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Rola czynnika transkrypcyjnego ETV1 w adhezji ludzkich pluripotencjalnych komorek
macierzystych i rozwoju in vitro ludzkiej endokrynnej trzustki.
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Streszczenie

Trzustka jest narzadem gruczotowym odgrywajacym istotng role w wytwarzaniu i uwalnianiu enzymow
trawiennych (czg¢$¢ egzokrynna) oraz hormonow regulujacych homeostaze glukozy (cz¢$¢ endokrynna).
Komorki endokrynne trzustki tworza wyspy Langerhansa, w ktorych najwigcej komorek (okoto 90%)
to komorki a i . Komorki B kontroluja homeostazg glukozy poprzez wydzielanie insuliny w odpowiedzi
na podwyzszony poziom cukru we krwi. Insulina umozliwia wychwyt glukozy z krwi przez receptory
komorek tkanek obwodowych, gdzie cukier jest magazynowany (np. w hepatocytach) lub
wykorzystywany jako zrodlo energii (np. w migsniach). W przeciwienstwie do komorek B, komorki a
wydzielajace glukagon zwigkszajg poziom cukru we krwi poprzez stymulowanie hepatocytow do lizy
zmagazynowanego glikogenu i uwalniania glukozy. Dlugotrwale zakldcenie homeostazy poziomu
glukozy moze prowadzi¢ do przewlektej choroby metabolicznej — cukrzycy. Typowa cecha
charakterystyczng kazdego typu cukrzycy jest zmniejszona produkcja insuliny spowodowana utratg
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 weglowodandéw 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 niedogodnos$ci dla
pacjentow z cukrzyca i nie oferujg wyleczenia.

Ludzkie pluripotencjalne komorki macierzyste (hPSC, ang. human pluripotent stem cells) zapewniaja
potencjalnie nieograniczone zréodlo komoérek do terapii komoérkowej w medycynie regeneracyjnej.
Regeneracja masy komorek 3 powstatych z roznicowania hPSC in vitro stanowi atrakcyjng alternatywe
przywracania normoglikemii u pacjentow z cukrzyca. Warto pamigtac, ze lepsze zrozumienie biologii
komorek macierzystych jest wymagane do utrzymania wysokiej jakosci hodowli hPSC i wysoce
wydajnego roznicowania in vitro do wszystkich linii.

Na podstawie danych uzyskanych z sekwencjonowania z pojedynczych komorek (scRNA-Seq, ang.
single cell RNA-sequencing) mysich trzustek z dnia embrionalnego 14,5, wyselekcjonowatam czynnik
transkrypcyjny Etvl. Co ciekawe, ekspresja Etvl byla ograniczona do endokrynnych komorek
prekursorowych i nowo powstatych komorek a i . Na podstawie tych obserwacji mozna sugerowac,
ze Etvl bierze udzial w dojrzewaniu endokrynnych komoérek progenitorowych i ich specyfikacji do
funkcjonalnych komoérek endokrynnych. Co wigcej, u myszy z wytaczona ekspresja Etv1l rozmiar wysp
trzustkowych byt zmniejszony, co potwierdza rozwojowa rolg¢ Etvl w trzustce. Jednak mechanizmy, za
pomoca ktorych Etvl reguluje rozwdj trzustki pozostaja nieznane. Poza trzustkg wykazano, ze ETV1
bierze udzial w dojrzewaniu kardiomiocytow, zard6wno mysich, jak i pochodzacych z hPSC, koncowym
dojrzewaniu mysich komorek ziarnistych mézdzku oraz w rozwoju komorek grzebienia nerwowego w
zarodkach zaby szponiastej (tac. Xenopus laevis).

Jednym z celow przedstawionego badania bylo 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 genéw CRISPR/Cas9, zostata wyprowadzona linia hPSC z wylaczona ekspresja genu
ETV1. Podczas charakteryzowania wyprowadzonej linii zaobserwowano fenotyp zwigzany ze
zwigkszong adhezja edytowanych komorek hPSC. Powszechnie wiadomo, Ze adhezja komorka—macierz
zewnatrzkomorkowa i komorka—komorka reguluja pluripotencje i samoodnawianie hPSC oraz wyjscie
komorek ze stanu pluripotencjalnego. Jednakze szczegdtowe mechanizmy kontrolujgce i spajajgce



adhezj¢ z pluripotencjg pozostaja nieznane. Na przyktad nadal nie odkryto kluczowych regulatoréw
transkrypcji kontrolujacych ekspresje genow adhezji w hPSC.

Jako cze$¢ niniejszej pracy, stanowity pordéwnawcze analizy konfluencji hPSC z wylaczong ekspresja
ETV1 i typu dzikiego, na podstawie ktorych zaobserwowano zwickszong konfluencje w hPSC bez
obecnosci ETV1. Analizy transkryptomu pozwolity na zidentyfikowanie S$ciezek sygnatowych
zaangazowanych w adhezje komorka—komorka oraz komorka—macierz zewnatrzkomoérkowa.
Wykorzystujac metode barwienia immunofluorescencyjnego potwierdzono zwigkszong synteze bialek
adhezyjnych takich jak: e-kadheryna, paksylina i integryna 5 a w hPSC z wylaczong ekspresja ETV1 w
porownaniu do typu dzikiego. Ponadto geny zaangazowane w utrzymywanie pluripotencji ulegaly
obnizonej ekspresji w hPSC bez obecnosci ETV1 w poréwnaniu do typu dzikiego, co sugeruje role
ETV1 w utrzymywaniu samoodnawania i pluripotencji w hPSC. Podsumowujac, na podstawie
uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze ETV1 jest nowo odkrytym w hPSC regulatorem adhezji i
pluripotencji.

Kolejnym istotnym celem przedstawionego badania byto ustalenie roli ETV1 w rozwoju ludzkich
trzustkowych komoérek endokrynnych. Na podstawie eksperymentéw wykorzystujacych spontaniczne
roéznicowanie in vitro hPSC z wylaczong ekspresja ETV1 i typu dzikiego zaobserwowano wyzsza
efektywnos¢ roznicowania w kierunku endodermy i mezodermy w komoérkach bez ETV1. Co ciekawe,
na podstawie wynikéw ukierunkowanego rdéznicowania in vitro do trzustkowych komorek [
stwierdzono, ze hPSC z wytaczong ekspresja ETV1 nie sa zdolne do specyfikacji do komoérek
endokrynnych trzustki. Ponadto zastosowano sekwencjonowanie RNA z pojedynczych komorek w celu
zidentyfikowania réznic w powstajacych populacjach komoérek podczas réznicowania in vitro w
kierunku endokrynnej trzustki hPSC z wylaczonag ekspresja ETV1 oraz typu dzikiego.

Podsumowujac, niniejsza rozprawa doktorska dostarcza interesujacego i glebszego wgladu w podwojna
role ETV1 zarowno w pluripotencji, jak i rozwoju czesci endokrynnej trzustki.



