny model do badań nad etiologią i patogenezą wielu chorób, która często jest bardzo ...
	1.2.  Spektrum pluripotencji

	PSC w oparciu o charakterystykę wzrostu in vitro, ekspresję genów markerowych, stan aktywacji chromosomu X, sposób pozyskiwania energii oraz ich potencjał do różnicowania w komórki somatyczne i rozrodcze (gamety), dzieli się na:
	a) naiwne pluripotencjalne komórki macierzyste (ang. naïve pluripotent stem cells),
	b) aktywowane pluripotencjalne komórki macierzyste (ang. primed pluripotent stem cells),
	c) formatywne pluripotencjalne komórki macierzyste (ang. formative pluripotent stem cells).
	Tradycyjnie mysie ESC w hodowli in vitro występują w naiwnym oraz aktywowanym stanie pluripotencji. W stanie naiwnym hoduje się komórki pobrane z wewnętrznego węzła zarodkowego blastocysty przed implantacją zarodka. W warunkach in vitro mogą różnicowa...
	Natomiast stan pluripotencji aktywowanej wykazują mysie epiblastyczne komórki macierzyste (mEpiSC, ang. mouse epiblast stem cells) wyizolowane z epiblastu po implantacji zarodka (Brons i in., 2007) lub przekształcone in vitro z mysich ESC (Guo i in. 2...
	Cechami odróżniającymi naiwne od aktywowanych PSC jest również proces uzyskiwania energii i, w przypadku żeńskich PSC, stan chromosomów X. Aktywowane PSC uzyskują energię w procesie glikolizy, podczas gdy komórki w stanie naiwnej pluripotencji wykorzy...
	Istnieje również różnica w ścieżkach sygnałowych regulujących pluripotencję pomiędzy mysimi a ludzkimi ESC i iPSC, czyli odpowiednio naiwnymi i aktywowanymi PSC. W przypadku mysich ESC, czynnik hamujący leukemię (LIF, ang. leukemia inhibitory factor) ...
	Cechą odróżniającą stan naiwnej pluripotencji od aktywowanej jest również ekspresja genów markerowych dla każdego z tych stanów. Niektóre geny kluczowe dla utrzymania pluripotencji ulegają ekspresji w obu tych stadiach na podobnym poziomie (OCT3/4, SO...
	Tradycyjna hodowla in vitro ludzkich ESC i iPSC utrzymuje aktywowany stan pluripotencji, jednak możliwe jest przeprogramowanie tych komórek do stanu naiwnej pluripotencji. Cofnięcie komórek do stanu naiwnej pluripotencji można otrzymać poprzez dodanie...
	W 2017 roku profesor Austin Smith wysunął hipotezę istnienia pośredniego stadium pluripotencji, między naiwną a aktywowaną, którą nazwał formatywną pluripotencją (Smith, 2017). Kiedy komórka przechodzi ze stanu naiwnej, przez formatywną aż do aktywowa...
	1.3.  Mechanizmy regulujące pluripotencję in vitro

	Utrzymywanie stanu pluripotencji oraz odpowiedniej morfologii podczas samoodnawiania komórek macierzystych podlega bardzo precyzyjnym regulacjom. Warunki hodowli PSC bazują na kombinacji drobnocząsteczkowych związków i czynników wzrostu, aby podtrzymy...
	1.3.1. Regulacja genetyczna

	Stan pluripotencji i procesy samoodnawiania są regulowane przez zależną od siebie ekspresję określonych genów. Rdzeń genetycznych zależności regulacyjnych kontrolującej fenotyp PSC stanowi zestaw podstawowych czynników transkrypcyjnych. Fundamentalne ...
	Czynnik transkrypcyjny OCT3/4, kodowany przez gen POU5F1 został zidentyfikowany jako jeden z pierwszych czynników odpowiedzialnych za utrzymywanie pluripotencji ESC. Ulega ekspresji specyficznie w ESC oraz pierwotnych komórkach rozrodczych (Scholer i ...
	Z kolei czynnik transkrypcyjny NANOG jest również uważany za podstawowy markerowy gen podtrzymujący stan pluripotencji. Podczas wczesnej embriogenezy NANOG jest kluczowy w nabywaniu pluripotencji przez komórki węzła zarodkowego blastocysty, a w hodowl...
	Co ciekawe, czynnik OCT3/4 razem z SOX2 współpracują ze sobą w regulacji ekspresji genów ważnych dla pluripotencji poprzez tworzenie heterodimerów. Miejsca wiązania w genomie białek OCT3/4 i SOX2 oraz NANOG również się pokrywają. Warto zauważyć, że mi...
	1.3.2. Ścieżki sygnalizacyjne

	Wśród kaskad sygnalizacji zaangażowanych w utrzymywanie pluripotencji i samoodnawiania wyróżniamy:
	a) sygnalizację TGF( i białek morfogenetycznych kości (BMP, ang. bone morphogenetic proteins),
	b) sygnalizację FGF,
	c) sygnalizację LIF/kinaza Janusa/przekaźnik sygnału i aktywator transkrypcji 3 (LIF/JAK/STAT3; JAK, ang. janus kinase; STAT3, ang. signal transducer and activator of transcription),
	d) sygnalizację zintegrowanego miejsca związanego z bezskrzydłowością (WNT, ang. wingless-related integration site),
	e) sygnalizacja kinazy 3-fosfatydyloinozytolu i kinazy białkowej AKT (PI3K, ang. phosphatidylinositol 3-kinase; AKT, ang. AKT/protein kinase B).
	1.3.2.1.  Sygnalizacja TGF( i BMP

	Receptory TGF( odgrywają kluczową rolę w utrzymaniu pluripotencji zarówno ludzkich jak i mysich PSC (ryc. 3). Receptory te są transbłonowymi kinazami, które składają się z receptorów typu I i typu II (Morikawa i in. 2016; Watabe i Miyazono 2009). Do l...
	a) TGF(1,
	b) aktywiny,
	c) nodal,
	d) BMP,
	e) czynniki wzrostu i różnicowania (GDF, ang. growth and differentiation factors).
	W przypadku ludzkich PSC istotną rolę odgrywa sygnalizacja przez ligandy TGF(1/aktywina/nodal, natomiast w mysich PSC ważną funkcję pełni sygnalizacja przez ligandy BMP (Mullen i Wrana 2017). Przyłączenie ligandu do receptorów powoduje fosforylację bi...
	W ludzkich i mysich PSC sygnalizacja przez receptory TGF( podtrzymuje pluripotencję przez aktywację ekspresji genów markerowych, takich jak POU5F1, NANOG czy SOX2 (James i in. 2005; Vallier i in. 2005; Xiao i in. 2006). Co ciekawe, receptor dla TGF(1 ...
	1.3.2.2.  Sygnalizacja FGF

	Receptory FGF są kinazami, z którymi łączą się ligandy z rodziny FGF (22 białka) (ryc. 4). Aktywowane receptory przekazują sygnał przez kaskady sygnałowe takie jak:
	a) MAPK,
	b) JAK/STAT,
	c) PI3K/AKT,
	d) ERK.
	Efektem aktywacji receptorów FGF i dalszych kaskad sygnałowych jest regulacja przeżycia komórki, proliferacji i różnicowania (Hanna i in. 2010; Greber i in. 2010).
	Sygnalizacja FGF jest bardzo ważna dla utrzymania pluripotencji ludzkich PSC. Świadczy o tym fakt, że ludzkie PSC są hodowane w medium zawierającym FGF (Amit i in. 2000; Xu i in. 2001). Początkowo, kiedy ludzkie ESC były hodowane na warstwie odżywczej...
	W mysich ESC ekspresja Fgf4 prowadzi do aktywacji szlaku ERK1/2, co rozpoczyna różnicowanie. W obecności kwasu retinowego Fgf4 indukuje różnicowanie w kierunku prymitywnej ektodermy. Ponadto FGF4 dodany do medium powoduje zwiększoną liczbę komórek zró...
	1.3.2.3.  Sygnalizacja LIF/JAK/STAT3

	Sygnalizacja LIF/JAK/STAT3 podtrzymuje stan naiwnej pluripotencji (mysie ESC), natomiast nie bierze udziału w utrzymaniu aktywowanej pluripotencji (ludzkie PSC) (Daheron i in. 2004; Yang i in. 2010) (ryc. 5).
	Czynnik LIF jest cytokiną, która w hodowli in vitro mysich ESC podtrzymuje samoodnawianie i zapobiega rozpoczęciu różnicowania. LIF łączy się do kompleksu receptora LIF/glikoproteiny 130, co z kolei aktywuje kinazę JAK. Kinaza JAK następnie fosforyluj...
	Mimo dużego znaczenia szlaku LIF/JAK/STAT3 dla utrzymania pluripotencji naiwnych PSC, nadal nie zostały poznane wszystkie geny zależne od STAT3 i nadal odkrywane są nowe cele genetyczne tej ścieżki. Przykładem może być gen kodujący współaktywator tran...
	1.3.2.4.  Sygnalizacja WNT

	Sygnalizacja WNT reguluje wiele procesów komórkowych takich jak proliferacja, samoodnowa PSC, różnicowanie czy homeostazę dorosłych komórek somatycznych. Szlak WNT może występować w dwóch ścieżkach:
	a) kanoniczny szlak WNT/(-katenina,
	b) niekanoniczny szlak WNT/polaryzacja planarna komórki.
	W utrzymaniu pluripotencji kluczowa jest kanoniczna ścieżka WNT (ryc. 6). Ligandy WNT są glikoproteinami wydzielanymi na zewnątrz komórki przez co działają parakrynnie lub autokrynnie na otaczające komórki. Rodzina białek WNT liczy 19 członków. Ligand...
	Nieaktywna ścieżka WNT przejawia się degradacją białka (-kateniny. (-katenina jest wiązana przez kompleks białek – aksynę, białko gruczolakowatej polipowatości okrężnicy (APC, ang. adenomatous polyposis coli protein), kinazę kazeinową 1 (CK1, ang. cas...
	Aktywacja ścieżki WNT rozpoczyna się przyłączeniem białek z rodziny WNT do receptora FZD i LRP, co powoduje fosforylację i aktywację białka DVL (ang. dishevelled). Aktywne białko DVL łączy aksynę, która nie może łączyć się z GSK3( i cały kompleks degr...
	W ESC czynnik transkrypcyjny TCF3 współpracuje z OCT3/4, SOX2 i NANOG w regulowaniu genów związanych z pluripotencją poprzez wiązanie się do sekwencji wspomagających transkrypcję. W przypadku nieaktywnego szlaku WNT, czynnik TCF3 działa antagonistyczn...
	1.3.2.5.  Sygnalizacja PI3K/AKT

	Sygnalizacja PI3K/AKT jest ścieżką, która w odpowiedzi na zewnątrzkomórkowe sygnały promuje wiele funkcji komórkowych takich jak metabolizm, proliferacja, przeżywalność czy adhezja (ryc. 7).
	Jedną drogą aktywacji ścieżki PI3K/AKT jest przyłączenie ligandu do receptora kinazy tyrozyny (RTK, ang. receptor tyrosine kinase). Rodzina receptorów RTK obejmuje receptory błonowe dla cytokin, czynników wzrostu czy hormonów. Przykładem są receptory ...
	Alternatywną drogą aktywacji ścieżki PI3K/AKT jest sygnalizacja zależna od integryn. Integryny są to białka transmembranowe zbudowane z podjednostek ( i (. Integryny łączą białka macierzy zewnątrzkomórkowej takie jak laminina, witronektyna czy fibrone...
	W ludzkich ESC wywołanie podwyższonej ekspresji kinazy AKT skutkuje utrzymywaniem stałej ekspresji genów odpowiedzialnych za pluripotencję i zaburzonym różnicowaniem in vitro. Ponadto wyciszenie szlaku PI3K/AKT przez inhibitory takie jak LY294002 prow...
	1.4.  Nisza ludzkich komórek PSC in vitro

	Nisza (ang. niche) ludzkich komórek PSC, na którą składają się adhezja komórka-komórka, przyleganie komórki do macierzy zewnątrzkomórkowej (ECM, ang. extracellular matrix) oraz sztywność i skład podłoża hodowlanego, jest zaangażowana w wiele najważnie...
	Zwarta morfologia kolonii ludzkich PSC zapewniona przez utrzymanie odpowiedniego poziomu adhezji jest niezbędna dla utrzymania pluripotencji i samoodnawiania. Charakterystyczny kształt ludzkich kolonii PSC in vitro wynika z właściwości adhezyjnych kom...
	Natomiast komórki układające się na brzegach kolonii mocniej przylegają do ECM i tworzą połączenia pasm adhezji ogniskowej, ponieważ jedna strona komórki PSC ułożonej na krawędzi nie łączy się z drugą komórką PSC, co wpływa na ich większą specjalizacj...
	Ścieżki łączące ECM z wnętrzem komórek PSC sprzężone są za pomocą mechanotransdukcji, czyli odbieraniu bodźców mechanicznych i zamianie ich na informację biochemiczną. Opór podłoża hodowlanego na mechaniczne napieranie pochodzące z wnętrza komórki reg...
	Początkowo ustanowione kultury in vitro ludzkich PSC hodowane były na warstwie odżywczej inaktywowanych mitotycznie MEF i w podstawowej pożywce hodowlanej DMEM/F12 z dodatkiem cielęcej surowicy płodowej (FCS, ang. fetal calf serum) (Thomson 1998; Reub...
	a) występowanie niezdefiniowanych czynników zawartych w FCS oraz wytwarzanych przez warstwę komórek MEF może zakłócać wyniki badań i zaburzać ich prawidłową interpretację,
	b) zmienność składu FCS oraz warstwy komórek MEF wynikającej ze zmienności osobniczej może zmniejszyć/wpływać na powtarzalność wyników,
	c) możliwość przeniesienia patogenów odzwierzęcych do hodowli ludzkich PSC stanowi barierę dla przyszłego klinicznego zastosowania w terapii.
	Poznanie mechanizmów i czynników niezbędnych do utrzymania pluripotencji ludzkich PSC przyczyniło się do rozwiązania wyżej wymienionych problemów związanych z hodowlą ludzkich PSC z wykorzystaniem komponentów odzwierzęcych. Hodowla ludzkich PSC w medi...
	Należy jednak pamiętać, że wszystkie wymienione wyżej podłoża hodowlane różnią się między sobą składem, co z pewnością wpływa na różną sygnalizację zewnątrzkomórkową. Mimo tego, że hodowla ludzkich PSC i utrzymywanie stanu pluripotencji jest możliwe z...
	1.5.  Zastosowanie komórek macierzystych w terapii w medycynie regeneracyjnej

	Istotą medycyny regeneracyjnej jest zastąpienie chorych, dysfunkcyjnych lub uszkodzonych tkanek lub narządów zdrowymi. PSC mogą być użyte jako źródło komórek do terapii komórkowej w leczeniu różnych chorób i urazów, takich jak cukrzyca typu I, choroba...
	Warto zauważyć, że chociaż leczenie wykorzystujące PSC uważa się za obiecującą i przyszłościową terapię medyczną, nadal istnieją problemy do rozwiązania, takie jak:
	a) heterogenność linii komórkowych ESC i iPSC,
	b) niska wydajność różnicowania in vitro do funkcjonalnych komórek somatycznych.
	Mimo tego, że wszystkie PSC wykazują niezróżnicowany fenotyp przejawiający się nieograniczoną proliferacją, każda linia ma nieco inne właściwości i wykazuje odmienny potencjał do różnicowania się do poszczególnych typów komórek (Osafune i in. 2008; Ca...
	Terapie medycyny regeneracyjnej opierające się na transplantacji komórek i tkanek zróżnicowanych in vitro są dużą nadzieją dla pacjentów, dla których dotychczas opracowane leczenie nie jest skuteczne. Jednakże, aby komórki zróżnicowane in vitro z PSC ...
	Prócz tego w przyszłości, kiedy stosowanie zróżnicowanych in vitro tkanek z ludzkich komórek PSC będzie powszechnie stosowaną terapią medycyny regeneracyjnej, mogą pojawić się nowe problemy, które będą wymagać rozwiązania:
	c) tworzenie się guzów z komórek zróżnicowanych in vitro,
	d) immunogenność komórek zróżnicowanych in vitro.
	Zdolność do nieograniczonej liczny podziałów (samoodnawianie) niewątpliwie jest zaletą PSC, ponieważ pozwala na uzyskanie w krótkim czasie bardzo dużej puli komórek, które można zróżnicować in vitro do wszystkich typów komórek tworzących nasz organizm...
	Kwestia wywołania odpowiedzi immunologicznej i odrzucenia pochodnych ESC i iPSC zróżnicowanych in vitro pozostaje bardzo ważna w terapii medycyny regeneracyjnej. W przeciwieństwie do ESC technologia iPSC przyniosła nadzieję na wytworzenie autologiczne...
	1.6. Budowa i funkcja trzustki

	Trzustka jest narządem gruczołowym spełniającym równocześnie funkcję zewnątrz- (część egzokrynna) i wewnątrzwydzielniczą (część endokrynna) (ryc. 8).
	Egzokrynna część trzustki składa się z komórek pęcherzykowych wyspecjalizowanych w produkcji i uwalnianiu soku trzustkowego składającego się z enzymów trawiennych biorących udział w trawieniu białek, cukrów i tłuszczów. Enzymy wydzielane przez komórki...
	Komórki części endokrynnej tworzą wyspy trzustkowe (wyspy Langerhans’a, około 5% wszystkich komórek trzustki), które rozproszone są wśród egzokrynnej części trzustki. Podstawową funkcją części endokrynnej jest utrzymywanie homeostazy glukozy poprzez p...
	Komórki ( kontrolują homeostazę glukozy poprzez sekrecję INS w odpowiedzi na wzrost stężenia poziomu cukru we krwi, co pozwala na pobieranie glukozy z krwi do komórek tkanek peryferyjnych, np. hepatocytów lub komórek mięśniowych. Glukoza pobrana przez...
	1.7. Cukrzyca jako cel medycyny regeneracyjnej

	Długotrwałe utrzymywanie się zaburzonej gospodarki glukozy może prowadzić do rozwoju metabolicznej, chronicznej choroby jaką jest cukrzyca. Wyróżniamy dwa podstawowe typy cukrzycy. Cukrzyca typu I spowodowana jest utratą puli komórek ( produkujących I...
	Obecne strategie terapeutyczne opierają się na kontroli homeostazy węglowodanów poprzez prowadzenie zdrowego stylu życia w połączeniu z terapeutykami. Najczęściej leczenie wiąże się z częstym badaniem poziomu cukru we krwi oraz, w przypadku cukrzycy t...
	Obecne protokoły służące do różnicowania in vitro PSC do komórek ( trzustki opierają się na odzwierciedleniu następujących po sobie stadiów rozwoju embriogenezy trzustki poprzez modulację szlaków sygnałowych zaangażowanych w ten proces (Borowiak i in....
	1.8.  Rozwój komórek endokrynnych trzustki na tle embriogenezy trzustki

	Procesy i mechanizmy zachodzące podczas tworzenia się trzustki w zarodku są zachowane pomiędzy człowiekiem i myszą, z małymi różnicami. W czasie embriogenezy trzustka rozwija się z jelita pierwotnego pochodzenia endodermalnego, która podzielona jest z...
	a) przejście pierwotne (ang. primary transition),
	b) przejście wtórne (ang. secondary transition).
	Przejście pierwotne rozpoczyna się od powstania wybrzuszenia w ścianie jelita pierwotnego, które następnie dzieli się na dwie części: grzbietową i brzuszną. Dzieje się to około 29–33 dnia po zapłodnieniu u ludzi i w okolicach dnia embrionalnego 9,5-10...
	Przejście wtórne ma miejsce pomiędzy 10 a 14 tygodniem embriogenezy u człowieka i w e13,5 u myszy. Intensywna morfogeneza rozgałęzionej struktury, która będzie w przyszłości tworzyć sieć przewodów wyprowadzających trzustki, przyczynia się do powstania...
	Co ciekawe, u myszy ekspresja Ngn3 zachodzi dwufazowo. Pierwsza fala ekspresji Ngn3 jest związana z pojawieniem się pierwszych wczesnych komórek ( pomiędzy e8,5 a e11 (Villasenor i in. 2008; Yu i in. 2019). Druga fala wysokiej ekspresji Ngn3 ma miejsc...
	Bardzo ważnym procesem zachodzącym podczas powstawania i różnicowania komórek endokrynnych trzustki jest zmiana fenotypu komórek epitelialnych na charakterystykę komórek mezenchymalnych – przejście epitelialno-mezenchymalne (EMT, ang. epithelial to me...
	Wszystkie typy komórek endokrynnych powstają z komórek EP wykazujących ekspresję NGN3. Unikatowa kombinacja czynników transkrypcyjnych wyzwala i kieruje kaskadą genów specyficznych dla wysp trzustkowych, hamując alternatywne sygnały i ostatecznie prow...
	1.9. Różnicowanie in vitro ludzkich PSC do komórek ( produkujących insulinę

