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W ostatnich latach prowadzone byty szerokie badania nad regulacjg transkrypcji w procesach rozwojowych,
jednakze nadal istnieje znaczna luka w wiedzy o mechanistycznych i metabolicznych sygnalach,
oraz zdarzeniach morfologicznych towarzyszacych rdznicowaniu ludzkich pluripotencjalnych komorek
macierzystych (ang. human pluripotent stem cells, hPSCs). W poszukiwaniu takich sygnatow po raz pierwszy
zidentyfikowatem gen Amot/2 w danych z sekwencjonowania RNA pojedynczych komorek (ang. single cel
RNA-sequencing, scRNA-seq) z rozwijajacej si¢ mysiej trzustki z dni embrionalnych 14.5 (el14.5) i 16.5
(el16.5). Co ciekawe, pomimo zachowanych kanonicznych markeréw, populacje progenitoréw endokrynnych
(ang. endocrine progenitors, EP) z tych punktéw czasowych réznity si¢ znaczaco pod wzgledem
transkryptomu, przy czym EP z dnia 16.5 preferencyjnie tworzyly komorki B trzustki, a el4.5 EP
preferencyjnie tworzyty komorki o. Amot/2 ulegat specyficznej ekspresji w podtypie el16.5 EP,
ktory odzwierciedlal wychodzenie EP ze struktury sznuréw nablonkowych, stabo poznane zdarzenie,
ktore z kolei moze wplywac na los komdrek endokrynnych.

AMOTL2 nalezy do rodziny angiomotyn. Jest to biatko cytoplazmatyczne, ktore znajduje
si¢ w cytozolu lub na polaczeniach komodrkowych, ulatwiajac przekazywanie sygnatu, organizacje
cytoszkieletu, i modulacje szlakow sygnalizacyjnych. AMOTL2 jest znanym regulatorem szlaku Hippo i jego
efektora — biatka YAP. Jednym z celéw niniejszej pracy byta identyfikacja wzorcow ekspresji genu AMOTL2
w rozwoju ludzkiej trzustki in vivo 1 réznicowaniu trzustki in vitro przy uzyciu publicznie dostepnych zbiorow
danych scRNA-seq. AMOTL?2 ulegat ekspresji na réznych etapach r6znicowania trzustki, w tym w endodermie
wiasciwej, komorkach prekursorowych trzustki i EP in vitro, ale takze w EP, mezenchymie i komorkach
pecherzykowych in vivo. Ekspresja genu AMOTL2 nie utrzymywata si¢ w dojrzalych komorkach
endokrynnych. Co wazne, tutaj po raz pierwszy wykazano istnienie populacji NGN3(+) / AMOTL2(+) PE
u cztowieka, zar6wno in vitro, jak i in vivo, ktora wczesniej zidentyfikowano jedynie u myszy. Ekspresje
AMOTL? zidentyfikowano takze w zarodku przedimplantacyjnym i hPSCs, co sugeruje, ze moze on wptywac

rowniez na wczesniejsze decyzje dotyczace losu komorki.

W niniejszej pracy wyprowadzitam lini¢ hPSC z wylaczong ekspresja genu AMOTL2 (ang. knockout, KO)
przy uzyciu metody CRISPR/Cas9. Podczas wstgpnej charakterystyki wytonil si¢ silny fenotyp dotyczacy
morfologii kolonii, przy czym kolonie AMOTL2 KO hPSC byly bardziej nieregularne i mniej ciasno
upakowane niz u typu dzikiego (ang. wild type, WT). Dodatkowo hPSC AMOTL2 KO wykazywaly
zwigkszong konfluencj¢ w poréwnaniu z hPSC WT, co bylo wynikiem ich zwigkszonej proliferacji

i zmniejszonych szybkosci apoptozy.

Sekwencjonowanie RNA ujawnito istotne zmiany w zakresie cytoszkieletu, adhezji oraz migracji, rozwoju,
metabolizmu komoérkowego i szlakéw sygnatowych. Wykazano rowniez potencjalne tendencje rozwojowe
komoérek AMOTL2 KO w kierunku ektodermy kosztem endodermy i mezodermy, co zostalo potwierdzone
spontanicznym i ukierunkowanym réznicowaniem. W poszukiwaniu mechanizmu odpowiedzialnego za takie
tendencje w roznicowaniu jako mozliwych winowajcow zidentyfikowano depolimeryzacje F-aktyny
i zwigkszong aktywnos¢ YAP. Co zaskakujace, spontaniczne rdznicowanie z dodatkiem substancji
depolimeryzujacej F-aktynY-27632 lub inhibitora YAP, werteporfiny, nie powtorzylo ani nie uratowalo
fenotypu rozwojowego AMOTL2 KO. Oznacza to, ze w grze biorg udziat inni, silniejsi gracze, za pomocg
ktérych AMOTL2 kontroluje los komorek, a ktorzy w oparciu o sekwencjonowanie RNA i1 wstepne dane

funkcjonalne mogg obejmowa¢ mechanizm wytwarzania energii lub metabolizm komodrkowy.



