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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ATCC (American Type Culture Collection) — amerykanskie repozytorium i centrum dystrybucji
kultur mikroorganizméw, linii komoérkowych czy wirusow

BMP (Bone Morphogenetic Proteins) — szlak sygnalizacyjny biatka morfogenetycznego kosci
BROMO (Bromodomain) — domena biatkowa rozpoznajaca mono-acetylowane liziny biatek
histonowych

BSA (Bovine Serum Albumin) — albumina surowicy wotowej

CC (Coiled Coil) — motyw skreconej helisy

CT (control) — komorki traktowane kontrolnym siRNA (bez sekwencji docelowej)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) — pozywka Eagle’a zmodyfikowana przez
Dulbecco

DNMT3B (DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 beta) — metylotransferaza DNA, bioraca udziat
w metylacji de novo CpG

DMSO (Dimethyl sulfoxide) — dimetylosulfotlenek

ES (Embryonic Stem Cells — embrionalne komoérki macierzyste

FACS (Fluorescence-activated cell sorting) — cytometria przeptywowa

FBS (Fetal Bovine Serum) — bydlgca surowica ptodowa

GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) - dehydrogenaza aldehydu 3-
fosfoglicerynowego, enzym z klasy oksoreduktaz

H3 — histon H3

H3K9me3 — potrdjna metylacja histonu H3 w pozycji lizyny 9 (K9)

hES (human Embryonic Stem Cells) — linia ustalona ludzkich komorek macierzystych

HP1 (Heterochromatin Protein 1) — rodzina wysoce konserwatywnych biatek stabilizujacych
heterochromatyng

iPS (induced pluripotent stem cells) — indukowane komorki pluripotentne

IRES (Internal Ribosome Entry Site) — wewnetrzne miejsce wigzania rybosomu w sekwencji
wektoréow plazmidowych

KAP1 (KRAB- Associated Protein 1) — ko-represor transkrypcyjny, wiazacy si¢ do biatek KRAB-
ZFP; inne nazwy: TIF1p, TRIM28

KIf4 (Kruppel-like factor 4) — czynnik transkrypcyjny kodowany przez gen KLF4

KRAB (Kriippel-Associated Box) — domena biatkowa o wlasciwos$ciach represora transkrypcji
KRAB-ZFP (Kriippel-Associated Box Zinf Finger Proteins) — czynniki transkrypcyjne z domena
placa cynkowego posiadajace w swojej budowie domen¢ KRAB

KSR (Knockout Serum Replacement) — suplement medium hodowlanego komodrek macierzystych
MES (mouse Embryonic Stem Cells) — mysie embrionalne komorki macierzyste

NEAA (Non Essential Amino Acids) — mieszanina aminokwaséw, suplement medium
hodowlanego komorek macierzystych

NOD/SCID (Nonobese Diabetic/Severe Combined Immunodeficiency) — szczep myszy z obnizong
odpornoscia

NURD (Nucleosome Remodeling Complex) — kompleks remodelujgcy nukleosom

Oct3/4 (octamer-binding transcription factor 3/4) — czynnik transkrypcyjny Oct3/4, kodowany
przez gen POUSF1

p53 — czynnik transkrypcyjny, supresor nowotworowy kodowany przez gen TP53

PCR (polymerase chain reaction) — reakcja tancuchowa polimerazy

PBS (Phosphate Buffered Saline) — fizjologiczny roztwor soli buforowany fosforanami



PCA (Principal Component Assay) — analiza gtéwnych sktadowych

PHD (Plant Homeodomain) — domena biatkowa o strukturze palca cynkowego, obecna w budowie
biatek regulujacych ekspresje genow poprzez zmiany w kondensacji chromatyny

PIKK (Phosphatidylinositol 3-Kinase-Related Kinases) — rodzina kinaz spokrewnionych z kinaza
fosfatydyloinozytolu