	Obecne protokoły różnicowania komórek β in vitro z PSC opierają się na naśladowaniu kolejnych etapów rozwojowych trzustki poprzez modulację szlaków sygnałowych zaangażowanych w ten proces (ryc. 9). Modulacja poszczególnych ścieżek sygnalizacyjnych odb...
	Pierwszym etapem jest zróżnicowanie PSC do DE poprzez aktywację kanonicznego szlaku WNT i TGF(. CHIR99021 poprzez inhibicję GSK3( aktywuje kanoniczny szlak WNT. Aktywacja szlaku TGF( odbywa się zazwyczaj poprzez białko aktywinę A. Aktywacja tych sygna...
	Następnym stadium osiąganym przez komórki podczas różnicowania są komórki PP. Dodanie do pożywki różnicującej kwasu retinowego (RA, ang. retinoic acid) indukuje ekspresję markerowego genu PDX1, niezbędnego do formowania się trzustki (Johannesson i in....
	Kolejnym etapem różnicowania in vitro jest nabycie przez komórki cech EP. Inhibicja szlaku Notch jest niezbędna do aktywacji NGN3 i rozpoczęcia powstawania komórek EP (Murtaugh i in. 2003; Zhang i in. 2021). Z tego względu dodanie inhibitora XXI lub L...
	Końcowym stadium jest dojrzewanie komórek EP i specjalizacja w kierunku funkcjonalnych komórek (. Jednakże wciąż niewystarczająco poznane są mechanizmy kierujące procesami dojrzewania EP i ich różnicowania w stronę komórek (. Podczas różnicowania in v...
	1.10. Czynnik transkrypcyjny ETV1

	ETV1 (ang. ETS variant transcription factor 1; inaczej ER81) należy do rodziny czynników transkrypcyjnych E-dwadzieścia sześć (ETS, ang. E-twenty-six transcription factors). Pierwszy członek rodziny, od którego wzięła się nazwa całej grupy, ETS1, zost...
	Białka ETS podzielone są na podrodziny ze względu na podobieństwo sekwencji w domenie ETS oraz obecność dodatkowych motywów. ETV1, razem z ETV4 (aktywator 3 wzmacniacza poliomy, PEA3, ang. polyomavirus enhancer activator 3) i ETV5 (cząsteczka związana...
	Analizując dane uzyskane z scRNA-Seq z mysiej trzustki e14,5, zidentyfikowałam transkrypt genu Etv1 jako specyficzny dla komórek EP. W tym dniu rozwoju EP zaczynają delaminować z nabłonka embrionalnej trzustki, aby w otaczającej mezenchymie zacząć for...
	Mimo tego, że mechanizmy przez które ETV1 może potencjalnie regulować embriogenezę trzustki pozostają nieznane, istnieją wzmianki w literaturze wskazujące na ekspresję Etv1 podczas rozwoju endokrynnej trzustki. W 2007 roku Kobberup i współpracownicy o...
	ETV1 odgrywa również ważną rolę podczas embriogenezy serca i móżdżku u myszy. Badania na myszach z wyłączoną ekspresją genu Etv1 specyficznie w kardiomiocytach wykazały, że Etv1 jest zaangażowany w dojrzewanie mysich kardiomiocytów przedsionkowych ora...
	Białka ETV regulują również pluripotencje mysich komórek macierzystych. Ekspresja Etv1 może być indukowana przez ścieżkę FGF, która odgrywa znaczącą rolę w utrzymaniu pluripotencji PSC. W 1999 roku przeprowadzono badania na embrionach Xenopus laevis n...
	Badanie z 2019 roku wykazało, że ETV1 i ścieżka TGF(, która bierze udział w utrzymywaniu pluripotencji, mogą wzajemnie oddziaływać. Udowodniono, że białko ETV1 tworzy kompleksy z białkiem SMAD4, które odgrywa kluczową rolę w sygnalizacji TGF(. Ponadto...
	Co ciekawe, rola ETV1 w PSC wydaje się różna od roli ETV4 i ETV5, które razem z ETV1 tworzą podrodzinę białek PEA3. Mianowicie ETV4 i ETV5 odgrywają rolę w utrzymywaniu fenotypu naiwnej pluripotencji w mysich ESC. Po wyłączeniu ekspresji Etv5 mysie ES...
	ETV1 odgrywa również dużą rolę w progresji wielu typów nowotworów. Czynnik transkrypcyjny ETV1 zaangażowany jest w rozwój mięsaka Ewinga (ang. Ewing’s sarcoma), który jest złośliwym nowotworem najczęściej dotykającym dzieci. W chorobie tej następuje t...
	2. Cel pracy
	Czynnik transkrypcyjny Etv1 został zidentyfikowany z danych scRNA-Seq rozwijającej się mysiej trzustki w dniu embrionalnym e14,5. Na tym etapie embriogenezy, ekspresja Etv1 była ograniczona do komórek EP i wczesnych komórek ( i (. Mimo wcześniejszego ...
	W związku z powyższym celem niniejszej pracy było określenie roli ETV1 w ludzkich PSC i różnicowaniu in vitro na przykładzie trzustki. Przeprowadzone badania obejmowały poniższe zadania:
	a) scharakteryzowanie profilu ekspresji ETV1 na etapie pluripotencji w ludzkich PSC oraz w rozwijającej się mysiej oraz nowo powstałej ludzkiej i dojrzałej ludzkiej trzustce;
	b) identyfikacja syntezy białka ETV1 w modelach ludzkich i mysich stosowanych w rozprawie – mysie embrionalne i dojrzałe trzustki, ludzkie PSC;
	c) wyprowadzenie niezależnych linii klonalnych ludzkich PSC z wyłączoną ekspresją ETV1 z użyciem metody CRISPR/Cas9;
	d) scharakteryzowanie roli czynnika transkrypcyjnego ETV1 na etapie pluripotencji w ludzkich PSC;
	e) określenie wpływu wyłączenia ekspresji ETV1 na różnicowanie ludzkich PSC:
	 różnicowanie in vitro spontaniczne;
	 różnicowanie in vitro ukierunkowane do endokrynnych komórek ( trzustki.
	3. Wyniki
	Na podstawie zdobytej wiedzy na temat rozwoju embrionalnej trzustki i komórek ją tworzących możliwe było opracowanie protokołów różnicowania in vitro z komórek ESC i iPSC do komórek endokrynnych trzustki. Jednakże mimo włożenia wielkiego wysiłku w ide...
	Konwencjonalne metody doświadczalne, takie jak sekwencjonowanie RNA (RNA-Seq), daje informację o średniej ekspresji genów dla wszystkich komórek w określonej tkance, natomiast pomija subtelne różnice molekularne wynikające ze stanów przejściowych komó...
	Szybko rozwijająca się metoda scRNA-Seq pozwala na głębsze poznanie czynników i ścieżek kierujących rozwojem embrionalnym trzustki. Metoda scRNA-Seq polega na określeniu transkryptomu poszczególnych komórek w obrębie określonej tkanki, narządu lub hod...
	Myszy stanowią idealny model do badań nad rozwojem embrionalnym, ponieważ ich ciąża nie trwa długo (21 dni), a sekwencja różnicowania trzustki w dużym stopniu pokrywa się ze zdarzeniami rozwojowymi zachodzącymi u ludzi. Poza tym, ze względów etycznych...
	3.1.  Selekcja ETV1 z danych scRNA-Seq z embrionalnej mysiej trzustki

	W celu zidentyfikowania genów potencjalnie zaangażowanych w rozwój komórek endokrynnych trzustki, przeanalizowano dane z scRNA-Seq z mysiej embrionalnej trzustki z e14,5. Dane wygenerowane zostały w laboratorium prof. M. Borowiak w Houston, USA, i opu...
	Heterogenność komórek EP przejawiała się występowaniem 2 populacji komórek z wysoką oraz 2 populacji EP z niską ekspresją Ngn3, z których łącznie można było wyodrębnić 4 podtypy EP. Komórki EP z wysoką ekspresją Ngn3 były podobne do komórek prekursoro...
	Została wyodrębniona lista genów specyficznych dla klastra EP z niską ekspresją Ngn3, a więc dla wczesnych komórek ( i (. Rozszerzenie analizy o dane z embrionalnej trzustki e16,5 pozwoliło na zawężenie listy genów do ulegających wyłącznej lub podwyżs...
	3.2. Potwierdzenie ekspresji ETV1 w ogólnodostępnych bazach danych z eksperymentów scRNA-Seq

	W celu potwierdzenia ekspresji genu Etv1 przeanalizowano bazy danych scRNA-Seq z otwartym dostępem pochodzące z sekwencjonowania rozwijającej się i dorosłej trzustki oraz z ludzkich PSC.
	3.2.1. Ekspresja ETV1 na etapie pluripotencji w ludzkich komórkach PSC

	W celu sprawdzenia ekspresji ETV1 na etapie pluripotencji w ludzkich ESC przeanalizowano dane z trzech badań (Petropoulos i in. 2016; Messmer i in. 2019; Yiangou i in. 2019).
	W zarodku przed implantacją zaobserwowano, że ekspresja ETV1 jest najbardziej specyficzna dla komórek tworzących epiblast, z którego rozwinie się ektoderma. Ekspresja ETV1 jest również zauważona w komórkach endodermy pierwotnej. Natomiast, w komórkac...
	W badaniu Yiangou i współpracowników zaobserwowano wyższą ekspresję ETV1 na etapie pluripotencji niż na etapie endodermy. Potwierdza to wnioski sformułowane na podstawie analizy danych scRNA-Seq od Weng i współpracowników, gdzie ekspresja ETV1 była w...
	Co ciekawe, czynnik transkrypcyjny ETV1 jest potencjalnie specyficzny dla pluripotencji aktywowanej, ponieważ na etapie pluripotencji naiwnej nie zaobserwowano jego ekspresji. Dodatkowo poziom ekspresji ETV1 był niższy niż NANOG, co potwierdza obserw...
	Podsumowując, czynnik transkrypcyjny ETV1 ulega wysokiej ekspresji w prawie całej populacji ludzkich komórek PSC w stanie aktywowanej pluripotencji, sugerując, że może mieć on potencjalny wpływ na utrzymanie stanu pluripotencji. Natomiast dotychczas ...
	3.2.2. Ekspresja ETV1 w rozwijającej się trzustce podczas różnicowania in vitro z ludzkich komórek PSC

	W celu określenia profilu ekspresji ETV1 podczas rozwoju ludzkiej trzustki przeanalizowano dane scRNA-Seq uzyskane podczas różnicowania in vitro ludzkich PSC do komórek endokrynnych trzustki. Wykorzystano do tego dane z dwóch badań opublikowanych prze...
	W badaniu zespołu profesora D. Meltona, eksperymenty scRNA-Seq przeprowadzono w 10 różnych punktach czasowych podczas różnicowania in vitro odzwierciedlających zakończenie danego etapu różnicowania lub wybrane punkty czasowe pomiędzy poszczególnymi st...
	W badaniu zespołu profesor Y. Li podstawą było odtworzenie trajektorii rozwojowych podczas różnicowania in vitro do komórek ( z ludzkich komórek PSC. Ekspresja ETV1 wykazywała ciekawy profil. Z jednej strony była specyficzna dla endokrynnej linii rozw...
	3.2.3. Ekspresja ETV1 w rozwijającej się ludzkiej trzustce

	W badaniu Goncalves i współpracowników jako model badawczy zastosowano między innymi ludzkie trzustki płodowe w 7–10 tygodniu po zapłodnieniu (Gonçalves i in. 2021).
	Ekspresję ETV1 wykryto we wszystkich grupach wyodrębnionych komórek trzustki. Najwyższa ekspresja była zaobserwowana w komórkach endokrynnych, mezenchymalnych oraz proliferujących. Odsetek komórek wykazujących ekspresję ETV1 wynosił 25,8% i w porównan...
	3.2.4. Ekspresja ETV1 w dojrzałej ludzkiej trzustce

	W celu określenia specyficzności ekspresji ETV1 w dojrzałej ludzkiej trzustce, przeanalizowano dane z czterech badań (Baron i in. 2016; Segerstolpe i in. 2016; Enge i in. 2017; Weng i in. 2020).
	We wszystkich wyżej zobrazowanych badaniach zaobserwowano, że obecność transkryptu ETV1 w ludzkiej dorosłej trzustce jest specyficzna dla komórek części endokrynnej. Co ciekawe, transkrypt ETV1 był obecny we wszystkich typach komórek endokrynnych. Naj...
	Na podstawie badania Weng i współpracowników (Weng i in. 2020) możliwe jest określenie ilościowe poziomu transkryptu ETV1 w dorosłej ludzkiej trzustce, w porównaniu z markerami wysp trzustkowych. Wyniki potwierdzają poprzednie obserwacje, że ETV1 jest...
	3.2.5. Ekspresja Etv1 w rozwijającej się mysiej trzustce

	W celu potwierdzenia profilu ekspresji Etv1 podczas rozwoju trzustki, przeanalizowano dane scRNA-Seq z badania grupy profesor J. Sneddon i E. Koning (Byrnes i in. 2018; van Gurp i in. 2019). Ekspresję genu Etv1 w trzustce oceniono w poszczególnych dni...
	a) e12,5 (Byrnes, van Gurp),
	b) e13,5 (van Gurp),
	c) e14,5 (Byrnes, van Gurp),
	d) e15,5 (van Gurp),
	e) e17,5 (Byrnes, van Gurp),
	f) e18,5 (van Gurp).
	W obu badaniach profil ekspresji Etv1 w mysiej trzustce jest podobny. Ekspresję Etv1 potwierdzono w każdym badanym dniu embrionalnym. W zintegrowanych danych ze wszystkich badanych dni embrionalnych podzielonych na typy komórek najwyższa ekspresja Etv...
	W dniu e12,5 najwyższa ekspresja Etv1 była widoczna w klastrze wczesnych komórek endokrynnych. Wysoką ekspresję Etv1 zaobserwowano również w klastrze komórek EP oraz klastrach komórek mezenchymalnych (nazwanych odpowiednio M2, M3, M4). W dniu e14,5 ek...
	Wyniki uzyskane z analizy danych scRNA-Seq uzyskanych przez niezależne zespoły badawcze potwierdziły profil ekspresji Etv1 w rozwijającej się mysiej trzustce. Dodatkowo, potwierdzono, że gen Etv1 jest specyficzny dla komórek EP oraz komórek endokrynny...
	3.3. Obecność białka ETV1 w modelach mysim i ludzkim
	3.3.1. Embrionalna i rozwinięta mysia trzustka


	W celu potwierdzenia syntezy białka Etv1 w rozwijającej się mysiej trzustce przeprowadzono barwienie immunofluorescencyjne embrionalnych mysich trzustek z dnia e16,5 i e17,5 (ryc. 18). Jako markera komórek ( użyto Gcg, ponieważ transkrypt Etv1 został ...
	Określono również obecność białka Etv1 w mysiej dorosłej trzustce (ryc. 19). Białko Etv1 było zlokalizowane w komórkach syntetyzujących Gcg oraz niektórych innych komórkach wchodzących w skład wyspy trzustkowej. Jednakże białko Etv1 nie było wykryte w...
	3.3.2. Ludzkie komórki PSC

	W celu określenia obecności białka w wykorzystywanej w badaniach linii ludzkich PSC Hues8-iCas9 przeprowadzono barwienie immunofluorescencyjne oraz analizę za pomocą cytometru przepływowego (ryc. 20).
	Wykazano, że białko ETV1 jest obecne w komórkach PSC wykazujących syntezę markerów PSC, takich jak OCT3/4, SOX2 i NANOG (ryc. 20A). Ponadto, z wykorzystaniem cytometru przepływowego, ujawniono, że białka ETV1 oraz OCT3/4 są równocześnie obecne w 97,26...
	Powyższe wyniki potwierdzają wnioski z analizy danych z scRNA-Seq, że ETV1 ulega ekspresji w ludzkich PSC.
	3.3.3. Różnicowanie in vitro ludzkich PSC w kierunku komórek ( trzustki

	W celu określenia obecności białka w komórkach rozwijającej się ludzkiej trzustki przeprowadzono barwienie immunofluorescencyjne podczas różnicowania in vitro ludzkich PSC w kierunku komórek ( trzustki.
	W 12 dniu różnicowania, kiedy komórki osiągnęły stadium PP, wybarwiono sfery 3D przeciwciałami skierowanymi przeciwko ETV1 oraz markerom komórek PP – PDX1 oraz NKX6-1. Obecność białka ETV1 zaobserwowano w komórkach z syntezą białka PDX1 oraz NKX6-1 (r...
	W dniu 20 rozwoju in vitro, kiedy komórki zróżnicowały się do wczesnych komórek (, sfery 3D wybarwiono używając przeciwciał skierowanych przeciwko ETV1 oraz markerom komórek endokrynnych trzustki i komórek (. Zaobserwowano obecność białka ETV1 w komór...
	3.4.  Wyłączenie ekspresji ETV1 w ludzkich komórkach PSC za pomocą metody CRISPR/Cas9

	Ponieważ rola ETV1 nie jest poznana w ludzkich PSC oraz podczas rozwoju ludzkiej trzustki, wyprowadziłam linię ludzkich komórek PSC z wyłączoną ekspresją ETV1. Wyprowadzona linia jest uniwersalnym narzędziem eksperymentalnym, ponieważ stanowi model za...
	W celu wyprowadzenia ludzkiej linii komórek PSC z wyłączoną ekspresją ETV1 zastosowano metodę edycji genów CRISPR/Cas9 (CRISPR, pol. zgrupowane, regularnie rozproszone, krótkie, powtarzające się sekwencje palindromiczne, ang. clustered regularly-inter...
	a) rekombinacja homologiczna (HDR, ang. homology-directed repair) – wprowadzamy matrycę z ramionami homologicznymi do sekwencji w okolicy cięcia, która stanowi podstawę naprawy DNA, można w ten sposób wprowadzić do sekwencji DNA pożądane mutacje;
	b) rekombinacja niehomologiczna (NHEJ, ang. non-homologous end joining) – pęknięcie nici DNA zostaje naprawione przez enzym o aktywności ligazy, w wyniku połączenia powstają mutacje typu indel (insercje lub delecje), które prowadzą do zmiany ramki odc...
	W niniejszej rozprawie do wyłączenia ekspresji ETV1 zastosowano linię komórkową Hues8 (ludzką linię komórek PSC) z indukowaną doksycykliną ekspresją enzymu Cas9 (Hues8-iCas9) (Zhu i in. 2014). Linia komórkowa Hues8-iCas9 została wyprowadzona w laborat...
	Do naprowadzenia enzymu Cas9 do specyficznej sekwencji zastosowano niezależnie dwa rodzaje sgRNA:
	a) syntetyczne sgRNA zamówione z firmy SYNTHEGO,
	b) sgRNA zaprojektowane w naszym laboratorium.
	Obydwa rodzaje sgRNA zaprojektowane były tak, aby przeciąć DNA w obrębie domeny PEA3 odpowiedzialnej za aktywację wiązania ETV1 do sekwencji DNA. Syntetyczne sgRNA zaprojektowane były na ekson 9, natomiast sgRNA z naszego laboratorium zaprojektowano n...
	3.4.1. Ustalenie stężenia sgRNA

