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Ksztaltujac przyszlos¢: Wplyw zmian morfologicznych na delaminacje i determinacje losu
trzustkowych progenitorow endokrynnych

Trzustka jest narzadem sktadajacym sie z przedzialu zewnatrzwydzielniczego i hormonalnego.
Podczas gdy cze$¢ zewnatrzwydzielnicza wydziela enzymy wspomagajace trawienie, komorki endokrynne
wspolnie reguluja homeostaze glukozy we krwi. Komorki B (beta) sa szczegdlnie wazne, poniewaz wytwarzaja
insuling w odpowiedzi na zmieniajacy si¢ poziom glukozy we krwi, aby utrzymac ja na zdrowym poziomie.
W cukrzycy komorki P sg albo tracone, albo nieprawidtowo dziataja, co prowadzi do powaznych problemow
zdrowotnych. Ukierunkowane réznicowanie IPKM (ludzkich pluripotencjalnych komorek macierzystych)
stanowi atrakcyjnag platforme¢ dla medycyny regeneracyjnej do badania mechanizméw i terapii dla cukrzycy.
Umozliwia badanie mechanizméw rozwojowych w kontekscie ludzkim, ktore sg utrudnione przez niedobor i
niejednoznaczno$¢ etycznag ludzkich tkanek ptodowych dostepnych do badan. Dekada opracowywania i
udoskonalania protokotow roéznicowania ludzkich PKM w kierunku trzustki zaowocowata nie tylko wydajnym
1 niezawodnym generowaniem réznych typow komodrek progenitorowych trzustki z PKM, ale takze
opracowaniem protokotdéw réznicowania 3D umozliwiajacych badanie zdarzen morfologicznych. Ostatecznie
komorki B pochodzace z ludzkich PKM mogg pewnego dnia postuzy¢ jako terapia komorkowa dla pacjentow
z cukrzycg. Jednak pomimo ogromnego postepu, zastosowanie w medycynie praktycznej i szeroko
zakrojonych badaniach jest utrudnione przez niepelne zrozumienie sygnatow kontrolujacych wytwarzanie
komorek B. W tym celu kluczowe jest zrozumienie procesow rozwojowych trzustki, ktére mozna przetozy¢ na
wytwarzanie ludzkich komorek B in vitro.

Celem niniejszego projektu jest odkrycie nowych sygnatow regulujacych proces delaminacji i
okreslania losu komorek progenitorow endokrynnych (PE) trzustki, ktore sg niezbednym etapem podczas
powstawania komorek endokrynnych. Proponujemy tutaj, ze procesy te sa ze soba powigzane, a
mianowicie zmiany morfologiczne i sygnaly mechanistyczne podczas delaminacji PE wplywaja na
specyfikacje losu komoérek. Skupiamy si¢ na genie AMOTL2 (Angiomotin-Like 2), ktory, jak stwierdziliSmy,
jest podwyzszony w nowo zidentyfikowanej subpopulacji delaminujgcych PE u myszy, specyficznie w e16.5
(embryonic day, dniu embrionalnym 16.5), ale nie w e14.5 (dniu embrionalnym 14.5). Wykazano, ze PE z
e16.5 sa bardziej podatne do tworzenie komoérek B, najbardziej poszukiwanego typu komoérek w terapii
cukrzycy. Nastepnie stawiamy hipoteze, ze AMOTL2 jest istotnym regulatorem $ciezki sygnalowej
Hippo i jej efektora, bialka YAP, o ktorych wiadomo, ze biora udzial zarowno w delaminacji PE, jak i
deklaracji do komorek endokrynnych w trzustce. Sugerujemy réowniez, ze AMOTL2 reguluje wielkos¢
i ksztalt komorek w ludzkich PKM, réwniez w sposob zalezny od YAP.

Wygenerowalismy nokaut genu AMOTL2 w ludzkich PKM i zauwazyliSmy zmieniong morfologi¢
komorek i kolonii, oraz nadmierng konfluencje, ktora jak sugerujemy, wynika ze zwigkszonego rozmiaru
komorek. Wykorzystamy tréjwymiarowe (3D) réznicowanie ludzkich PKM, aby uzyska¢ wglad w zmiany
morfologiczne komorek z brakiem AMOTL2 oraz ich znaczenie dla rozwoju trzustki u cztowieka. Hipoteze
przetestujemy w nastepujacych zadaniach:

1) Zmiennoksztaltne: rola AMOTL2 w morfologii komérek i kolonii w ludzkich PKM i na
wczesnych etapach réznicowania w kierunku trzustki, gdzie potwierdzimy przyczyng nadmiernej
konfluencji — czy jest to zwickszenie podziatow komorkowych, $mierci komorek, czy rozmiaru
komorek. Ocenimy rowniez, czy wielko$¢ i ksztalt komorek zaleza od ich gestosci w hodowli. Ponadto
zbadamy mechanizm lezacy u podstaw tych zmian. Naszym gléwnym kandydatem jest $ciezka
sygnatowa Hippo, ale sprawdzimy rowniez zaangazowanie innych $ciezek sygnaowych.

2) Ksztaltujac przyszlosé: Jak morfologia komérek wplywa na procesy roznicowania trzustki i
okreslania losu komoérek, w ktorych skupimy sie na PE, komorkach, bez ktérych nie ma komorek p.
Sprawdzimy ile PE powstaje i czy powstaja w odpowiednim czasie. Ponownie sprawdzimy podziaty
i $miertelnos$¢, oraz wielkos¢ komorek, poniewaz moga si¢ one rézni¢ w zaleznosci od rodzaju
komorek. Nastepnie skoncentrujemy si¢ na procesie delaminacji i poszukamy zwigzanego z nim
mechanizmu. Nastepnie sprawdzimy, czy PE z nokautem AMOTL2 moga generowa¢ komorki B i czy
komorki te sa zdolne do wydzielania insuliny w odpowiedzi na zmieniajacy si¢ poziom glukozy, co
jest charakterystyczne dla normalnych komoérek . Zbadamy to najpierw metodami in vitro, w hodowli
komorkowej, a nastgpnie in Vivo, przeszczepiajac nasze wyhodowane komorki f myszom z cukrzyca,
aby sprawdzi¢, czy sg one w stanie przywrocic¢ kontrole nad poziomem glukozy we krwi.