PRCL1 (Polycomb Repressive Complexes 1) — kompleks represyjny polycomb 1

RBCC (RING-B-box-Coiled Coil) — domena biatkowa utworzona z mniejszych struktur: RING, B-
box oraz motywu CC

Rex1 ( Reduce Expression Protein 1) — czynnik transkrypcyjny Rex1, marker pluripotencji

RIN (RNA Integrity Number) — jednostka integralnosci RNA

RING (Really Interesting New Gene) — domena o strukturze palca cynkowego, zawierajaca jon
Zn*2

SETDB1 (SET Domain, Bifurcated 1) — metylotransferaza N-lizyny w tancuchu peptydowym
biatek histonowych

Sox2 (SRY (sex determining region Y)-box 2) — czynnik transkrypcyjny Sox2, marker pluripotencji
STAT (signal transducers and activators of transcription) — biatka przekazujace sygnat
1 aktywujace transkrypcje

TERT (telomerase reverse transcriptase) — gen kodujacy odwrotng transkryptaze telomerazy
TIF1p (Transcription Intermediary Factor 1) — Ko-represor transkrypcyjny, wigzacy si¢ do biatek
KRAB-ZFP; inne nazwy: KAP1, TRIM28

TRIM (Tripartite Motif-Containing Protein Family) — rodzina biatek TRIM, posiadajgca na N-
koncu polipeptydu tzw. ,,motyw trzyczesciowy”, znany roéwniez jako domena RBCC

TRIM28 (Tripartite Motif-Containing Protein 28) — ko-represor transkrypcyjny, wiazacy si¢ do
bialek KRAB-ZFP; inne nazwy: KAP1, TIF1§

WT (wild type) — “typ dziki”

ZF (Zinc finger) — domena palca cynkowego



1. WSTEP

1.1. Komérki macierzyste

Komoérki macierzyste to pierwotne, niewyspecjalizowane komorki, posiadajgce
szereg charakterystycznych cech, migdzy innymi zdolno$¢ do réznicowania si¢
w wyspecjalizowane komorki tworzac tkanki. Pierwsze obserwacje tego typu komorek
dotyczyty potworniakéw (teratom) — guzéw powstajacych w jadrach lub jajnikach myszy.
Juz na poczatku lat 40 XX wieku stwierdzono, ze wystgpuja w nich komorki, ktére moga
réznicowac si¢ we wszystkie tkanki budujace organizm. Kolejne badania potwierdzily te
obserwacje, co wiecej, udowodniono, ze guzy tego typu powstaja z komorek rozrodczych
[1]. Eksperymenty te zainicjowaly caly szereg prac, ktore doprowadzily do uzyskania
w 1981 roku pierwszej mysiej linii zarodkowych komoérek macierzystych (ang. embryonic
stem cells, ES). Dokonali tego niezaleznie od siebie Gail Martin [2] oraz Martin Evans
(uhonorowany Nagroda Nobla w 2007 roku) i Matthew Kaufman [3]. Kolejne badania
pozwolity na uzyskanie pierwszych ludzkich komoérek macierzystych w 1998 roku [4]. Ich
wlasciwosci wzbudzily ogromne nadzieje w kontek$cie wykorzystania ich potencjatu
w medycynie regeneracyjnej — odpowiednio stymulowane, potrafity réznicowaé sie
w dowolny typ komoérek, zar6wno in vitro jak i in vivo. Jednakze, ze wzgledu na fakt, iz sa
one pozyskiwane z wezta zarodkowego blastocysty, co wigze si¢ z jej nieodwracalnym
zniszczeniem, ich wykorzystanie w celach terapeutyczny wzbudza wiele kontrowersji

etycznych i moralnych.