	W pierwszej kolejności ustalono stężenie sgRNA niezbędne do efektywnego wycięcia w obrębie pożądanego regionu genu ETV1. Jednocześnie stężenie sgRNA powinno być jak najmniej toksyczne dla komórek. Efektywność powstania mutacji typu indel oceniano z uż...
	Syntetyczne sgRNA zostały dostarczone przez producenta zmieszane w jednej probówce w stężeniu 3 µM. Testowano stężenia końcowe 0,03 i 0,15 µM. Produkty PCR ze starterami specyficznymi do eksonu 9 sugerowały efektywne wycięcie fragmentu genu ETV1 (ryc....
	Analiza ICE Analysis wykazała, że prawdopodobieństwo wyłączenia genu ETV1 (w programie oznaczone jako współczynnik KO) w przypadku zastosowania stężenia sgRNA 0,03 µM wyniosło 94%, w porównaniu do współczynnika KO przy użyciu stężenia 0,15 µM, który w...
	3.4.2. Identyfikacja linii klonalnych z wyłączoną ekspresją ETV1

	Kolejnym krokiem była identyfikacja klonów z wyłączoną ekspresją genu ETV1 i wyprowadzenie homozygotycznej linii.
	W tym celu heterogenną populację po transfekcji z sgRNA rozsiano do pojedynczych komórek w stężeniu klonalnym (około 2 komórki/cm2). Następnie, wyselekcjonowano i przepasażowano pojedyncze kolonie, które zostały sprawdzone pod względem mutacji w genie...
	W klonie H3 za pomocą sekwencjonowania Snagera wykryto homozygotyczną delecję 116 nukleotydów w intronie pomiędzy eksonem 3 i 4 oraz 12 nukleotydową delecję i 1 nukleotydową insercję na początku eksonu 4. Mutacje te spowodowały wystąpienie przedwczesn...
	3.5. Charakterystyka fenotypu ludzkich komórek PSC z wyłączoną ekspresją ETV1
	3.5.1. Wpływ wyłączenia ekspresji ETV1 na homeostazę ludzkich komórek PSC


	Jednym z celów niniejszej rozprawy było określenie roli ETV1 w ludzkich PSC.
	W pierwszej kolejności określono wpływu wyłączenia ekspresji ETV1 na proliferację ludzkich komórek PSC. W tym celu wykorzystano system do obrazowania żywych komórek IncuCyte, aby porównać komórki typu dzikiego i ETV1-KO. Przyrost konfluencji był anali...
	a) 1,5 × 104 komórek/cm2 dołka hodowlanego,
	b) 2,5 × 104 komórek/cm2 dołka hodowlanego,
	c) 5 × 104 komórek/cm2 dołka hodowlanego.
	Co ciekawe, po 24 godzinach od pasażu zaobserwowano większą konfluencję komórek ETV1-KO w porównaniu do komórek typu dzikiego o 39,97%, 36,85% lub 33,54%, kiedy komórki posiewane były odpowiednio 1,5 × 104 komórek/cm2, 2,5 × 104 komórek/cm2 lub 5 × 10...
	Zwiększona konfluencja komórek ETV1-KO może być spowodowana kilkoma czynnikami. Po pierwsze, komórki po wyłączeniu ekspresji ETV1 mogą szybciej proliferować. Po drugie, komórki ETV1-KO mogą lepiej przeżywać podczas pasażu do pojedynczych komórek. Pows...
	Dla każdej początkowej gęstości komórek porównano kształty krzywych wzrostu używając algorytmu CGGC (https://bioinf.wehi.edu.au/software/compareCurves/) (Baldwin i in., 2007; Elso i in., 2004). Algorytm CGGC oblicza wartość statystyczną „p” permutacji...
	W celu zbadania w proliferacji komórek PSC typu dzikiego oraz ETV1-KO przeprowadzono barwienie immunofluorescencyjne, wykorzystując przeciwciało wykrywające fosforylację histonu H3 (pHH3). Fosforylacja seryny 10 histonu H3 jest zależna od cyklu komórk...
	W związku z powyższym, postawiono hipotezę, że ETV1 może kontrolować adhezję i przyleganie do ECM ludzkich PSC. Następnie przeprowadzono inny test sprawdzający przyczepianie się komórek po pasażu. Użyto barwienia fioletem krystalicznym, który niespecy...
	Komórki typu dzikiego i ETV1-KO rozbito do pojedynczych komórek i posiano w takiej samej gęstości początkowej (1,5 × 104 komórek/cm2) z pożywką z dodatkiem inhibitorów ROCK (ROCKi+) i bez inhibitorów ROCK (ROCKi-). Brak suplementacji pożywki inhibitor...
	a) Geltrex,
	b) witronektynę,
	c) lamininę V,
	d) fibronektynę.
	Zaobserwowano większą konfluencję komórek ETV1-KO na podłożach Geltrex, witronektyna i laminina V zarówno w warunkach ROCKi+, jak i ROCKi-. W przypadku fibronektyny fenotyp związany ze zwiększoną przyczepnością do ECM został zaobserwowany w warunkach ...
	3.5.2. Określenie różnic na poziomie transkryptomu z użyciem metody RNA-Seq

	W celu zidentyfikowania globalnych zmian w transkryptomie w komórkach ETV1-KO względem komórek typu dzikiego, przeprowadzono sekwencjonowanie mRNA (RNA-Seq, ang. RNA sequencing).
	Materiał mRNA został wyizolowany z komórek typu dzikiego i ETV1-KO z dwóch następujących po sobie pasaży jako dwa niezależne powtórzenia biologiczne. Następnie próbki poddane były analizie jakości. Próbki mRNA uzyskały współczynnik integralności RNA (...
	Uzyskane biblioteki cDNA poddane zostały analizie jakości, która wykazała, że wielkość uzyskanych bibliotek mieściła się w zakresie 200–1000 pz, z czego najwięcej produktów było długości 300 pz. Następnie biblioteki cDNA zostały sekwencjonowane z jedn...
	Po otrzymaniu wstępnych danych z ekspresji w poszczególnych zbiorach danych wyniki RNA-Seq przeanalizowano w programie iDEP. Program ten umożliwia między innymi wygenerowanie graficznych raportów ze wstępnej analizy jakości bibliotek cDNA, wyodrębnien...
	Program rozpoznał 18795 genów. Do transformacji odczytów zastosowano algorytm EdgeR: log2(CMP+4). Wielkość poszczególnych bibliotek nieznacznie się różniła. Natomiast dystrybucja danych, porównująca całkowity poziom ekspresji pomiędzy badanymi próbkam...
	Hierarchiczne klastrowanie na podstawie 1000 najbardziej zróżnicowanych genów pomiędzy danymi wykazało minimalne różnice pomiędzy poszczególnymi powtórzeniami biologicznymi. Natomiast wykazano znaczne różnice w ekspresji wielu genów pomiędzy próbkami ...
	Następnie używając pakietu DESeq2, przeprowadzono analizę różnicowej ekspresji genów. Stosując próg współczynnika fałszywych odkryć (FDR, ang. false discovery rate) < 0,05 i współczynnika zmiany między próbkami (FC, ang. fold change) ≥ 2 zidentyfikowa...
	Wśród 248 transkryptów o wyższym poziomie w ETV1-KO 64,92% (161) stanowiły transkrypty kodujące białko, które zostały wykorzystane do dalszych analiz. Natomiast, wśród 512 transkryptów o niższym poziomie w komórkach ETV1-KO 88,87% (455) to były transk...
	Na podstawie analizy BP i KEGG transkryptów, których poziom wzrósł po wyłączeniu ekspresji ETV1 w ludzkich PSC, wykazano wzbogacenie o 48 terminów funkcjonalnych istotnych statystycznie (p<0,01). Zidentyfikowano 2 terminy funkcjonalne związane z adhez...
	W przypadku analiz CC zaobserwowano, że wśród 20 najbardziej istotnych statystycznie terminów (p<0,01) znalazły się terminy powiązane z ECM, takie jak ECM zawierający kolagen (p<0,0001), ECM (p<0,0001) lub ECM tkanki łącznej (p<0,0001), błoną komórkow...
	Podsumowując, analiza wyników z RNA-Seq potwierdza wcześniejsze obserwacje dotyczące lepszej przyczepności i przeżywalności komórek ETV1-KO podczas pasażu. Dodatkowo analiza szlaków sygnalizacji komórkowej KEGG ujawniła potencjalny mechanizm stojący z...
	Transkrypty należące do wyselekcjonowanych grup terminów funkcjonalnych KEGG i BP związanych z adhezją wymienione są na mapie poziomu oraz w tabeli 3 (ryc. 42B; tab. 3). Natomiast transkrypty należące do wyselekcjonowanych grup terminów funkcjonalnych...
	Analizy BP i KEGG transkryptów, których poziom obniżył się po wyłączeniu ekspresji ETV1 w ludzkich PSC wykazały wzbogacenie o 391 terminów funkcjonalnych istotnych statystycznie (p<0,01). Interesujące terminy funkcjonalne związane były ze ścieżkami sy...
	Co ciekawe, bazując na analizie CC, białka powstające na bazie transkryptów o obniżonym poziomie w ETV1-KO są w większości komponentami jądra komórkowego i chromatyny, w porównaniu do transkryptów o podwyższonym poziomie w ETV1-KO, które lokowały się ...
	3.5.3. Poziom białek adhezyjnych w ludzkich komórkach PSC typu dzikiego i ETV1-KO

	Z uwagi na fakt, że po wyłączeniu ekspresji ETV1 ludzkie PSC wykazywały większą konfluencję po pasażu, a wyniki z eksperymentu RNA-Seq potwierdziły wzbogacenie w terminy funkcjonalne związane z adhezją, porównano poziom białek adhezyjnych w komórkach ...
	Z danych RNA-Seq wyselekcjonowano 4 kandydatów należących do terminów funkcjonalnych związanych z adhezją ogniskową (fokalną), interakcją komórka–ECM i adhezją komórkową i porównano poziom syntezy białka w komórkach ETV1-KO z poziomem w komórkach typu...
	ITGA5 należy do rodziny białek integryn i pośredniczy w adhezji komórek do ECM. Wspólnie z integryną 1β tworzy receptor błonowy, którego ligandem jest zewnątrzkomórkowa fibronektyna (ang. fibronectin). Wewnątrz komórki receptory integrynowe łączą się ...
	Na podstawie pomiaru intensywności fluorescencji, w oparciu o które można określić poziom badanego białka, stwierdzono, że białka ITGA5, PXN, VCL oraz CDH1 wykazywały wyższy poziom w komórkach PSC ETV1-KO w porównaniu do komórek PSC typu dzikiego. Naj...
	Podsumowując, wyższy poziom mRNA (z wyjątkiem CDH1) oraz większa synteza białek adhezyjnych w komórkach PSC ETV1-KO względem typu dzikiego, wskazuje na wyższą adhezję po wyłączeniu ekspresji ETV1 w ludzkich PSC.
	3.5.4. Podwyższona ekspresja ETV1 w ludzkich komórkach PSC

	Następnie, aby udowodnić, że przyczyną zaobserwowanych zmian w adhezji i ścieżkach sygnałowych było wyłączenie ekspresji ETV1 w komórkach Hues8-iCas9 typu dzikiego wywołano tymczasową podwyższoną ekspresję ETV1.
	W tym celu do plazmidu pEGFP-F1-FLAG wklonowano cDNA ETV1 pod promotorem CMV (plazmid ETV1). Plazmid dostarczony był do komórek na drodze lipofekcji. Kontrolę stanowił plazmid bez cDNA ETV1 (pusty plazmid).
	24 godziny po transfekcji zaobserwowano komórki pozytywne na białko zielonej fluorescencji (GFP; ang. green fluorescent protein) w przypadku transfekcji pustym plazmidem, natomiast nie zaobserwowano komórek GFP pozytywnych po transfekcji plazmidem z E...
	W związku z powyższym niemożliwe było dokładniejsze zbadanie wpływu podwyższonej ekspresji ETV1 w ludzkich PSC.
	3.5.5. Modulacja ścieżki sygnalizacyjnej PI3K/AKT w ludzkich komórkach PSC typu dzikiego i ETV1-KO

	W celu potwierdzenia mechanizmu molekularnego, przez który ETV1 może regulować adhezję ludzkich PSC, modulowano ścieżkę sygnalizacyjną PI3K/AKT poprzez inhibicję lub aktywację tego szlaku. W analizie eksperymentu RNA-Seq geny wchodzące w tę ścieżkę lu...
	Najpierw w celu potwierdzenia podwyższonej aktywacji ścieżki PI3K/AKT wykonano western blot z przeciwciałami skierowanymi na kinazę AKT (całkowity AKT) oraz jej aktywowaną formę (fosforylowany AKT w 473 serynie). Podczas gdy całkowity poziom białka AK...
	W związku z powyższym, modulowano ścieżkę PI3K/AKT z użyciem inhibitorów (PI-103 i Torin2) i aktywatora (INS) zarówno w komórkach PSC typu dzikiego, jak i ETV1-KO. W tym celu badane komórki posiane były w takiej samej gęstości początkowej (2,5 × 104 k...
	W celu ustalenia odpowiednich stężeń modulatorów ścieżki PI3K/AKT przetestowano trzy różne stężenia dla każdego modulatora. Dla inhibitorów, PI-103 i Torin2, sprawdzono odpowiednio 5 nM, 15 nM i 30 nM oraz 5 nM, 15 nM i 200 nM. Dla aktywatora, insulin...
	Po pierwsze, podczas pasażu, bez dodania do pożywki hodowlanej inhibitora lub aktywatora ścieżki PI3K/AKT, na podłoże hodowlane Geltrex przyczepiło się średnio 62,26% pasażowanych komórek typu dzikiego, a w przypadku komórek ETV1-KO średnio 83,91%. Wy...
	Po drugie, inhibicja ścieżki PI3K/AKT przez cząsteczkę PI-103 istotnie statystycznie obniżyła frakcję przyczepionych komórek typu dzikiego oraz ETV1-KO we wszystkich zastosowanych stężeniach (5 nM, 15 nM, 30 nM), w porównaniu do nietraktowanych komóre...
	Ponadto, obniżenie aktywności ścieżki PI3K/AKT z użyciem 15 nM stężenia Torin2 w ETV1-KO spowodowało, że procent komórek ETV1-KO, które przyczepiły się po pasażu nie różnił się od procentu przyczepionych komórek typu dzikiego nietraktowanych inhibitor...
	Z kolei aktywacja szlaku PI3K/AKT z zastosowaniem INS istotnie statystycznie zwiększyła procent przyczepionych komórek typu dzikiego w dwóch badanych stężeniach (0,3 µg/ml, 3 µg/ml) w porównaniu do komórek nietraktowanych. Warto zauważyć, że zastosowa...
	Porównanie statystyczne z wartościami p podano w tabeli 5.
	W dalszej kolejności, w celu potwierdzenia niezależną metoda badawczą wyżej opisanych wyników modulacji ścieżki PI3K/AKT w komórkach PSC typu dzikiego i ETV1-KO badane komórki posiano w pożywce zawierającej 30 nM PI-103, 15 nM Torin2 lub 3 (g/ml INS. ...
	Następnego dnia, zaobserwowano zmniejszoną konfluencję komórek ETV1-KO i typu dzikiego traktowanych inhibitorami ścieżki PI3K/AKT w porównaniu do kontroli. W przypadku dodania INS, zwiększoną konfluencję wykazywały komórki typu dzikiego w porównaniu d...
	Na podstawie tych wyników można potwierdzić, że adhezja ludzkich komórek PSC regulowana jest przez ścieżkę PI3K/AKT. Dodatkowo czynnik transkrypcyjny ETV1 może regulować aktywność ścieżki PI3K/AKT, prowadząc do modulacji adhezji komórek PSC. Wynika to...
	3.5.6. Badanie pluripotencji w ludzkich komórkach PSC typu dzikiego i ETV1-KO

	Jako że analiza RNA-Seq wykazała obniżenie poziomu aktywności ścieżek sygnalizacyjnych zaangażowanych w utrzymywanie pluripotencji, takich jak sygnalizacja TGFβ czy sygnalizacja WNT, porównano poziom podstawowych markerowych białek pluripotencjalnych ...
	Na podstawie barwienia immunofluorescencyjnego stwierdzono, że synteza białek markerowych dla pluripotencji OCT3/4 oraz NANOG zachodziła zarówno w komórkach PSC typu dzikiego jak i ETV1-KO (ryc. 51A). Dodatkowo, analiza z cytometru przepływowego z wyk...
	Na podstawie powyższych wyników można wnioskować, że obecność ekspresji i syntezy podstawowych markerów pluripotencji aktywowanej nie różni się pomiędzy ludzkimi komórkami PSC typu dzikiego oraz ETV1-KO. Należy zauważyć, że transkrypty OCT3/4 oraz NAN...
	3.5.7. Modulacja ścieżki sygnalizacyjnej WNT podczas różnicowania w kierunku endodermy komórek PSC typu dzikiego i ETV1-KO

	Na podstawie analizy danych RNA-Seq zaobserwowano istotny statystycznie spadek w aktywności ścieżki sygnalizacyjnej WNT (p<0,001) w komórkach PSC ETV1-KO w porównaniu do typu dzikiego. W celu potwierdzenia różnicy w aktywności sygnalizacji WNT w komór...
	Określono potencjał do różnicowania w kierunku DE komórek PSC typu dzikiego i ETV1-KO w pełnej pożywce różnicującej (3 µM CHIR99021 i 100 ng/ml aktywiny A). Komórki typu dzikiego i ETV1-KO osiągnęły odpowiednio 83,4% i 81,5% wydajności zróżnicowania d...
	Następnie określono efektywność różnicowania do komórek DE po modulacji ścieżki WNT. Bez aktywacji sygnalizacji WNT zarówno komórki PSC typu dzikiego, jak i ETV1-KO wykazywały obniżenie efektywności różnicowania w kierunku DE. Do stadium DE w warunkac...
	Podsumowując, powyższe wyniki potwierdzają wnioski opracowane na podstawie analizy porównawczej z eksperymentu RNA-Seq pomiędzy komórkami PSC typu dzikiego i ETV1-KO, że w komórkach PSC ETV1-KO nastąpiło zmniejszenie aktywności sygnalizacji WNT po wył...
	3.5.8. Identyfikacja genów bezpośrednio regulowanych przez ETV1 w ludzkich komórkach PSC z użyciem metody ChIP-Seq i CUT&RUN

	Aby lepiej zrozumieć mechanizmy molekularne stojące za lepszym przyleganiem komórek PSC ETV1-KO oraz w celu określenia genów bezpośrednio regulowanych przez czynnik transkrypcyjny ETV1 przeprowadzono analizę wykorzystującą ChIP z przeciwciałem przeciw...
	Technologia CUT&RUN, podobnie jak ChIP, jest metodą służącą do wyznaczenia w genomowym DNA miejsc wiązania dla danego białka, a wytrącone za pomocą specyficznego przeciwciała pierwszorzędowego fragmenty genomowego DNA poddaje się reakcji qPCR lub sekw...
	W pierwszej kolejności komórki PSC typu dzikiego wykorzystano do eksperymentu z ChIP. Pierwszym etapem była optymalizacja warunków sonikacji w celu uzyskania fragmentów chromatyny długości między 200 pz a 500 pz, ponieważ taka wielkość fragmentów DNA ...
	W związku z powyższym zastosowano metodę CUT&RUN na komórkach PSC typu dzikiego z zastosowaniem przeciwciała przeciwko ETV1. Jako kontrolę pozytywną odzwierciedlającą euchromatynę użyto przeciwciała przeciwko metylacji histonu H3, natomiast kontrolę n...
	3.6. Wpływ wyłączenia ekspresji ETV1 na różnicowanie ludzkich komórek PSC

	Delecja genu ETV1 w ludzkich PSC powoduje hiperaktywację ścieżki sygnalizacyjnej PI3K/AKT oraz zwiększoną adhezję międzykomórkową oraz do podłoża hodowlanego. Następnie, w celu zbadania potencjału do różnicowania komórek z wyłączoną ekspresją ETV1 i k...
	a) różnicowanie in vitro spontaniczne,
	b) różnicowanie in vitro ukierunkowane do endokrynnych komórek ( trzustki.
	3.6.1. Różnicowanie in vitro spontaniczne

	Różnicowanie in vitro spontaniczne polega na umieszczeniu PSC w pożywce hodowlanej pozbawionej czynników utrzymujących pluripotencję. Komórki zaczynają różnicować się spontanicznie w komórki będące pochodnymi wszystkich trzech listków zarodkowych.
	72 godziny po usunięciu czynników utrzymujących pluripotencję morfologia klastrów 3D ludzkich komórek PSC typu dzikiego i ETV1-KO znacznie się zmieniła. W dniu trzecim różnicowania zarówno klastry komórek PSC typu dzikiego, jak i ETV1-KO zaczęły tworz...
	W celu zbadania różnic pomiędzy organoidami typu dzikiego i ETV1-KO, w dniu 8 i 10 różnicowania spontanicznego, przeprowadzono analizę qPCR ze starterami dla markerów pochodnych trzech listków zarodkowych. Zarówno w dniu 8, jak i 10 w organoidach ETV1...
	W dniu 8 spontanicznego różnicowania in vitro istotną statystycznie różnicę w ekspresji markerów endodermalnych zaobserwowano w przypadku SOX17 (262,375 razy większą w komórkach PSC ETV1-KO w porównaniu do komórek PSC typu dzikiego), białko wiążące GA...
	Ponadto w klastrach komórek PSC ETV1-KO w porównaniu do typu dzikiego wykryto podwyższoną ekspresję genów specyficznych dla mezodermy. W dniu 8 różnicowania spontanicznego in vitro istotną statystycznie różnicę w ekspresji genów specyficznych dla mezo...
	Z kolei klastry 3D komórek PSC ETV1-KO wykazywały znacznie niższą ekspresję markerów ektodermy w porównaniu do klastrów 3D komórek PSC typu dzikiego zarówno w dniu 8 jak i 10 różnicowania spontanicznego in vitro. W dniu 8, markery ektodermy ulegały st...
	Powyższe wyniki wskazują na efektywniejsze różnicowanie in vitro w warunkach nieukierunkowanego rozwoju komórek PSC ETV1-KO w stronę endodermy i mezodermy oraz upośledzony rozwój w stronę ektodermy, w porównaniu do komórek PSC typu dzikiego.
	3.6.2. Różnicowanie in vitro w kierunku komórek ( trzustki

	Różnicowanie in vitro nakierowane na fenotyp określonego typu komórek polega na umieszczeniu PSC w pożywce hodowlanej pozbawionej czynników utrzymujących pluripotencję, natomiast zawierających odpowiednio dobraną mieszaninę związków drobnocząsteczkowy...
	3.6.2.1.  Określenie różnic w morfologii i syntezie białek markerowych dla poszczególnych etapów różnicowania in vitro do komórek β trzustki

	W miarę postępu różnicowania po usunięciu pożywki utrzymującej plenipotencję morfologia sfer komórek PSC typu dzikiego i ETV1-KO znacznie się zmieniła. W dniu, w którym rozpoczęto różnicowanie (dzień 1) organoidy stworzone z komórek PSC ETV1-KO nie ró...
	W celu zbadania różnic pomiędzy komórkami PSC ETV1-KO i typu dzikiego w specyfikacji in vitro komórek PSC do komórek ( trzustki przeprowadzono barwienie immunofluorescencyjne z wykorzystaniem przeciwciał przeciwko białkom markerowym poszczególnych eta...
	Na stadium DE liczba komórek wykazujących syntezę zarówno białka SOX17 jak i FOXA2 nie różniła się pomiędzy sferami komórek DE ETV1-KO i typu dzikiego. Ponadto, badane komórki osiągnęły wysoką efektywność w różnicowaniu do stadium DE – sfery komórek E...
	Na etapie PP różnicowania in vitro sfer komórek PSC ETV1-KO i typu dzikiego w kierunku endokrynnych komórek ( trzustki zaobserwowano istotne statystycznie różnice w liczbie komórek wykazujących syntezę białek markerowych – PDX1, NKX6-1 oraz CHGA. W or...
	Na stadium wczesnych komórek ( różnicowania in vitro w organoidach typu dzikiego zaobserwowano syntezę białek CHGA (21%) oraz C-PEP (15%). Natomiast, sfery ETV1-KO nie wykazywały syntezy białek specyficznych dla części endokrynnej trzustki (CHGA) oraz...
	Z komórek PSC ETV1-KO różnicuje się mniej komórek PP, a z tych których powstają niemożliwa jest specjalizacja do komórek wykazujących obecność CHGA i C-PEP. Na podstawie powyższych wyników można stwierdzić, że czynnik transkrypcyjny ETV1 jest niezbędn...
	3.6.2.2.  Określenie różnic na poziomie transkryptomu w komórkach PP zróżnicowanych z komórek PSC typu dzikiego i ETV1-KO

	W celu zrozumienia mechanizmów molekularnych stojących za różną efektywnością różnicowania in vitro komórek PSC typu dzikiego oraz ETV1-KO do komórek PP przeprowadzono analizę scRNA-Seq.
	W stadium komórek PP zebrano sfery typu dzikiego i ETV1-KO i poddano procedurze przygotowania bibliotek do scRNA-Seq w dwóch powtórzeniach biologicznych z 8000 komórek każde. Zastosowano metodę scRNA-Seq opartą na kroplach (ang. droplet-based scRNA-Se...
	Z organoidów typu dzikiego uzyskano sekwencjonowane transkrypty z 2571 (typ dziki 1) i 3372 (typ dziki 2) komórek. Natomiast z organoidów ETV1-KO uzyskano sekwencjonowane transkrypty z 4617 (ETV1-KO 1) i 5649 (ETV1-KO 2) komórek.
	Wyodrębnienie grup komórek i wizualizacja z użyciem metody tSNE pozwoliła na zidentyfikowanie transkrypcyjnie unikatowych skupisk komórek. Wstępna analiza wykazała, że komórki ETV1-KO w stadium PP podczas różnicowania in vitro do komórek ( trzustki tw...
	W programie Loupe Browser 6.2.0 utworzono mapę poziomu zidentyfikowanych transkryptów w komórkach PP typu dzikiego oraz ETV1-KO zróżnicowanych in vitro (ryc.62).
	We wszystkich analizowanych zestawach danych zaobserwowano obecność markerów PP: PDX1 i SOX9 (ryc. 63A). Dodatkowo, zarówno w klastrach komórek typu dzikiego (typ dziki 1: skupisko 6; typ dziki 2: skupisko 4), jak i ETV1-KO (ETV1-KO 1: skupisko 10; ET...
	B
	C
	4. Dyskusja i perspektywy na przyszłe badania
	Ludzkie PSC stanowią potencjalnie nieograniczone źródło komórek, które można zróżnicować do każdego typu tkanki i wykorzystać do przeszczepu w medycynie regeneracyjnej. Ponadto zróżnicowane tkanki z PSC mogą stanowić bazę do badań wielu nowych substan...
	Adhezja w kulturze in vitro i podtrzymywaniu cech PSC stanowi ważny aspekt, ponieważ pozwala na utrzymywanie specyficznego dla PSC kształtu kolonii, który jest niezbędny do prawidłowego przekazywania sygnałów międzykomórkowych. Dodatkowo odpowiednia n...
	W badaniu zespołu Närvä i współpracowników, dzięki zastosowaniu mikroskopii wysokorozdzielczej, możliwe było zbadanie struktury PSC tworzących kolonię w kulturze in vitro. Kolonie PSC formują zwarte centrum, które podtrzymywane jest dzięki połączeniom...
	W badaniu Godoy-Parejo i współpracowników podwyższenie poziomu aktywności ścieżki PI3K/AKT z użyciem aktywatora INS spowodowało zwiększoną przeżywalność podczas pasażu do pojedynczych komórek oraz lepszą przyczepność do podłoża (Godoy-Parejo i in., 20...
	W kontekście adhezji PSC opisano również rolę kinazy FAK i integryn jako niezbędnych do hodowli PSC. Inhibicja kinazy FAK z wykorzystaniem siRNA doprowadziła do zmiany morfologii kolonii oraz odczepienia PSC od podłoża hodowlanego. Podobny efekt zaobs...
	W przedstawionej rozprawie doktorskiej po podwyższeniu ekspresji genu ETV1 zaobserwowano efekt podobny do przedstawionego w badaniu Vitillo i współpracowników (Vitillo i in., 2016). Po wyciszeniu aktywności kinazy FAK ludzkie komórki ESC odczepiały si...
	Kolejnym istotnym aspektem, wartym do rozwinięcia jest rola ETV1 w utrzymywaniu pluripotencji. W wyprowadzonej linii ETV1-KO po analizie danych RNA-Seq zaobserwowano obniżenie poziomu ścieżek sygnałowych zaangażowanych w utrzymywanie cech PSC. Na pods...
	W naszym laboratorium oprócz wyprowadzenia ludzkiej linii komórek PSC ETV1-KO, z wykorzystaniem protokołu opisanego w niniejszej rozprawie doktorskiej otrzymaliśmy linie klonalne ludzkich komórek PSC z wyłączoną ekspresją innych członków podrodziny PE...
	Kolejnym interesującym kierunkiem badań jest głębsze poznanie roli ETV1 w regulowaniu procesów rozwoju embrionalnego. Spontaniczne różnicowanie in vitro wyprowadzonej linii ETV1-KO wykazało, że komórki te różnicują bardziej efektywnie w porównaniu do ...
	Równie ważnym i ciekawym aspektem jest głębsze zrozumienie roli ETV1 na poszczególnych etapach specyfikacji endokrynnych komórek ( trzustki. Obecne protokoły różnicowania in vitro PSC do komórek β trzustki opierają się na naśladowaniu kolejnych etapów...
	Na podstawie powiązania roli ETV1 z regulacją adhezji i tworzeniem adhezji ogniskowych (adhezji fokalnych) oraz z modulacją ścieżki sygnalizacyjnej PI3K/AKT w komórkach w stanie pluripotencji aktywowanej, postawiłam hipotezę, że ETV1 może pełnić tę sa...
	Wykonanie eksperymentu scRNA-Seq na stadium PP różnicowania in vitro pozwoliło na uzyskanie dużej ilości danych, których analiza pozwoli na szczegółowe opisanie efektu wyłączenia ekspresji ETV1 na rozwijającą się trzustkę. Wstępna analiza wykazała wię...
	5. Podsumowanie
	W niniejszej rozprawie doktorskiej przedstawiono rolę czynnika transkrypcyjnego ETV1 w regulowaniu poziomu adhezji i przyczepności ludzkich komórek PSC w warunkach in vitro oraz w procesie powstawania komórek PP podczas różnicowania in vitro ludzkich ...
	W pierwszym etapie badań z naszych danych scRNA-Seq z embrionalnych mysich trzustek (e14,5 i e16,5) wyselekcjonowano czynnik transkrypcyjny Etv1 jako potencjalny regulator rozwoju endokrynnej trzustki. Zaobserwowano, że Etv1 występował specyficznie w...
	W kolejnym kroku z użyciem metody CRISPR/Cas9 wyprowadziłam linie klonalne ludzkich PSC z wyłączoną ekspresją ETV1. Stworzone linie wykorzystałam jako narzędzie do zbadania funkcji ETV1 na etapie pluripotencji oraz w procesie powstawania komórek PP w ...
	Na etapie pluripotencji zauważono fenotyp związany z większą przyczepnością i adhezją komórek PSC ETV1-KO względem typu dzikiego. Na podstawie porównawczych analiz konfluencji w trakcie pierwszych 24 godzin po pasażu ujawniono większą powierzchnię zaj...
	W niniejszej pracy modulowano również aktywność ścieżki sygnalizacyjnej PI3K/AKT z użyciem inhibitorów – PI-103 i Torin2 oraz aktywatora INS. Inhibicja ścieżki PI3K/AKT w komórkach ETV1-KO skutkowała zmniejszeniem przyczepności komórek podczas pasażu....
	Ponieważ na podstawie analizy danych RNA-Seq zidentyfikowano obniżenie transkryptów związanych z utrzymywaniem pluripotencji, określono poziom białek pluripotencjalnych – SOX2, OCT3/4 oraz NANOG w komórkach PSC ETV1-KO i typu dzikiego. Nie stwierdzono...
	Następnie celem zidentyfikowania bezpośrednich celów regulacyjnych ETV1 przeprowadzono ChIP-Seq oraz CUT&RUN. Niskie stężenie wytrąconej chromatyny oraz brak wzbogacenia w miejscach promotorowych w chromatynie ściągniętej za pomocą przeciwciała przeci...
	Kolejnym krokiem było określenie wpływu wyłączenia ekspresji ETV1 na proces różnicowania in vitro. W pierwszej kolejności porównano potencjał do różnicowania w komórki trzech listków zarodkowych w warunkach nieukierunkowanych na określony typ komórek....
	W ostatniej części pracy,skupiono się na określeniu roli czynnika transkrypcyjnego ETV1 podczas rozwoju in vitro ludzkich komórek PSC w kierunku komórek β trzustki. W pierwszej kolejności określono różnice w morfologii i syntezie białek charakterystyc...
	Podsumowując, w niniejszej rozprawie doktorskiej zaproponowano rolę czynnika transkrypcyjnego ETV1 w regulowaniu adhezji i przyczepności ludzkich komórek PSC w hodowli in vitro oraz w procesie formowania się komórek PP w rozwoju in vitro endokrynnej t...
	6. Materiały i metody
	6.1. Hodowla in vitro ludzkich komórek PSC

	Kultury in vitro linii komórkowej Hues8-iCas9 oraz wyprowadzonych linii z wyłączoną ekspresją ETV1 były utrzymywane w hodowli w inkubatorze z 5% stężeniem CO2 w 37 C. Komórki hodowano na podłożu Geltrex 1:70 w pożywce StemFlex (Gibco, numer katalogowy...
	Rozmrażanie komórek
	Komórki przechowywano w zbiorniku wypełnionym ciekłym azocie w specjalnych krioprobówkach. Po wyciągnięciu probówki z komórkami ogrzewano probówki w temperaturze 37 C tylko do momentu pojawienia się kostki lodu z zawiesiną komórkową. Następnie przenos...
	Standardowy pasaż
	Komórki pasażowane były dwa razy w tygodniu. Do standardowego pasażu używano 0,5 mM EDTA w 1 × PBS (EDTA-PBS). Po ściągnięciu pożywki hodowlanej, podawano roztwór EDTA-PBS i inkubowano w temperaturze 37 C przez 5 minut. Potem  roztwór EDTA-PBS odciąga...
	Pasaż do pojedynczych komórek
	Po ściągnięciu pożywki hodowlanej, podawano roztwór TrypLE i komórki inkubowano w 37 C przez 5 minut. Następnie podawano potrójną objętość zimnego roztworu 10% płodowej surowicy cielęcej (FBS) w pożywce DMEM/F12. Komórki rozbijano mechanicznie do poje...
	Generacja organoidów 3D do różnicowania
	Dwa dni przed pasażem na różnicowanie, komórki pasażowano do pojedynczych komórek i 1,2 × 106 komórek przenoszono na płytki hodowlane 10 cm. Po dwóch dniach hodowli, komórki rozbijano do pojedynczych komórek, tak jak opisano powyżej. Całą procedurę ko...
	Liczenie komórek
	Przed liczeniem komórki rozbijano do pojedynczych komórek, tak jak opisano powyżej w procedurze pasażu do pojedynczych komórek. Następnie 10 (l zawiesiny komórkowej mieszano z 10 (l roztworu niebieskiego trypanu, który penetruje błonę komórkową, barwi...
	Zamrażanie komórek
	Komórki odczepiano z naczynia hodowlanego tak jak opisano w procedurze standardowego pasażu. Następnie komórki wirowano przez 5 minut 150×g. Osad komórkowy zawieszano w 0,5 mL pożywki hodowlanej i przenoszono do odpowiednio opisanych krioprobówek. Do ...
	Krioprobówki umieszczano w pojemniku do mrożenia komórek (Nalgene, Mr. Frosty) na 24 godziny do -80 C i następnie do zbiornika z ciekłym azotem.
	6.2. Wyprowadzenie linii klonalnych ludzkich komórek PSC z wyłączoną ekspresją genu ETV1

	Otrzymanie cząsteczek sgRNA
	Za pomocą metody CRISPR/Cas9 otrzymano pulę komórek hPSC z wyłączoną ekspresją ETV1. Do nakierowania białka Cas9 użyto cząsteczek sgRNA syntetycznych z firmy SYNTHEGO, które powodowały mutacje w eksonie 9 genu ETV1. Ekson 9 wchodzi w końcową część dom...
	Ponadto niezależnie użyto cząsteczek sgRNA syntetyzowanych w naszym laboratorium. Cząsteczki sgRNA zaprojektowano z wykorzystaniem platformy Benchling. Zaprojektowano sgRNA, które powodowały mutacje w eksonie 4, czyli drugim eksonie podlegającym trans...
	Oligonukleotydy namnożono metodą PCR z użyciem polimerazy Q5. Profil termiczny reakcji PCR przedstawiono w tabeli 8 (tab. 8).
	Skład mieszaniny reakcyjnej do PCR (50 (l):
	 woda 32,5 (l,
	 5 × bufor Q5 10 (l,
	 10 mM dNTP 1 (l,
	 5 (M mieszanina starterów przedniego i tylnego 5 (l,
	 25 nM matryca 1 (l,
	 polimeraza Q5 0,5 (l.
	Po reakcji PCR produkty oczyszczono z użyciem gotowego zestawu PCR Purification GeneJet (Invitrogen) i zmierzono stężenie podwójnej nici DNA na spektrofotometrze Nanodrop. Dodatkowo przeprowadzono elektroforezę w 1,5% żelu agarozowym (5(l z mieszaniny...
	W kolejnym etapie, 8 (g produktu PCR posłużyło jako matryca do transkrypcji in vitro, którą przeprowadzono z użyciem gotowego zestawu MEGA shortscript (Invitrogen). Reakcja inkubowana była przez noc w 37 C. Po inkubacji, produkt oczyszczono używając z...
	Wyprowadzenie linii klonalnych
	Do wyprowadzenia linii klonalnych z wyłączoną ekspresją ETV1 użyto linii hPSC Hues8-iCas9. Linia ta charakteryzuje się indukcją ekspresji i syntezą białka Cas9 po traktowaniu komórek doksycykliną. Doksycyklinę w stężeniu 2 (g/ml podawano do pożywki ho...
	Z komórek wyizolowano DNA, używając gotowego zestawu Genomic Mini (A&A Biotechnology) i przeprowadzono PCR z użyciem polimerazy GoTaq G2 ze starterami flankującymi miejsce edycji CRISPR/Cas9 w genomie. Profil termiczny reakcji PCR przedstawiono w tabe...
	Skład mieszaniny reakcyjnej do PCR (10 (l):
	 woda 5,15 (l,
	 5 × bufor GoTaq 2 (l,
	 10 mM dNTP 0,2 (l,
	 25 mM MgCl2 0,6 (l,
	 5 (M mieszanina starterów przedniego i tylnego 1 (l,
	 matryca 1 (l,
	 polimeraza GoTaq G2 0,05 (l.
	Po reakcji PCR, 2 (l mieszaniny reakcyjnej poddano elektroforezie w 1% żelu agarozowym. Natomiast 8 (l mieszaniny reakcyjnej oczyszczono używając gotowego zestawu EZ-10 (BioBasic). Oczyszczony produkt poddano sekwencjonowaniu DNA metodą Sangera. Wynik...
	Po tygodniu hodowli w stężeniu klonalnym wybrane kolonie przeniesiono na dołek płytki 96-dołkowej. Równy i okrągły kształt kolonii wskazywał, że wyrosła ona z pojedynczej komórki. Z każdego klonu wyizolowano genomowe DNA i analizowano analogicznie, ja...
	6.3. Analiza poziomu ekspresji genów metodą qPCR

	Izolacja RNA
	Komórki zostały poddane lizie roztworem Trizolu (Invitrogen) według protokołu producenta. RNA zostało wyizolowane z wodnej fazy po dodaniu chloroformu. Wytrącono je za pomocą izopropanolu i oczyszczono 70% etanolem. Następnie, RNA zawieszano w wodzie ...
	Odwrotna transkrypcja
	Odwrotną transkrypcję przeprowadzono przy użyciu zestawu RevertAid First ﻿Strand cDNA (ThermoFisher) zgodnie z protokołem producenta. Do reakcji brano 1 μg całkowitego RNA i usuwano ewentualne zanieczyszczenia DNA, stosując DNazę I. Do reakcji odwrotn...
	Projektowanie starterów
	Wszystkie startery zaprojektowano przy użyciu platformy Primer-BLAST. W celu wykluczenia ryzyka amplifikacji genomowego DNA startery projektowano na miejsca w sekwencji odpowiadające łączeniu eksonów. Swoistość zaprojektowanych starterów weryfikowano ...
	Ilościowy PCR w czasie rzeczywistym (qPCR)
	Produkty cDNA z reakcji odwrotnej transkrypcji rozcieńczono w wodzie wonnej od nukleaz 20 razy przed reakcją qPCR. Wszystkie reakcje wykonano w 3 technicznych powtórzeniach. Dla każdej serii reakcji przygotowano kontrolę bez matrycy (wodna, negatywna)...
	Skład mieszaniny reakcyjnej do PCR (10 (l):
	 ﻿power SYBR™ Green PCR Master Mix 5 (l,
	 5 (M mieszanina starterów przedniego i tylnego (stężenie końcowe starterów: 0,125 (M) 3 (l,
	 rozcieńczona matryca cDNA lub woda w kontroli bez matrycy 2 (l.
	Analiza wyników
	Dane z reakcji qPCR analizowane były metodą ﻿((Ct. Poziom ekspresji badanych genów został znormalizowany do poziomu ekspresji genów referencyjnych GAPDH (dehydrogenaza 3-fosforanu aldehydu glicerynowego) lub ACTB ((-aktyna). Relatywną wartość ekspresj...
	﻿(Ct A = Ct_genu badanego – Ct_genu referencyjnego
	(Ct B = Ct_genu badanego – Ct_genu referencyjnego
	((Ct = (Ct B – ﻿(Ct A
	R = 2^ (-((Ct )
	gdzie:
	﻿(Ct A – znormalizowana wartość ekspresji w próbie referencyjnej,
	﻿(Ct B – znormalizowana wartość ekspresji w próbie badanej,
	R – względny poziom ekspresji obliczony jako krotność zmiany między poziomem ekspresji genów w badanej próbie a próbie referencyjnej.
	6.4. Analiza transkryptomu

	Sekwencjonowanie RNA
	Całkowite RNA zostało wyizolowane z komórek Hues8-iCas9 typu dzikiego i ETV1-KO z użyciem metody wykorzystującej Trizol (Invitrogen). Do przygotowania bibliotek cDNA użyto zestawu RNA Truseq RNA V2 zgodnie z protokołem producenta. Do każdej biblioteki...
	Wartość transformowana = (x – średnia) / (maks – min)
	gdzie:
	x – wartość ekspresji danej próby,
	średnia – średnia wartości ekspresji ze wszystkich prób,
	maks – maksymalna wartość ekspresji wśród wszystkich prób,
	min – minimalna wartość ekspresji wśród wszystkich prób.
	Sekwencjonowanie RNA z pojedynczych komórek
	Sfery komórek PP typu dzikiego i ETV1-KO w 12 dniu różnicowania in vitro w kierunku komórek β trzustki przemyto 2 razy roztworem HBSS i rozbito do pojedynczych komórek inkubując w roztworze 1% trypsyny w 1 × PBS/0,5 mM EDTA w 37 C z wytrząsaniem 80 rp...
	6.5. Analiza adhezji

	Pasaż badanych komórek
	Badane komórki typu dzikiego i ETV1-KO dysocjowano do pojedynczych komórek i posiewano w stężeniu początkowym 1,5 × 104 komórek/cm2 w pożywce z dodatkiem inhibitorów ROCK (Y-27632, 10 (M) lub bez. Komórki pasażowano na dołki 24–dołkowej płytki uprzedn...
	Geltrex rozcieńczano w stosunku 1:70 w pożywce hodowlanej DMEM/F12. Witronektynę rozcieńczano w 1 × PBS do stężenia końcowego 5 (g/ml. Laminina V obecna była w zebranej pożywce hodowlanej z kultury linii komórkowej 804-G. Na powierzchnię jednego dołka...
	Fibronektynę rozcieńczano w 1 × PBS do stężenia końcowego 0,06 (g/(l. Na powierzchnię jednego dołka 24 dołkowej płytki podawano 100 (l fibronektyny i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 45 minut. W tym czasie podana objętość fibronektyny odparow...
	24 godziny po pasażu komórki poddawano analizie adhezji z wykorzystaniem barwienia fioletem krystalicznym.
	Barwienie fioletem krystalicznym
	Komórki utrwalono 4% roztworem paraformaldehydu (PFA) w 1 × PBS przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Następnie, utrwalone komórki barwiono świeżo przygotowanym 0,1% roztworem fioletu krystalicznego w wodzie przez 30 minut z wytrząsaniem w temperat...
	Ustalenie krzywej
	W celu ustalenia krzywej standardowej komórki typu dzikiego i ETV1-KO rozbito do pojedynczych komórek i posiano w medium Stem Flex z dodatkiem inhibitorów ROCK (Y-27632, 10 (M) po 3125, 6250, 12 500, 25 000, 50 000, 100 000, 150 000, 200 000, 250 000,...
	6.6. Analiza w IncuCyte

	Do śledzenia żywych komórek zastosowano urządzenie do obrazowania żywych komórek IncuCyte (Sartorius). Do analizy krzywej wzrostu, komórki typu dzikiego lub ETV1-KO wysiano w gęstości początkowej 1,5 × 104 komórek/cm2, 2,5 × 104 komórek/cm2 lub 5 × 10...
	6.7. Podwyższona ekspresja ETV1

	Startery zostały zaprojektowane za pomocą narzędzia Benchling Assembly Wizard na platformie Benchling (tab. 12).
	Sekwencję cDNA ETV1 amplifikowano metodą PCR z polimerazą Q5 w warunkach cyklicznej dwuetapowej reakcji PCR.
	Skład mieszaniny reakcyjnej do PCR (50 (l):
	 woda 32,5 (l,
	 5 × bufor Q5 10 (l,
	 10 mM dNTP 1 (l,
	 5 (M mieszanina starterów przedniego i tylnego 5 (l,
	 matryca 1 (l (200 ng),
	 polimeraza Q5 0,5 (l.
	Profil termiczny reakcji PCR przedstawiono w tabeli 13 (tab. 13).
	Produkt PCR wyizolowano z 1,2% żelu agarozowego za pomocą gotowego zestawu PureLink Quick Gel Extraction Kit w objętości końcowej 50 (l.
	Plazmid został przecięty w odpowiednich miejscach sekwencji enzymami restrykcyjnymi XhoI i MluI (Thermo Fisher Scientific). Inkubacja z enzymami restrykcyjnymi trwała 4 godziny w 37 C, następnie, aby zakończyć trawienie temperaturę podniesiono do 80 C...
	Do ligacji cDNA ETV1 z przeciętym plazmidem użyto zestawu The NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit (NEB) w stosunku wektor:insert 1:2. Złożony plazmid został poddany sekwencjonowaniu metodą Sangera w celu weryfikacji prawidłowego wklonowania insert...
	Plazmid z sekwencją bez mutacji, został namnożony w komórkach E.coli. Plazmid został transformowany do komórek bakterii kompetentnych za pomocą szoku cieplnego. Bakterie hodowane były w pożywce Lennox-Broth (LB). Po 20–minutowej inkubacji na lodzie za...
	Komórki Hues8-iCas9 typu dzikiego i ETV1-KO transfekowane plazmidem kontrolnym lub z sekwencją cDNA ETV1 po 750 ng każdego plazmidu, używając lipofektaminy STEM (Thermo Fisher Scientific) według protokołu producenta.
	6.8. Analiza białek

	Barwienie immunofluorescnencyjne komórek adhezyjnych
	Komórki utrwalono 4% roztworem paraformaldehydu (PFA) w 1 × PBS przez 15 minut w temperaturze pokojowej i przepłukano 3 razy 1 × PBS. Utrwalone komórki przechowywano maksymalnie miesiąc w 1 × PBS w 4 C lub procedowano dalej protokołem barwienia. Używa...
	Barwienie immunofluorescencyjne mysich trzustek
	Zwierzęta hodowano w zwierzętarni Wielkopolskiego Centrum Zaawansowanych Technologii w Poznaniu. Zwierzęta były hodowane w odpowiednich warunkach, które spełniały normy określone w ustawie z dnia 15 stycznia 2015 roku o ochronie zwierząt wykorzystywan...
	Mysie embrionalne oraz rozwinięte trzustki po sekcji utrwalono w 4% roztworze paraformaldehydu (PFA) w 1 × PBS przez noc w temperaturze 4 C i przepłukano 3 razy 1 × PBS. Utrwalone trzustki odwodniono za pomocą inkubacji w 4 C w 15% roztworze sacharozy...
	Barwienie immunofluorescencyjne organoidów 3D
	Organoidy 3D zbierano w minimalnej objętości pożywki i przenoszono do roztworu 1% BSA w 1 × PBS na lodzie, aby zapobiec sklejaniu się sfer ze sobą. Po jednym płukaniu z użyciem 1 × PBS, organoidy utrwalano 4% roztworem paraformaldehydu (PFA) w 1 × PBS...
	Western blot
	Ekstrakty białkowe izolowane były z badanych komórek przy użyciu lizującego buforu RIPA (50 mM Tris-HCl, pH = 8,0, 150 mM NaCl, 1% Nonidet-40, 0,5% sodium deoxycholate, 0,1% SDS, 1% inhibitor proteaz i fosfataz, 1% EDTA, 0,1% PMSF) I przechowywane w t...
	Cytometria przepływowa
	Komórki zdysocjowano za pomocą TrypLE w celu uzyskania zawiesiny pojedynczych komórek. Następnie komórki utrwalano przez inkubację z 4% roztworem paraformaldehydu (PFA) w 1 × PBS z 0,1% saponiną przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Utrwalone komór...
	6.9. Różnicowanie in vitro ludzkich komórek PSC

	Różnicowanie spontaniczne
	Różnicowanie spontaniczne przeprowadzano w formie organoidów 3D, płytka przez cały czas różnicowania była na wytrząsarce orbitalnej. Pożywkę bez dodatku związków utrzymujących pluripotencję zmieniano codziennie. Przez pierwsze 48 godzin podawano pożyw...
	Różnicowanie w kierunku komórek ( trzustki
	Różnicowanie w kierunku komórek ( trzustki przeprowadzano w formie organoidów 3D, płytka przez cały czas różnicowania była na wytrząsarce orbitalnej. Przed rozpoczęciem różnicowania organoidy przepłukano pożywką DMEM/F12. Pożywkę różnicującą do dnia 2...
	6.10. Spis materiałów

	Biologia molekularna
	Analiza białek
	Hodowla komórkowa, różnicowanie i modulacja szlaku PI3K/AKT
	7. Spis literaturowy
	Abe, H., Okazawa, M., Nakanishi, S. (2011). The Etv1/Er81 transcription factor orchestrates activity-dependent gene regulation in the terminal maturation program of cerebellar granule cells. Proceedings of the National Academy of Sciences of the Unite...
	Abyzov, A., Mariani, J., Palejev, D., Zhang, Y., Haney, M. S., Tomasini, L., Ferrandino, A. F., Rosenberg Belmaker, L. A., Szekely, A., Wilson, M., Kocabas, A., Calixto, N. E., Grigorenko, E. L., Huttner, A., Chawarska, K., Weissman, S., Urban, A. E.,...
	Aguayo-Mazzucato, C., Zavacki, A. M., Marinelarena, A., Hollister-Lock, J., el Khattabi, I., Marsili, A., Weir, G. C., Sharma, A., Larsen, P. R., Bonner-Weir, S. (2013). Thyroid hormone promotes postnatal rat pancreatic β-cell development and glucose-...
	Alexandre-Heymann, L., Mallone, R., Boitard, C., Scharfmann, R., Larger, E. (2019). Structure and function of the exocrine pancreas in patients with type 1 diabetes. Reviews in Endocrine and Metabolic Disorders, 20(2), 129–149. https://doi.org/10.1007...
	Amit, M., Carpenter, M. K., Inokuma, M. S., Chiu, C. P., Harris, C. P., Waknitz, M. A., Itskovitz-Eldor, J., Thomson, J. A. (2000). Clonally derived human embryonic stem cell lines maintain pluripotency and proliferative potential for prolonged period...
	Amit, M., Shariki, C., Margulets, V., Itskovitz-Eldor, J. (2004). Feeder Layer- and Serum-Free Culture of Human Embryonic Stem Cells. Biology of Reproduction, 70(3), 837–845. https://doi.org/10.1095/biolreprod.103.021147
	Avilion, A. A., Nicolis, S. K., Pevny, L. H., Perez, L., Vivian, N., Lovell-Badge, R. (2003). Multipotent cell lineages in early mouse development depend on SOX2 function. Genes and Development, 17(1), 126–140. https://doi.org/10.1101/gad.224503
	Baena, E., Shao, Z., Linn, D. E., Glass, K., Hamblen, M. J., Fujiwara, Y., Kim, J., Nguyen, M., Zhang, X., Godinho, F. J., Bronson, R. T., Mucci, L. A., Loda, M., Yuan, G. C., Orkin, S. H., Li, Z. (2013). ETV1 directs androgen metabolism and confers a...
	Baldwin, T., Sakthianandeswaren, A., Curtis, J. M., Kumar, B., Smyth, G. K., Foote, S. J., Handman, E. (2007). Wound healing response is a major contributor to the severity of cutaneous leishmaniasis in the ear model of infection. Parasite Immunology,...
	Bankaitis, E. D., Bechard, M. E., Wright, C. V. E. (2015). Feedback control of growth, differentiation, and morphogenesis of pancreatic endocrine progenitors in an epithelial plexus niche. Genes and Development, 29(20), 2203–2216. https://doi.org/10.1...
	Bar, S., Seaton, L. R., Weissbein, U., Eldar-Geva, T., Benvenisty, N. (2019). Global Characterization of X Chromosome Inactivation in Human Pluripotent Stem Cells. Cell Reports, 27(1), 20-29.e3. https://doi.org/10.1016/j.celrep.2019.03.019
	Barakat, T. S., Gribnau, J. (2012). X chromosome inactivation in the cycle of life. Development (Cambridge), 139(12), 2085–2089. https://doi.org/10.1242/dev.069328
	Baron, M., Veres, A., Wolock, S. L., Faust, A. L., Gaujoux, R., Vetere, A., Ryu, J. H., Wagner, B. K., Shen-Orr, S. S., Klein, A. M., Melton, D. A., Yanai, I. (2016). A Single-Cell Transcriptomic Map of the Human and Mouse Pancreas Reveals Inter- and ...
	Bendall, S. C., Stewart, M. H., Menendez, P., George, D., Vijayaragavan, K., Werbowetski-Ogilvie, T., Ramos-Mejia, V., Rouleau, A., Yang, J., Bossé, M., Lajoie, G., Bhatia, M. (2007). IGF and FGF cooperatively establish the regulatory stem cell niche ...
	Benitez, C. M., Goodyer, W. R., Kim, S. K. (2012). Deconstructing pancreas developmental biology. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, 4(6), 1–17. https://doi.org/10.1101/cshperspect.a012401
	Benitez, C. M., Qu, K., Sugiyama, T., Pauerstein, P. T., Liu, Y., Tsai, J., Gu, X., Ghodasara, A., Arda, H. E., Zhang, J., Dekker, J. D., Tucker, H. O., Chang, H. Y., Kim, S. K. (2014). An Integrated Cell Purification and Genomics Strategy Reveals Mul...
	Borowiak, M., Maehr, R., Chen, S., Chen, A. E., Tang, W., Fox, J. L., Schreiber, S. L., Melton, D. A. (2009). Small Molecules Efficiently Direct Endodermal Differentiation of Mouse and Human Embryonic Stem Cells. Cell Stem Cell. https://doi.org/10.101...
	Boyer, L. A., Tong, I. L., Cole, M. F., Johnstone, S. E., Levine, S. S., Zucker, J. P., Guenther, M. G., Kumar, R. M., Murray, H. L., Jenner, R. G., Gifford, D. K., Melton, D. A., Jaenisch, R., Young, R. A. (2005). Core transcriptional regulatory circ...
	Braun, M. (2014). The somatostatin receptor in human pancreatic β-cells. W Vitamins and Hormones. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-800174-5.00007-7
	Britton, E., Rogerson, C., Mehta, S., Li, Y., Li, X., Fitzgerald, R. C., Ang, Y. S., Sharrocks, A. D. (2017). Open chromatin profiling identifies AP1 as a transcriptional regulator in oesophageal adenocarcinoma. PLoS Genetics, 13(8), 1–24. https://doi...
	Brons, I. G. M., Smithers, L. E., Trotter, M. W. B., Rugg-Gunn, P., Sun, B., Chuva De Sousa Lopes, S. M., Howlett, S. K., Clarkson, A., Ahrlund-Richter, L., Pedersen, R. A., Vallier, L. (2007). Derivation of pluripotent epiblast stem cells from mammal...
	Buecker, C., Geijsen, N. (2010). Different flavors of pluripotency, molecular mechanisms, and practical implications. Cell Stem Cell, 7(5), 559–564. https://doi.org/10.1016/j.stem.2010.10.007
	Burlison, J. S., Long, Q., Fujitani, Y., Wright, C. V. E., Magnuson, M. A. (2008). Pdx-1 and Ptf1a concurrently determine fate specification of pancreatic multipotent progenitor cells. Developmental Biology, 316(1), 74–86. https://doi.org/10.1016/j.yd...
	Byrnes, L. E., Wong, D. M., Subramaniam, M., Meyer, N. P., Gilchrist, C. L., Knox, S. M., Tward, A. D., Ye, C. J., Sneddon, J. B. (2018). Lineage dynamics of murine pancreatic development at single-cell resolution. Nature Communications, 9(1), 1–17. h...
	Cahan, P., Daley, G. Q. (2013). Origins and implications of pluripotent stem cell variability and heterogeneity. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 14(6), 357–368. https://doi.org/10.1038/nrm3584
	Cai, C., Hsieh, C. L., Omwancha, J., Zheng, Z., Chen, S. Y., Baert, J. L., Shemshedini, L. (2007). ETV1 is a novel androgen receptor-regulated gene that mediates prostate cancer cell invasion. Molecular Endocrinology, 21(8), 1835–1846. https://doi.org...
	Cartwright, P., McLean, C., Sheppard, A., Rivett, D., Jones, K., Dalton, S. (2005). LIF/STAT3 controls ES cell self-renewal and pluripotency by a Myc-dependent mechanism. Development, 132(5), 885–896. https://doi.org/10.1242/dev.01670
	Casanova, E. A., Shakhova, O., Patel, S. S., Asner, I. N., Pelczar, P., Weber, F. A., Graf, U., Sommer, L., Bürki, K., Cinelli, P. (2011). Pramel7 mediates LIF/STAT3-dependent self-renewal in embryonic stem cells. Stem Cells, 29(3), 474–485. https://d...
	Chambers, I., Colby, D., Robertson, M., Nichols, J., Lee, S., Tweedie, S., Smith, A. (2003). Functional expression cloning of Nanog, a pluripotency sustaining factor in embryonic stem cells. Cell, 113(5), 643–655. https://doi.org/10.1016/S0092-8674(03...
	Chambers, I., Silva, J., Colby, D., Nichols, J., Nijmeijer, B., Robertson, M., Vrana, J., Jones, K., Grotewold, L., Smith, A. (2007). Nanog safeguards pluripotency and mediates germline development. Nature, 450(7173), 1230–1234. https://doi.org/10.103...
	Chen, G., Gulbranson, D. R., Hou, Z., Bolin, J. M., Ruotti, V., Probasco, M. D., Smuga-Otto, K., Howden, S. E., Diol, N. R., Propson, N. E., Wagner, R., Lee, G. O., Antosiewicz-Bourget, J., Teng, J. M. C., Thomson, J. A. (2011). Chemically defined con...
	Chen, J., Liu, J., Yang, J., Chen, Y., Chen, J., Ni, S., Song, H., Zeng, L., Ding, K., Pei, D. (2011). BMPs functionally replace Klf4 and support efficient reprogramming of mouse fibroblasts by Oct4 alone. Cell Research, 21(1), 205–212. https://doi.or...
	Chen, X., Xu, H., Yuan, P., Fang, F., Huss, M., Vega, V. B., Wong, E., Orlov, Y. L., Zhang, W., Jiang, J., Loh, Y. H., Yeo, H. C., Yeo, Z. X., Narang, V., Govindarajan, K. R., Leong, B., Shahab, A., Ruan, Y., Bourque, G., Ng, H. H. (2008). Integration...
	Chen-Yun Chen, Desy Lee, Yu-Ting Yan, Chia-Ning Shen, Shiaw-Min Hwang, Sho Tone Lee, P. H. (2015). Pluripotent stem cells Bcl3 Bridges LIF-STAT3 to Oct4 Signaling in the Maintenance of Naive Pluripotency. Oxford Stem Cells, 33(2015), 3468–3480.
	Chew, J.-L., Loh, Y.-H., Zhang, W., Chen, X., Tam, W.-L., Yeap, L.-S., Li, P., Ang, Y.-S., Lim, B., Robson, P., Ng, H.H. (2005). Reciprocal Transcriptional Regulation of Pou5f1 and Sox2 via the Oct4/Sox2 Complex in Embryonic Stem Cells . Molecular and...
	Cho, Y. M., Lim, J. M., Yoo, D. H., Kim, J. H., Chung, S. S., Park, S. G., Kim, T. H., Oh, S. K., Choi, Y. M., Moon, S. Y., Park, K. S., Lee, H. K. (2008). Betacellulin and nicotinamide sustain PDX1 expression and induce pancreatic β-cell differentiat...
	Cole, M. F., Johnstone, S. E., Newman, J. J., Kagey, M. H., Young, R. A. (2008). Tcf3 is an integral component of the core regulatory circuitry of embryonic stem cells. Genes and Development, 22(6), 746–755. https://doi.org/10.1101/gad.1642408
	Collins, C., Denisin, A. K., Pruitt, B. L., Nelson, W. J. (2017). Changes in E-cadherin rigidity sensing regulate cell adhesion. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 114(29), E5835–E5844. https://doi.org/10....
	D. Leprince, A. Gegonne, J. Coll, C. de Taisne, A. Schneeberger, C. Lagrou, D. S. (1983). A putative second cell-derived oncogene of the avian leukaemia retrovirus E26. Nature, 306(24 november), 395–397.
	Dalton, S. (2013). Signaling networks in human pluripotent stem cells. Current Opinion in Cell Biology, 25(2), 241–246. https://doi.org/10.1016/j.ceb.2012.09.005
	D’Amour, K. A., Agulnick, A. D., Eliazer, S., Kelly, O. G., Kroon, E., Baetge, E. E. (2005). Efficient differentiation of human embryonic stem cells to definitive endoderm. Nature Biotechnology, 23(12), 1534–1541. https://doi.org/10.1038/nbt1163
	D’Amour, K. a, Bang, A. G., Eliazer, S., Kelly, O. G., Agulnick, A. D., Smart, N. G., Moorman, M. A., Kroon, E., Carpenter, M. K., Baetge, E. E. (2006). Production of pancreatic hormone-expressing endocrine cells from human embryonic stem cells. Natur...
	de Jaime-Soguero, A., de Oliveira, W. A. A., Lluis, F. (2018). The pleiotropic effects of the canonical wnt pathway in early development and pluripotency. Genes, 9(2), 1–23. https://doi.org/10.3390/genes9020093
	de Los Angeles, A., Loh, Y. H., Tesar, P. J., Daley, G. Q. (2012). Accessing naïve human pluripotency. Current Opinion in Genetics and Development, 22(3), 272–282. https://doi.org/10.1016/j.gde.2012.03.001
	Deuse, T., Hu, X., Agbor-Enoh, S., Koch, M., Spitzer, M. H., Gravina, A., Alawi, M., Marishta, A., Peters, B., Kosaloglu-Yalcin, Z., Yang, Y., Rajalingam, R., Wang, D., Nashan, B., Kiefmann, R., Reichenspurner, H., Valantine, H., Weissman, I. L., Schr...
	Diecke, S., Quiroga-Negreira, A., Redmer, T., Besser, D. (2008). FGF2 signaling in mouse embryonic fibroblasts is crucial for self-renewal of embryonic stem cells. Cells Tissues Organs, 188(1–2), 52–61. https://doi.org/10.1159/000121282
	Dziedzicka, D., Tewary, M., Keller, A., Tilleman, L., Prochazka, L., Östblom, J., Couvreu De Deckersberg, E., Markouli, C., Franck, S., van Nieuwerburgh, F., Spits, C., Zandstra, P. W., Sermon, K., Geens, M. (2021). Endogenous suppression of WNT signa...
	Elsdale, T. R., Gurdon, J. B., Fischberg, M. (1960). A description of the technique for nuclear transplantation in Xenopus laevis. Journal of Embryology and Experimental Morphology, 8(January 1961), 437–444. https://doi.org/10.1242/dev.8.4.437
	Elso, C. M., Roberts, L. J., Smyth, G. K., Thomson, R. J., Baldwin, T. M., Foote, S. J., Handman, E. (2004). Leishmaniasis host response loci (lmr1-3) modify disease severity through a Th1/Th2-independent pathway. Genes and Immunity, 5(2), 93–100. htt...
	Enge, M., Arda, H. E., Mignardi, M., Beausang, J., Bottino, R., Kim, S. K., Quake, S. R. (2017). Single-Cell Analysis of Human Pancreas Reveals Transcriptional Signatures of Aging and Somatic Mutation Patterns. Cell, 171(2), 321-330.e14. https://doi.o...
	Festuccia, N., Osorno, R., Halbritter, F., Karwacki-Neisius, V., Navarro, P., Colby, D., Wong, F., Yates, A., Tomlinson, S. R., Chambers, I. (2012). Esrrb is a direct Nanog target gene that can substitute for Nanog function in pluripotent cells. Cell ...
	Fuchs, B., Inwards, C. Y., Janknecht, R. (2003). Upregulation of the matrix metalloproteinase-1 gene by the Ewing’s sarcoma associated EWS-ER81 and EWS-Fli-1 oncoproteins, c-Jun and p300. FEBS Letters, 553(1–2), 104–108. https://doi.org/10.1016/S0014-...
	Gertz, J., Savic, D., Varley, K. E., Partridge, E. C., Safi, A., Jain, P., Cooper, G. M., Reddy, T. E., Crawford, G. E., Myers, R. M. (2013). Distinct properties of cell-type-specific and shared transcription factor binding sites. Molecular Cell, 52(1...
	Godoy-Parejo, C., Deng, C., Liu, W., Chen, G. (2019). Insulin Stimulates PI3K/AKT and Cell Adhesion to Promote the Survival of Individualized Human Embryonic Stem Cells. Stem Cells, 37(8), 1030–1041. https://doi.org/10.1002/stem.3026
	Gonçalves, C. A., Larsen, M., Jung, S., Stratmann, J., Nakamura, A., Leuschner, M., Hersemann, L., Keshara, R., Perlman, S., Lundvall, L., Thuesen, L. L., Hare, K. J., Amit, I., Jørgensen, A., Kim, Y. H., del Sol, A., Grapin-Botton, A. (2021). A 3D sy...
	Greber, B., Wu, G., Bernemann, C., Joo, J. Y., Han, D. W., Ko, K., Tapia, N., Sabour, D., Sterneckert, J., Tesar, P., Schöler, H. R. (2010). Conserved and Divergent Roles of FGF Signaling in Mouse Epiblast Stem Cells and Human Embryonic Stem Cells. Ce...
	Gromada, J., Chabosseau, P., Rutter, G. A. (2018). The α-cell in diabetes mellitus. Nature Reviews Endocrinology, 14(12), 694–704. https://doi.org/10.1038/s41574-018-0097-y
	Gu, G., Dubauskaite, J., Melton, D. A. (2002). Direct evidence for the pancreatic lineage: NGN3+ cells are islet progenitors and are distinct from duct progenitors. Development, 129(10), 2447–2457. https://doi.org/10.1242/dev.129.10.2447
	Guo, G., Stirparo, G. G., Strawbridge, S. E., Spindlow, D., Yang, J., Clarke, J., Dattani, A., Yanagida, A., Li, M. A., Myers, S., Özel, B. N., Nichols, J., Smith, A. (2021). Human naive epiblast cells possess unrestricted lineage potential. Cell Stem...
	Guo, G., von Meyenn, F., Santos, F., Chen, Y., Reik, W., Bertone, P., Smith, A., Nichols, J. (2016). Naive Pluripotent Stem Cells Derived Directly from Isolated Cells of the Human Inner Cell Mass. Stem Cell Reports, 6(4), 437–446. https://doi.org/10.1...
	Guo, G., Yang, J., Nichols, J., Hall, J. S., Eyres, I., Mansfield, W., Smith, A. (2009). Klf4 reverts developmentally programmed restriction of ground state pluripotency. Development, 136(7), 1063–1069. https://doi.org/10.1242/dev.030957
	Gurdon, J. B. (1960). The developmental capacity of nuclei taken from differentiating endoderm cells of Xenopus laevis. Journal of Embryology and Experimental Morphology, 8(May), 505–526. https://doi.org/10.1242/dev.8.4.505
	Gurdon, J. B., Elsdale, T. R., Fischberg, M. (1958). Sexually mature individuals of Xenopus laevis from the transplantation of single somatic nuclei. Nature, 182(4627), 64–65. https://doi.org/10.1038/182064a0
	Gutierrez-Aguilar, R., Kim, D. H., Casimir, M., Dai, X. Q., Pfluger, P. T., Park, J., Haller, A., Donelan, E., Park, J., D’Alessio, D., Woods, S. C., MacDonald, P. E., Seeley, R. J. (2014). The role of the transcription factor ETV5 in insulin exocytos...
	Hanna, J., Cheng, A. W., Saha, K., Kim, J., Lengner, C. J., Soldner, F., Cassady, J. P., Muffat, J., Carey, B. W., Jaenisch, R. (2010). Human embryonic stem cells with biological and epigenetic characteristics similar to those of mouse ESCs. Proceedin...
	Hayashi, R., Ishikawa, Y., Katayama, T., Quantock, A. J., Nishida, K. (2018). CD200 facilitates the isolation of corneal epithelial cells derived from human pluripotent stem cells. Scientific Reports, 8(1), 1–11. https://doi.org/10.1038/s41598-018-348...
	Hayashi, Y., Emoto, T., Futaki, S., Sekiguchi, K. (2004). Establishment and characterization of a parietal endoderm-like cell line derived from Engelbreth-Holm-Swarm tumor (EHSPEL), a possible resource for an engineered basement membrane matrix. Matri...
	Hayashi, Y., Ohnuma, K., Furue, M. K. (2019). Pluripotent Stem Cell Heterogeneity. Advances in Experimental Medicine and Biology, 1123, 71–94. https://doi.org/10.1007/978-3-030-11096-3_6
	Heeg, S., Das, K. K., Reichert, M., Bakir, B., Takano, S., Caspers, J., Aiello, N. M., Wu, K., Neesse, A., Maitra, A., Iacobuzio-Donahue, C. A., Hicks, P., Rustgi, A. K. (2016). ETS-Transcription Factor ETV1 Regulates Stromal Expansion and Metastasis ...
	Hoffman, L. M., Carpenter, M. K. (2005). Characterization and culture of human embryonic stem cells. Nature Biotechnology, 23(6), 699–708. https://doi.org/10.1038/nbt1102
	Hogrebe, N. J., Augsornworawat, P., Maxwell, K. G., Velazco-Cruz, L., Millman, J. R. (2020). Targeting the cytoskeleton to direct pancreatic differentiation of human pluripotent stem cells. Nature Biotechnology, 38(4), 460–470. https://doi.org/10.1038...
	Hollenhorst, P. C., Ferris, M. W., Hull, M. A., Chae, H., Kim, S., Graves, B. J. (2011). Oncogenic ETS proteins mimic activated RAS/MAPK signaling in prostate cells. Genes and Development, 25(20), 2147–2157. https://doi.org/10.1101/gad.17546311
	Hoogland, S. H. A., Marks, H. (2021). Developments in pluripotency: a new formative state. Cell Research, 31(5), 493–494. https://doi.org/10.1038/s41422-021-00494-w
	Howden, S. E., Gore, A., Li, Z., Fung, H. L., Nisler, B. S., Nie, J., Chen, G., McIntosh, B. E., Gulbranson, D. R., Diol, N. R., Taapken, S. M., Vereide, D. T., Montgomery, K. D., Zhang, K., Gamm, D. M., Thomson, J. A. (2011). Genetic correction and a...
	Hu, R. D., Zhang, W., Li, L., Zuo, Z. Q., Ma, M., Ma, J. F., Yin, T. T., Gao, C. Y., Yang, S. H., Zhao, Z. bin, Li, Z. J., Qiao, G. bin, Lian, Z. X., Qu, K. (2021). Chromatin accessibility analysis identifies the transcription factor ETV5 as a suppres...
	Huang, Y., Osorno, R., Tsakiridis, A., Wilson, V. (2012). In Vivo Differentiation Potential of Epiblast Stem Cells Revealed by Chimeric Embryo Formation. Cell Reports, 2(6), 1571–1578. https://doi.org/10.1016/j.celrep.2012.10.022
	Ilic, D., Ogilvie, C. (2016). Pluripotent Stem Cells Concise Review : Human Embryonic Stem Cells — What Have We Done ? What Are We Doing ? Where Are We Going ? Stem Cells, 35(1), 17–25.
	James, D., Levine, A. J., Besser, D., Hemmati-Brivanlou, A. (2005). TGFβ/activin/nodal signaling is necessary for the maintenance of pluripotency in human embryonic stem cells. Development, 132(6), 1273–1282. https://doi.org/10.1242/dev.01706
	Jennings, R. E., Berry, A. A., Kirkwood-Wilson, R., Roberts, N. A., Hearn, T., Salisbury, R. J., Blaylock, J., Hanley, K. P., Hanley, N. A. (2013). Development of the human pancreas from foregut to endocrine commitment. Diabetes, 62(10), 3514–3522. ht...
	Jennings, R. E., Berry, A. A., Strutt, J. P., Gerrard, D. T., Hanley, N. A. (2015). Human pancreas development. Development (Cambridge), 142(18), 3126–3137. https://doi.org/10.1242/dev.120063
	Jeon, J., Correa-Medina, M., Ricordi, C., Edlund, H., Diez, J. A. (2009). Endocrine cell clustering during human pancreas development. Journal of Histochemistry and Cytochemistry, 57(9), 811–824. https://doi.org/10.1369/jhc.2009.953307
	Johannesson, B., Sui, L., Freytes, D. O., Creusot, R. J., Egli, D. (2015). Toward beta cell replacement for diabetes. The EMBO Journal, 34(7), 841–855. https://doi.org/10.15252/embj.201490685
	Johannesson, M., Ståhlberg, A., Ameri, J., Sand, F. W., Norrman, K., Semb, H. (2009). FGF4 and retinoic acid direct differentiation of hESCs into PDX1-expressing foregut endoderm in a time- and concentration-dependent manner. PLoS ONE, 4(3). https://d...
	Johansson, K. A., Dursun, U., Jordan, N., Gu, G., Beermann, F., Gradwohl, G., Grapin-Botton, A. (2007). Temporal Control of Neurogenin3 Activity in Pancreas Progenitors Reveals Competence Windows for the Generation of Different Endocrine Cell Types. D...
	John B. Gurdon. (1962). The Developmental Capacity of Nuclei taken from Intestinal Epithelium Cells of Feeding Tadpoles. Journal of Embryology and Experimental Morphology, 10(December).
	Kajiwara, M., Aoi, T., Okita, K., Takahashi, R., Inoue, H., Takayama, N., Endo, H., Eto, K., Toguchida, J., Uemoto, S., Yamanaka, S. (2012). Donor-dependent variations in hepatic differentiation from human-induced pluripotent stem cells. Proceedings o...
	Kalkan, T., Bornelöv, S., Mulas, C., Diamanti, E., Lohoff, T., Ralser, M., Middelkamp, S., Lombard, P., Nichols, J., Smith, A. (2019). Complementary Activity of ETV5, RBPJ, and TCF3 Drives Formative Transition from Naive Pluripotency. Cell Stem Cell, ...
	Kallas-Kivi, A., Trei, A., Stepanjuk, A., Ruisu, K., Kask, K., Pooga, M., Maimets, T. (2018). The role of integrin β1 in the heterogeneity of human embryonic stem cells culture. Biology Open, 7(11). https://doi.org/10.1242/bio.034355
	Kandemir, B., Gulfidan, G., Arga, K. Y., Yilmaz, B., Kurnaz, I. A. (2020). Transcriptomic profile of Pea3 family members reveal regulatory codes for axon outgrowth and neuronal connection specificity. Scientific Reports, 10(1), 1–16. https://doi.org/1...
	Kawaguchi, Y., Cooper, B., Gannon, M., Ray, M., MacDonald, R. J., Wright, C. V. E. (2002). The role of the transcriptional regulator Ptf1a in converting intestinal to pancreatic progenitors. Nature Genetics, 32(1), 128–134. https://doi.org/10.1038/ng959
	Kim, M. C., Kim, C., Wood, L., Neal, D., Kamm, R. D., Asada, H. H. (2012). Integrating focal adhesion dynamics, cytoskeleton remodeling, and actin motor activity for predicting cell migration on 3D curved surfaces of the extracellular matrix. Integrat...
	Kim, Y., Jang, H., Seo, K., Kim, J. H., Lee, B., Cho, H. M., Kim, H. J., Yang, E., Kim, H., Gim, J. A., Park, Y., Ryu, J. R., Sun, W. (2022). Cell position within human pluripotent stem cell colonies determines apical specialization via an actin cytos...
	Kinoshita, M., Barber, M., Mansfield, W., Cui, Y., Spindlow, D., Stirparo, G. G., Dietmann, S., Nichols, J., Smith, A. (2021). Capture of Mouse and Human Stem Cells with Features of Formative Pluripotency. Cell Stem Cell, 28(3), 453-471.e8. https://do...
	Kobberup, S., Nyeng, P., Juhl, K., Hutton, J., Jensen, J. (2007). ETS-family genes in pancreatic development. Developmental Dynamics, 236(11), 3100–3110. https://doi.org/10.1002/dvdy.21292
	Krapp, A., Knöfler, M., Ledermann, B., Bürki, K., Berney, C., Zoerkler, N., Hagenbüchle, O., Wellauer, P. K. (1998). The bHLH protein PTF1-p48 is essential for the formation of the exocrine and the correct spatial organization of the endocrine pancrea...
	Kroon, E., Martinson, L. A., Kadoya, K., Bang, A. G., Kelly, O. G., Eliazer, S., Young, H., Richardson, M., Smart, N. G., Cunningham, J., Agulnick, A. D., D’Amour, K. A., Carpenter, M. K., Baetge, E. E. (2008). Pancreatic endoderm derived from human e...
	Kunath, T., Saba-El-Leil, M. K., Almousailleakh, M., Wray, J., Meloche, S., Smith, A. (2007). FGF stimulation of the Erk1/2 signalling cascade triggers transition of pluripotent embryonic stem cells from self-renewal to lineage commitment. Development...
	Lambshead, J. W., Meagher, L., O’Brien, C., Laslett, A. L. (2013). Defining synthetic surfaces for human pluripotent stem cell culture. Cell Regeneration, 2(1), 2:7. https://doi.org/10.1186/2045-9769-2-7
	Langhofer, M., Hopkinson, S. B., Jones, J. C. R. (1993). The matrix secreted by 804G cells contains laminin-related components that participate in hemidesmosome assembly in vitro. Journal of Cell Science, 105(3), 753–764. https://doi.org/10.1242/jcs.1...
	Laurence Daheron, Sarah Opitz, Holm Zaehres, William Lensch, Peter Andrews, Joseph ItskovitzEldor, G. D. (2004). LIF/STAT3 signaling fails to maitain selfrenewal of human emryonic stem cells. Stem Cells, 22(7), 1127–1127. https://doi.org/10.1634/stemc...
	Lawson, A., Schoenwolf, G. C. (2003). Epiblast and primitive-streak origins of the endoderm in the gastrulating chick embryo. Development, 130(15), 3491–3501. https://doi.org/10.1242/dev.00579
	Lee, A. S., Tang, C., Cao, F., Xie, X., van der Bogt, K., Hwang, A., Connolly, A. J., Robbins, R. C., Wu, J. C. (2009). Effects of cell number on teratoma formation by human embryonic stem cells. Cell Cycle, 8(16), 2608–2612. https://doi.org/10.4161/c...
	Li, C., Wang, Z., Chen, Y., Zhou, M., Zhang, H., Chen, R., Shi, F., Wang, C., Rui, Z. (2015). Transcriptional silencing of ETS-1 abrogates epithelial-mesenchymal transition resulting in reduced motility of pancreatic cancer cells. Oncology Reports, 33...
	Li, L., Wang, B. H., Wang, S., Moalim-Nour, L., Mohib, K., Lohnes, D., Wang, L. (2010). Individual cell movement, asymmetric colony expansion, Rho-associated kinase, and E-cadherin impact the clonogenicity of human embryonic stem cells. Biophysical Jo...
	Li, Z., Zhang, L., Ma, Z., Yang, M., Tang, J., Fu, Y., Mao, Y., Hong, X., Zhang, Y. (2013). ETV1 induces epithelial to mesenchymal transition in human gastric cancer cells through the upregulation of Snail expression. Oncology Reports, 30(6), 2859–286...
	Liu, X., Qin, J., Chang, M., Wang, S., Li, Y., Pei, X., Wang, Y. (2020). Enhanced differentiation of human pluripotent stem cells into pancreatic endocrine cells in 3D culture by inhibition of focal adhesion kinase. Stem Cell Research and Therapy, 11(...
	Lynn, F. C., Smith, S. B., Wilson, M. E., Yang, K. Y., Nekrep, N.,  German, M. S. (2007). Sox9 coordinates a transcriptional network in pancreatic progenitor cells. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 104(2...
	Madsen, R. R. (2020). PI3K in stemness regulation: From development to cancer. Biochemical Society Transactions, 48(1), 301–315. https://doi.org/10.1042/BST20190778
	Mandai, M., Watanabe, A., Kurimoto, Y., Hirami, Y., Morinaga, C., Daimon, T., Fujihara, M., Akimaru, H., Sakai, N., Shibata, Y., Terada, M., Nomiya, Y., Tanishima, S., Nakamura, M., Kamao, H., Sugita, S., Onishi, A., Ito, T., Fujita, K., … Takahashi, ...
	Mandal, S., Chandel, D., Kaur, H., Majumdar, S., Arava, M., Gayen, S. (2020). Single-Cell Analysis Reveals Partial Reactivation of X Chromosome instead of Chromosome-wide Dampening in Naive Human Pluripotent Stem Cells. Stem Cell Reports, 14(5), 745–7...
	Marín-Peñalver, J. J., Martín-Timón, I., Sevillano-Collantes, C., Cañizo-Gómez, F. J. del. (2016). Update on the treatment of type 2 diabetes mellitus. World Journal of Diabetes, 7(17), 354. https://doi.org/10.4239/wjd.v7.i17.354
	Martello, G., Sugimoto, T., Diamanti, E., Joshi, A., Hannah, R., Ohtsuka, S., Göttgens, B., Niwa, H., Smith, A. (2012). Esrrb is a pivotal target of the Gsk3/Tcf3 axis regulating embryonic stem cell self-renewal. Cell Stem Cell, 11(4), 491–504. https:...
	Martin, R. M., Fowler, J. L., Cromer, M. K., Lesch, B. J., Ponce, E., Uchida, N., Nishimura, T., Porteus, M. H., Loh, K. M. (2020). Improving the safety of human pluripotent stem cell therapies using genome-edited orthogonal safeguards. Nature Communi...
	Masui, S., Nakatake, Y., Toyooka, Y., Shimosato, D., Yagi, R., Takahashi, K., Okochi, H., Okuda, A., Matoba, R., Sharov, A. A., Ko, M. S. H., Niwa, H. (2007). Pluripotency governed by Sox2 via regulation of Oct3/4 expression in mouse embryonic stem ce...
	Matsuda, T., Nakamura, T., Nakao, K., Arai, T., Katsuki, M., Heike, T., Yokota, T. (1999). STAT3 activation is sufficient to maintain an undifferentiated state of mouse embryonic stem cells. EMBO Journal, 18(15), 4261–4269. https://doi.org/10.1093/emb...
	Matsuoka, T., Yashiro, M., Nishioka, N., Hirakawa, K., Olden, K., & Roberts, J. D. (2012). PI3K/Akt signalling is required for the attachment and spreading, and growth in vivo of metastatic scirrhous gastric carcinoma. British Journal of Cancer, 106(9...
	Mayshar, Y., Rom, E., Chumakov, I., Kronman, A., Yayon, A., Benvenisty, N. (2008). Fibroblast Growth Factor 4 and Its Novel Splice Isoform Have Opposing Effects on the Maintenance of Human Embryonic Stem Cell Self-Renewal. Stem Cells, 26(3), 767–774. ...
	McGaugh, E. C., Nostro, M. C. (2017). Efficient differentiation of pluripotent stem cells to NKX6-1+ pancreatic progenitors. Journal of Visualized Experiments, 2017(121), 1–5. https://doi.org/10.3791/55265
	McLean, A. (2007). Embryonic Stem Cells : Characterization Series Activin A Efficiently Specifies Definitive Endoderm from Human Embryonic Stem Cells Only When Phosphatidylinositol 3-Kinase. Molecular Biology, 114(10), 29–38. https://doi.org/10.1634/s...
	Messmer, T., von Meyenn, F., Savino, A., Santos, F., Mohammed, H., Lun, A. T. L., Marioni, J. C., Reik, W. (2019). Transcriptional Heterogeneity in Naive and Primed Human Pluripotent Stem Cells at Single-Cell Resolution. Cell Reports, 26(4), 815-824.e...
	Millman, J. R., Pagliuca, F. W. (2017). Autologous pluripotent stem cell-derived β-like cells for diabetes cellular therapy. Diabetes, 66(5), 1111–1120. https://doi.org/10.2337/db16-1406
	Millman, J. R., Xie, C., van Dervort, A., Gürtler, M., Pagliuca, F. W., Melton, D. A. (2016). Generation of stem cell-derived β-cells from patients with type 1 diabetes. Nature Communications, 7(May). https://doi.org/10.1038/ncomms11463
	Mitsui, K., Tokuzawa, Y., Itoh, H., Segawa, K., Murakami, M., Takahashi, K., Maruyama, M., Maeda, M., Yamanaka, S. (2003). The homeoprotein nanog is required for maintenance of pluripotency in mouse epiblast and ES cells. Cell, 113(5), 631–642. https:...
	Moore, S. J., Gala-Lopez, B. L., Pepper, A. R., Pawlick, R. L., Shapiro, A. J. (2015). Bioengineered stem cells as an alternative for islet cell transplantation. World Journal of Transplantation, 5(1), 1. https://doi.org/10.5500/wjt.v5.i1.1
	Morikawa, M., Koinuma, D., Mizutani, A., Kawasaki, N., Holmborn, K., Sundqvist, A., Tsutsumi, S., Watabe, T., Aburatani, H., Heldin, C. H., Miyazono, K. (2016). BMP Sustains Embryonic Stem Cell Self-Renewal through Distinct Functions of Different Krüp...
	Mossahebi-Mohammadi, M., Quan, M., Zhang, J. S., Li, X. (2020). FGF Signaling Pathway: A Key Regulator of Stem Cell Pluripotency. Frontiers in Cell and Developmental Biology, 8(February), 1–10. https://doi.org/10.3389/fcell.2020.00079
	Mullen, A. C., Wrana, J. L. (2017). TGF-β family signaling in embryonic and somatic stem-cell renewal and differentiation. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, 9(7). https://doi.org/10.1101/cshperspect.a022186
	Münchberg, S. R., Steinbeisser, H. (1999). The Xenopus Ets transcription factor XER81 is a target of the FGF signaling pathway. Mechanisms of Development, 80(1), 53–65. https://doi.org/10.1016/S0925-4773(98)00193-2
	Murtaugh, L. C., Stanger, B. Z., Kwan, K. M., Melton, D. A. (2003). Notch signaling controls multiple steps of pancreatic differentiation. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 100(25), 14920–14925. https://d...
	Nair, G. G., Liu, J. S., Russ, H. A., Tran, S., Saxton, M. S., Chen, R., Juang, C., Li, M. lan, Nguyen, V. Q., Giacometti, S., Puri, S., Xing, Y., Wang, Y., Szot, G. L., Oberholzer, J., Bhushan, A., Hebrok, M. (2019). Recapitulating endocrine cell clu...
	Närvä, E., Stubb, A., Guzmán, C., Blomqvist, M., Balboa, D., Lerche, M., Saari, M., Otonkoski, T., Ivaska, J. (2017). A Strong Contractile Actin Fence and Large Adhesions Direct Human Pluripotent Colony Morphology and Adhesion. Stem Cell Reports, 9(1)...
	Neagu, A., van Genderen, E., Escudero, I., Verwegen, L., Kurek, D., Lehmann, J., Stel, J., Dirks, R. A. M., van Mierlo, G., Maas, A., Eleveld, C., Ge, Y., den Dekker, A. T., Brouwer, R. W. W., van IJcken, W. F. J., Modic, M., Drukker, M., Jansen, J. H...
	Nichols, J., Smith, A. (2009). Naive and Primed Pluripotent States. Cell Stem Cell, 4(6), 487–492. https://doi.org/10.1016/j.stem.2009.05.015
	Nichols, J., Zevnik, B., Anastassiadis, K., Niwa, H., Klewe-Nebenius, D., Chambers, I., Schöler, H., Smith, A. (1998). Formation of pluripotent stem cells in the mammalian embryo depends on the POU transcription factor Oct4. Cell, 95(3), 379–391. http...
	Niwa, H., Burdon, T., Chambers, I., Smith, A. (1998). Self-renewal of pluripotent embryonic stem cells is mediated via activation of STAT3. Genes and Development, 12(13), 2048–2060. https://doi.org/10.1101/gad.12.13.2048
	Niwa, H., Miyazaki, J. I., Smith, A. G. (2000). Quantitative expression of Oct-3/4 defines differentiation, dedifferentiation or self-renewal of ES cells. Nature Genetics, 24(4), 372–376. https://doi.org/10.1038/74199
	Niwa, H., Ogawa, K., Shimosato, D., Adachi, K. (2009). A parallel circuit of LIF signalling pathways maintains pluripotency of mouse ES cells. Nature, 460(7251), 118–122. https://doi.org/10.1038/nature08113
	Nostro, M. C., Sarangi, F., Ogawa, S., Holtzinger, A., Corneo, B., Li, X., Micallef, S. J., Park, I., Basford, C., Wheeler, M. B., Daley, G. Q., Elefanty, A. G., Stanley, E. G., Keller, G., Nostro, M. C., Sarangi, F., Ogawa, S., Holtzinger, A., Corneo...
	Offield, M. F., Jetton, T. L., Labosky, P. A., Ray, M., Stein, R. W., Magnuson, M. A., Hogan, B. L. M., Wright, C. V. E. (1996). duodenum. 995, 983–995.
	Oh, S., Shin, S., Song, H., Grande, J. P., Janknecht, R. (2019). Relationship between ETS Transcription Factor ETV1 and TGF-β-regulated SMAD Proteins in Prostate Cancer. Scientific Reports, 9(1), 1–12. https://doi.org/10.1038/s41598-019-44685-3
	Oh, Y. S., Shin, S., Lee, Y. J., Kim, E. H., Jun, H. S. (2011). Betacellulin-induced beta cell proliferation and regeneration is mediated by activation of ErbB-1 and ErbB-2 receptors. PLoS ONE, 6(8). https://doi.org/10.1371/journal.pone.0023894
	Ohgushi, M., Minaguchi, M., Sasai, Y. (2015). Rho-Signaling-Directed YAP/TAZ Activity Underlies the Long-Term Survival and Expansion of Human Embryonic Stem Cells. Cell Stem Cell, 17(4), 448–461. https://doi.org/10.1016/j.stem.2015.07.009
	Olbrot, M., Rud, J., Moss, L. G., Sharma, A. (2002). Identification of β-cell-specific insulin gene transcription factor RIPE3b1 as mammalian MafA. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 99(10), 6737–6742. htt...
	Orlova, V. v., Chuva de Sousa Lopes, S., Valdimarsdottir, G. (2016). BMP-SMAD signaling: From pluripotent stem cells to cardiovascular commitment. Cytokine and Growth Factor Reviews, 27, 55–63. https://doi.org/10.1016/j.cytogfr.2015.11.007
	Osafune, K., Caron, L., Borowiak, M., Martinez, R. J., Fitz-Gerald, C. S., Sato, Y., Cowan, C. A., Chien, K. R., Melton, D. A. (2008). Marked differences in differentiation propensity among human embryonic stem cell lines. Nature Biotechnology, 26(3),...
	Pagliuca, F. W., Millman, J. R., Gürtler, M., Segel, M., van Dervort, A., Ryu, J. H., Peterson, Q. P., Greiner, D., Melton, D. A. (2014). Generation of functional human pancreatic β cells in vitro. Cell, 159(2), 428–439. https://doi.org/10.1016/j.cell...
	Pan, F. C., Wright, C. (2011). Pancreas organogenesis: From bud to plexus to gland. Developmental Dynamics, 240(3), 530–565. https://doi.org/10.1002/dvdy.22584
	Payne, C., King, J., Hay, D. (2011). The Role of Activin/Nodal and Wnt Signaling in Endoderm Formation. W Vitamins and Hormones (1. wyd., T. 85). Elsevier Inc. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-385961-7.00010-X
	Petropoulos, S., Edsgärd, D., Reinius, B., Deng, Q., Panula, S. P., Codeluppi, S., Plaza Reyes, A., Linnarsson, S., Sandberg, R., Lanner, F. (2016). Single-Cell RNA-Seq Reveals Lineage and X Chromosome Dynamics in Human Preimplantation Embryos. Cell, ...
	Qiu, D., Ye, S., Ruiz, B., Zhou, X., Liu, D., Zhang, Q., Ying, Q. L. (2015). Klf2 and Tfcp2l1, Two Wnt/β-Catenin Targets, Act Synergistically to Induce and Maintain Naive Pluripotency. Stem Cell Reports, 5(3), 314–322. https://doi.org/10.1016/j.stemcr...
	Reubinoff, B. E., Pera, M. F., Fong, C., Trounson, A., Bongso, A. (2000). Embryonic stem cell lines from human blastocysts: somatic differentiation in vitro. Nature Biotechnology 18, 399–404.
	Rezania, A., Bruin, J. E., Arora, P., Rubin, A., Batushansky, I., Asadi, A., O’Dwyer, S., Quiskamp, N., Mojibian, M., Albrecht, T., Yang, Y. H., Johnson, J. D., Kieffer, T. J. (2014a). Reversal of diabetes with insulin-producing cells derived in vitro...
	Rezania, A., Bruin, J. E., Arora, P., Rubin, A., Batushansky, I., Asadi, A., O’Dwyer, S., Quiskamp, N., Mojibian, M., Albrecht, T., Yang, Y. H., Johnson, J. D., Kieffer, T. J. (2014b). Reversal of diabetes with insulin-producing cells derived in vitro...
	Rezania, A., Bruin, J. E., Riedel, M. J., Mojibian, M., Asadi, A., Xu, J., Gauvin, R., Narayan, K., Karanu, F., O’Neil, J. J., Ao, Z., Warnock, G. L., Kieffer, T. J. (2012). Maturation of human embryonic stem cell-derived pancreatic progenitors into f...
	Rodda, D. J., Chew, J. L., Lim, L. H., Loh, Y. H., Wang, B., Ng, H. H., Robson, P. (2005). Transcriptional regulation of Nanog by OCT4 and SOX2. Journal of Biological Chemistry, 280(26), 24731–24737. https://doi.org/10.1074/jbc.M502573200
	Rosler, E. S., Fisk, G. J., Ares, X., Irving, J., Miura, T., Rao, M. S., Carpenter, M. K. (2004). Long-Term Culture of Human Embryonic Stem Cells in Feeder-Free Conditions. Developmental Dynamics, 229(2), 259–274. https://doi.org/10.1002/dvdy.10430
	Russ, H. A., Parent, A. v., Ringler, J. J., Hennings, T. G., Nair, G. G., Shveygert, M., Guo, T., Puri, S., Haataja, L., Cirulli, V., Blelloch, R., Szot, G. L., Arvan, P., Hebrok, M. (2015). Controlled induction of human pancreatic progenitors produce...
	Ruth Gutierrez-Aguilar, Abigail Thompson, Nathalie Marchand, Patrick Dumont, Stephen C. Woods, Yvan de Launoit, Randy J. Seeley (2015). The obesity-associated transcription factor ETV5 modulates circulating glucocorticoids. Physiol Behav, 72(150), 38–...
	Sato, N., Meijer, L., Skaltsounis, L., Greengard, P., Brivanlou, A. H. (2004). Maintenance of pluripotency in human and mouse embryonic stem cells through activation of Wnt signaling by a pharmacological GSK-3-specific inhibitor. Nature Medicine, 10(1...
	Scavuzzo, M. A., Chmielowiec, J., Yang, D., Wamble, K., Chaboub, L. S., Duraine, L., Tepe, B., Glasgow, S. M., Arenkiel, B. R., Brou, C., Deneen, B., Borowiak, M. (2018). Pancreatic Cell Fate Determination Relies on Notch Ligand Trafficking by NFIA. C...
	Scavuzzo, M. A., Hill, M. C., Chmielowiec, J., Yang, D., Teaw, J., Sheng, K., Kong, Y., Bettini, M., Zong, C., Martin, J. F., Borowiak, M. (2018). Endocrine lineage biases arise in temporally distinct endocrine progenitors during pancreatic morphogene...
	Scheibner, K., Bakhti, M., Bastidas-Ponce, A., Lickert, H. (2019). Wnt signaling: implications in endoderm development and pancreas organogenesis. Current Opinion in Cell Biology, 61, 48–55. https://doi.org/10.1016/j.ceb.2019.07.002
	Scholer, H. R., Hatzopoulos, A. K., Balling, R., Suzuki, N., Gruss, P. (1989). A family of octamer-specific proteins present during mouse embryogenesis: evidence for germline-specific expression of an Oct factor. EMBO Journal, 8(9), 2543–2550. https:/...
	Segerstolpe, Å., Palasantza, A., Eliasson, P., Andersson, E. M., Andréasson, A. C., Sun, X., Picelli, S., Sabirsh, A., Clausen, M., Bjursell, M. K., Smith, D. M., Kasper, M., Ämmälä, C., Sandberg, R. (2016). Single-Cell Transcriptome Profiling of Huma...
	Shapiro, A. M. J., Ricordi, C., Hering, B. J., Auchincloss, H., Lindblad, R., Robertson, R. P., Secchi, A., Brendel, M. D., Berney, T., Brennan, D. C., Cagliero, E., Alejandro, R., Ryan, E. A., DiMercurio, B., Morel, P., Polonsky, K. S., Reems, J.-A.,...
	Sharon, N., Chawla, R., Mueller, J., Vanderhooft, J., Whitehorn, L. J., Rosenthal, B., Gürtler, M., Estanboulieh, R. R., Shvartsman, D., Gifford, D. K., Trapnell, C., Melton, D. (2019a). A Peninsular Structure Coordinates Asynchronous Differentiation ...
	Sharon, N., Vanderhooft, J., Straubhaar, J., Mueller, J., Chawla, R., Zhou, Q., Engquist, E. N., Trapnell, C., Gifford, D. K., Melton, D. A. (2019b). Wnt Signaling Separates the Progenitor and Endocrine Compartments during Pancreas Development. Cell R...
	Sheets, T. P., Park, K. E., Park, C. H., Swift, S. M., Powell, A., Donovan, D. M., Telugu, B. P. (2018). Targeted Mutation of NGN3 Gene Disrupts Pancreatic Endocrine Cell Development in Pigs. Scientific Reports, 8(1), 1–10. https://doi.org/10.1038/s41...
	Shekhar, A., Lin, X., Lin, B., Liu, F. Y., Zhang, J., Khodadadi-Jamayran, A., Tsirigos, A., Bu, L., Fishman, G. I., Park, D. S. (2018). ETV1 activates a rapid conduction transcriptional program in rodent and human cardiomyocytes. Scientific Reports, 8...
	Shekhar, A., Lin, X., Liu, F. Y., Zhang, J., Mo, H., Bastarache, L., Denny, J. C., Cox, N. J., Delmar, M., Roden, D. M., Fishman, G. I., Park, D. S. (2016). Transcription factor ETV1 is essential for rapid conduction in the heart. Journal of Clinical ...
	Silva, J., Nichols, J., Theunissen, T. W., Guo, G., van Oosten, A. L., Barrandon, O., Wray, J., Yamanaka, S., Chambers, I., Smith, A. (2009). Nanog Is the Gateway to the Pluripotent Ground State. Cell, 138(4), 722–737. https://doi.org/10.1016/j.cell.2...
	Silva, J., Smith, A. (2008). Capturing Pluripotency. Cell, 132(4), 532–536. https://doi.org/10.1016/j.cell.2008.02.006
	Singh, A. M., Bechard, M., Smith, K., Dalton, S. (2012). Reconciling the different roles of Gsk3β in „naïve” and „primed” pluripotent stem cells. Cell Cycle, 11(16), 2991–2996. https://doi.org/10.4161/cc.21110
	Sizemore, G. M., Pitarresi, J. R., Balakrishnan, S., Ostrowski, M. C. (2017). The ETS family of oncogenic transcription factors in solid tumours. Nature Reviews Cancer, 17(6), 337–351. https://doi.org/10.1038/nrc.2017.20
	Smith, A. (2017). Formative pluripotency: The executive phase in a developmental continuum. Development (Cambridge), 144(3), 365–373. https://doi.org/10.1242/dev.142679
	Sougawa, N., Miyagawa, S., Fukushima, S., Kawamura, A., Yokoyama, J., Ito, E., Harada, A., Okimoto, K., Mochizuki-Oda, N., Saito, A., Sawa, Y. (2018). Immunologic targeting of CD30 eliminates tumourigenic human pluripotent stem cells, allowing safer c...
	Stavridis, M. P., Simon Lunn, J., Collins, B. J., Storey, K. G. (2007). A discrete period of FGF-induced Erk1/2 signalling is required for vertebrate neural specification. Development, 134(16), 2889–2894. https://doi.org/10.1242/dev.02858
	Steiner, D. J., Kim, A., Miller, K., & Hara, M. (2010). Pancreatic islet plasticity: Interspecies comparison of islet architecture and composition. Islets, 2(3). https://doi.org/10.4161/isl.2.3.11815
	Stubb, A., Guzmán, C., Närvä, E., Aaron, J., Chew, T. L., Saari, M., Miihkinen, M., Jacquemet, G., Ivaska, J. (2019). Superresolution architecture of cornerstone focal adhesions in human pluripotent stem cells. Nature Communications, 10(1). https://do...
	Suriben, R., Kaihara, K. A., Paolino, M., Reichelt, M., Kummerfeld, S. K., Modrusan, Z., Dugger, D. L., Newton, K., Sagolla, M., Webster, J. D., Liu, J., Hebrok, M., Dixit, V. M. (2015). β-Cell Insulin Secretion Requires the Ubiquitin Ligase COP1. Cel...
	Suzuki, A., Raya, Á., Kawakami, Y., Morita, M., Matsui, T., Nakashima, K., Gage, F. H., Rodríguez-Esteban, C., & Belmonte, J. C. I. (2006). Nanog binds to Smad1 and blocks bone morphogenetic protein-induced differentiation of embryonic stem cells. Pro...
	Szlachcic, W. J., Ziojla, N., Kizewska, D. K., Kempa, M., Borowiak, M. (2021). Endocrine Pancreas Development and Dysfunction Through the Lens of Single-Cell RNA-Sequencing. Frontiers in Cell and Developmental Biology, 9(April), 1–22. https://doi.org/...
	Tachibana, M., Amato, P., Sparman, M., Gutierrez, N. M., Tippner-Hedges, R., Ma, H., Kang, E., Fulati, A., Lee, H. S., Sritanaudomchai, H., Masterson, K., Larson, J., Eaton, D., Sadler-Fredd, K., Battaglia, D., Lee, D., Wu, D., Jensen, J., Patton, P.,...
	Takahashi, K., Tanabe, K., Ohnuki, M., Narita, M., Ichisaka, T., Tomoda, K., Yamanaka, S. (2007). Induction of Pluripotent Stem Cells from Adult Human Fibroblasts by Defined Factors. Cell, 131(5), 861–872. https://doi.org/10.1016/j.cell.2007.11.019
	Takahashi, K., Yamanaka, S. (2006). Induction of Pluripotent Stem Cells from Mouse Embryonic and Adult Fibroblast Cultures by Defined Factors. Cell, 126(4), 663–676. https://doi.org/10.1016/j.cell.2006.07.024
	Takenaga, M., Fukumoto, M., Hori, Y. (2007). Regulated nodal signaling promotes differentiation of the definitive endoderm and mesoderm from ES cells. Journal of Cell Science, 120(12), 2078–2090. https://doi.org/10.1242/jcs.004127
	Teo, A. K. K., Arnold, S. J., Trotter, M. W. B., Brown, S., Ang, L. T., Chng, Z., Robertson, E. J., Dunn, N. R., Vallier, L. (2011). Pluripotency factors regulate definitive endoderm specification through eomesodermin. Genes and Development, 25(3), 23...
	Teslaa, T., Teitell, M. A. (2015). Pluripotent stem cell energy metabolism: an update. The EMBO Journal, 34(2), 138–153. https://doi.org/10.15252/embj.201490446
	Theunissen, T. W., Friedli, M., He, Y., Planet, E., O’Neil, R. C., Markoulaki, S., Pontis, J., Wang, H., Iouranova, A., Imbeault, M., Duc, J., Cohen, M. A., Wert, K. J., Castanon, R., Zhang, Z., Huang, Y., Nery, J. R., Drotar, J., Lungjangwa, T., … Ja...
	Thiery, J. P., Acloque, H., Huang, R. Y. J., Nieto, M. A. (2009). Epithelial-Mesenchymal Transitions in Development and Disease. Cell, 139(5), 871–890. https://doi.org/10.1016/j.cell.2009.11.007
	Thomson, J. A. (1998). Embryonic stem cell lines derived from human blastocysts. Science, 282(5391), 1145–1147. https://doi.org/10.1126/science.282.5391.1145
	Thomson, M., Liu, S. J., Zou, L. N., Smith, Z., Meissner, A., Ramanathan, S. (2011). Pluripotency factors in embryonic stem cells regulate differentiation into germ layers. Cell, 145(6), 875–889. https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.05.017
	Vallier, L., Alexander, M., Pedersen, R. A. (2005). Activin/Nodal and FGF pathways cooperate to maintain pluripotency of human embryonic stem cells. Journal of Cell Science, 118(19), 4495–4509. https://doi.org/10.1242/jcs.02553
	van Gurp, L., Muraro, M. J., Dielen, T., Seneby, L., Dharmadhikari, G., Gradwohl, G., van Oudenaarden, A., de Koning, E. J. P. (2019). A transcriptomic roadmap to α- and β-cell differentiation in the embryonic pancreas. Development (Cambridge), 146(12...
	van Oosten, A. L., Costa, Y., Smith, A., Silva, J. C. R. (2012). JAK/STAT3 signalling is sufficient and dominant over antagonistic cues for the establishment of naive pluripotency. Nature Communications, 3(May). https://doi.org/10.1038/ncomms1822
	Vegas, A. J., Veiseh, O., Gürtler, M., Millman, J. R., Pagliuca, F. W., Bader, A. R., Doloff, J. C., Li, J., Chen, M., Olejnik, K., Tam, H. H., Jhunjhunwala, S., Langan, E., Aresta-Dasilva, S., Gandham, S., McGarrigle, J. J., Bochenek, M. A., Holliste...
	Velazco-Cruz, L., Song, J., Maxwell, K. G., Goedegebuure, M. M., Augsornworawat, P., Hogrebe, N. J., Millman, J. R. (2019). Acquisition of Dynamic Function in Human Stem Cell-Derived β Cells. Stem Cell Reports, 12(2), 351–365. https://doi.org/10.1016/...
	Veres, A., Faust, A. L., Bushnell, H. L., Engquist, E. N., Kenty, J. H. R., Harb, G., Poh, Y. C., Sintov, E., Gürtler, M., Pagliuca, F. W., Peterson, Q. P., Melton, D. A. (2019a). Charting cellular identity during human in vitro β-cell differentiation...
	Villa-Diaz L. G., Kim K., Laperle A, Palecek B.(2019). Inhibition of Focal Adhesion Kinase Signaling by Integrin a6b1 Supports Human Pluripotent Stem Cell Self-Renewal. Stem Cells, 724–730.
	Villasenor, A., Chong, D. C., Cleaver, O. (2008). Biphasic Ngn3 expression in the developing pancreas. Developmental Dynamics, 237(11), 3270–3279. https://doi.org/10.1002/dvdy.21740
	Villasenor, A., Marty-Santos, L., Dravis, C., Fletcher, P., Henkemeyer, M., Cleaver, O. (2012). EphB3 marks delaminating endocrine progenitor cells in the developing pancreas. Developmental Dynamics, 241(5), 1008–1019. https://doi.org/10.1002/dvdy.23781
	Vining, K. H., Mooney, D. J. (2017). Mechanical forces direct stem cell behaviour in development and regeneration. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 18(12), 728–742. https://doi.org/10.1038/nrm.2017.108
	Vitillo, L., Baxter, M., Iskender, B., Whiting, P., Kimber, S. J. (2016). Integrin-Associated Focal Adhesion Kinase Protects Human Embryonic Stem Cells from Apoptosis, Detachment, and Differentiation. Stem Cell Reports, 7(2), 167–176. https://doi.org/...
	Volarevic, V., Markovic, B. S., Gazdic, M., Volarevic, A., Jovicic, N., Arsenijevic, N., Armstrong, L., Djonov, V., Lako, M., Stojkovic, M. (2018). Ethical and safety issues of stem cell-based therapy. International Journal of Medical Sciences, 15(1),...
	Wang, G., Zhang, H., Zhao, Y., Li, J., Cai, J., Wang, P., Meng, S., Feng, J., Miao, C., Ding, M., Li, D., Deng, H. (2005). Noggin and bFGF cooperate to maintain the pluripotency of human embryonic stem cells in the absence of feeder layers. Biochemica...
	Wang, J., Sinha, T., Wynshaw-Boris, A. (2012). Wnt signaling in mammalian development: Lessons from mouse genetics. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, 4(5), 6. https://doi.org/10.1101/cshperspect.a007963
	Wang, X., Xiang, Y., Yu, Y., Wang, R., Zhang, Y., Xu, Q., Sun, H., Zhao, Z. A., Jiang, X., Wang, X., Lu, X., Qin, D., Quan, Y., Zhang, J., Shyh-Chang, N., Wang, H., Jing, N., Xie, W., Li, L. (2021). Formative pluripotent stem cells show features of ep...
	Warmflash, A., Sorre, B., Etoc, F., Siggia, E. D., Brivanlou, A. H. (2014). A method to recapitulate early embryonic spatial patterning in human embryonic stem cells. Nature Methods, 11(8), 847–854. https://doi.org/10.1038/nMeth.3016
	Watabe, T., Miyazono, K. (2009). Roles of TGF-β family signaling in stem cell renewal and differentiation. Cell Research, 19(1), 103–115. https://doi.org/10.1038/cr.2008.323
	Watanabe, K., Ueno, M., Kamiya, D., Nishiyama, A., Matsumura, M., Wataya, T., Takahashi, J. B., Nishikawa, S., Nishikawa, S. I., Muguruma, K., Sasai, Y. (2007). A ROCK inhibitor permits survival of dissociated human embryonic stem cells. Nature Biotec...
	Wells, J. M., Melton, D. A. (2000). Early mouse endoderm is patterned by soluble factors from adjacent germ layers. Development, 1572(127), 1563–1572.
	Weng, C., Xi, J., Li, H., Cui, J., Gu, A., Lai, S., Leskov, K., Ke, L., Jin, F., Li, Y. (2020). Single-cell lineage analysis reveals extensive multimodal transcriptional control during directed beta-cell differentiation. Nature Metabolism, 2(12), 1443...
	Wu, C., You, J., Fu, J., Wang, X., Zhang, Y. (2016). Phosphatidylinositol 3-Kinase / Akt Mediates Integrin Signaling To. Mol Cell Biol., 36(10), 1555–1568. https://doi.org/10.1128/MCB.00004-16.Address
	Xiao, L., Yuan, X., Sharkis, S. J. (2006). Activin A Maintains Self-Renewal and Regulates Fibroblast Growth Factor, Wnt, and Bone Morphogenic Protein Pathways in Human Embryonic Stem Cells. Stem Cells, 24(6), 1476–1486. https://doi.org/10.1634/stemcel...
	Xu, C., Inokuma, M. S., Denham, J., Golds, K., Kundu, P., Gold, J. D., Carpenter, M. K. (2001). Feeder-free growth of undifferentiated human embryonic stem cells. Nature Biotechnology, 19(10), 971–974. https://doi.org/10.1038/nbt1001-971
	Yabe, S. G., Fukuda, S., Nishida, J., Takeda, F., Nashiro, K., Okochi, H. (2019). Induction of functional islet-like cells from human iPS cells by suspension culture. Regenerative Therapy, 10, 69–76. https://doi.org/10.1016/j.reth.2018.11.003
	Yamanaka, S. (2020). Pluripotent Stem Cell-Based Cell Therapy—Promise and Challenges. Cell Stem Cell, 27(4), 523–531. https://doi.org/10.1016/j.stem.2020.09.014
	Yang, D., Patel, S., Szlachcic, W. J., Chmielowiec, J., Scaduto, D., Putluri, N., Sreekumar, A., Suliburk, J., Metzker, M., Balasubramanyam, A., Borowiak, M. (2021). Pancreatic Differentiation of Stem Cells Reveals Pathogenesis of a Syndrome of Ketosi...
	Yang, J., van Oosten, A. L., Theunissen, T. W., Guo, G., Silva, J. C. R., Smith, A. (2010). Stat3 activation is limiting for reprogramming to ground state pluripotency. Cell Stem Cell, 7(3), 319–328. https://doi.org/10.1016/j.stem.2010.06.022
	Yiangou, L., Grandy, R. A., Morell, C. M., Tomaz, R. A., Osnato, A., Kadiwala, J., Muraro, D., Garcia-Bernardo, J., Nakanoh, S., Bernard, W. G., Ortmann, D., McCarthy, D. J., Simonic, I., Sinha, S., Vallier, L. (2019). Method to Synchronize Cell Cycle...
	Ying, Q. L., Wray, J., Nichols, J., Batlle-Morera, L., Doble, B., Woodgett, J., Cohen, P., Smith, A. (2008). The ground state of embryonic stem cell self-renewal. Nature, 453(7194), 519–523. https://doi.org/10.1038/nature06968
	Young, M. A., Larson, D. E., Sun, C. W., George, D. R., Ding, L., Miller, C. A., Lin, L., Pawlik, K. M., Chen, K., Fan, X., Schmidt, H., Kalicki-Veizer, J., Cook, L. L., Swift, G. W., Demeter, R. T., Wendl, M. C., Sands, M. S., Mardis, E. R., Wilson, ...
	Young, R. A. (2011). Control of the embryonic stem cell state. Cell, 144(6), 940–954. https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.01.032
	Yu, J. S. L., Cui, W. (2016). Proliferation, survival and metabolism: The role of PI3K/AKT/ mTOR signalling in pluripotency and cell fate determination. Development (Cambridge), 143(17), 3050–3060. https://doi.org/10.1242/dev.137075
	Yu, J. S. L., Ramasamy, T. S., Murphy, N., Holt, M. K., Czapiewski, R., Wei, S. K., Cui, W. (2015). PI3K/mTORC2 regulates TGF-β/Activin signalling by modulating Smad2/3 activity via linker phosphorylation. Nature Communications, 6(May). https://doi.or...
	Yu, J., Vodyanik, M. A., Smuga-Otto, K., Antosiewicz-Bourget, J., Frane, J. L., Tian, S., Nie, J., Jonsdottir, G. A., Ruotti, V., Stewart, R., Slukvin, I. I., Thomson, J. A. (2007). Induced pluripotent stem cell lines derived from human somatic cells....
	Yu, L., Wei, Y., Sun, H. X., Mahdi, A. K., Pinzon Arteaga, C. A., Sakurai, M., Schmitz, D. A., Zheng, C., Ballard, E. D., Li, J., Tanaka, N., Kohara, A., Okamura, D., Mutto, A. A., Gu, Y., Ross, P. J., Wu, J. (2021). Derivation of Intermediate Pluripo...
	Yu, X., Qiu, W., Yang, L., Zhang, Y., He, M., Li, L., Xu, C. (2019). Defining multistep cell fate decision pathways during pancreatic development at single‐cell resolution. The EMBO Journal, 38(8), 1–20. https://doi.org/10.15252/embj.2018100164
	Zhang, X., Tao, J., Yu, J., Hu, N., Zhang, X., Wang, G., Feng, J., Xiong, X., Li, M., Chai, D., Li, H., Rong, Y., Tang, Z., Wang, W., Peng, Z., Shi, Q. (2021). Inhibition of Notch activity promotes pancreatic cytokeratin 5-positive cell differentiatio...
	Zhao, T., Zhang, Z. N., Rong, Z., & Xu, Y. (2011). Immunogenicity of induced pluripotent stem cells. Nature, 474(7350), 212–216. https://doi.org/10.1038/nature10135
	Zhao, T., Zhang, Z. N., Westenskow, P. D., Todorova, D., Hu, Z., Lin, T., Rong, Z., Kim, J., He, J., Wang, M., Clegg, D. O., Yang, Y. G., Zhang, K., Friedlander, M., Xu, Y. (2015). Humanized Mice Reveal Differential Immunogenicity of Cells Derived fro...
	Zhou, Q., Law, A. C., Rajagopal, J., Anderson, W. J., Gray, P. A., Melton, D. A. (2007). A Multipotent Progenitor Domain Guides Pancreatic Organogenesis. Developmental Cell, 13(1), 103–114. https://doi.org/10.1016/j.devcel.2007.06.001
	Zhu, Z., González, F., Huangfu, D. (2014). The iCRISPR platform for rapid genome editing in human pluripotent stem Cells. W Methods in Enzymology (T. 546, Issue C). https://doi.org/10.1016/B978-0-12-801185-0.00011-8