1.1.1. Typy komérek macierzystych
Rozw6j badan nad komoérkami macierzystymi umozliwit wyodrebnienie
1 pozyskanie roznych ich typoéw. Ze wzgledu na sposéb ich pozyskania wyrdznia sie:

e embrionalne komorki macierzyste, pochodzace z wezta zarodkowego blastocysty
[4],

e somatyczne doroste komorki macierzyste, izolowane z tkanek dorostego organizmu
(jak np. komorki hematopoetyczne, neuronalne komorki macierzyste lub
mig$niowe komorki satelitarne) [5],

e indukowalne komorki pluripotentne — typ pluripotentnych komoérek macierzystych,

uzyskany na drodze reprogramowania komorek somatycznych [6]



1.1.2. Cechy charakterystyczne komorek macierzystych

Niezaleznie od pochodzenia, komorki macierzyste posiadaja kilka cech wspolnych,

definiujgcych ich macierzysty charakter. Naleza do nich potencjat do réznicowania si¢

w okreslone typy komoérek oraz zdolno$¢ do samoodnowy. Komorki macierzyste

charakteryzuje zdolno$¢ do réznicowania si¢ w okreslony typy komorek somatycznych [7].

Ze wzgledu na zdolnos$¢ do réznicowania komorki macierzyste dzieli si¢ na:

totipotentne — majace potencjat do roéznicowania si¢ do kazdego typu komorek,
takze lozyska (zygota)

pluripotentne — majace potencjat do réznicowania si¢ w komoérki wywodzace si¢
z trzech listkow zarodkowych: mezo, ekto i endodermy, na przyktad: embrionalne
komorki macierzyste, indukowane komorki pluripotentne, nie posiadajace
potencjatu do tworzenia tozyska

multipotentne — mogace zréznicowac si¢ w komorki o podobnych wiasciwosciach
1 pochodzeniu embrionalnym, inaczej nazywane komodrkami progenitorowymi, na
przyktad: hematopoetyczne komoérki macierzyste, neuronalne komorki macierzyste
unipotentne — komorki prekursorowe, mogace réznicowaé sie¢ tylko do jednego
typu komorek, na przyktad migsniowe komorki satelitarne

Samoodnowa to zdolno$¢ komoérek do przej$cia nieograniczonej liczby podziatow

komorkowych, bez utraty zdolnosci do rdznicowania. Mechanizmy lezace u podstaw

procesu gwarantujace zachowanie puli komorek macierzystych to:

asymetryczna replikacja: komorka macierzysta dzieli si¢ na dwie potomne
komorki: jedng identyczng z komoérka wyjsciowa oraz drugg, ukierunkowang na
roéznicowanie [8]

roznicowanie stochastyczne: jedna komorka macierzysta ulega podziatowi na dwie
komorki potomne ukierunkowane na roznicowanie, inna ulega mitozie i produkuje

dwie komorki macierzyste identyczne z komorka wyjsciowa [9]

1.1.3. Zalety i ograniczenia wynikajace z zastosowania komoérek
macierzystych

Charakterystyczne cechy komorek macierzystych umozliwiaja ich szerokie

zastosowanie w badaniach podstawowych dotyczacych rdéznicowania, rozwoju

embrionalnego czy chorob genetycznych o nieznanej etiologii; w badaniach

toksykologicznych oraz medycynie regeneracyjnej.
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Kardiomiocyty otrzymane z komoérek pluripotentnych moga stuzy¢ jako model
badawczy czynno$ci skurczowej komorek, czasu potencjatu czynno$ciowego migsnia
komor, przeptywu jonéw wapnia czy tez biochemicznych analiz specyficznych kanalow
jonowych [10]. Kolejng mozliwo$cig zastosowania komorek iPS sg badania mechanizméw
molekularnych choréb o podlozu genetycznym, dla ktorych stworzenie komorkowego
modelu in vitro nie jest mozliwe bez wykorzystania technologii iPS. Sg to choroby
degeneracyjne i/lub wielogenowe. W pierwszym przypadku nie jest mozliwe pobranie
i hodowla in vitro komorek dotknietych patologia ze wzgledu na przedwczesng $mier¢
komoérki. W drugim przypadku trudno jest odtworzy¢ faktyczny genotyp i fenotyp
choroby, zwtaszcza, gdy nie wszystkie geny zaangazowane w procesy chorobotworcze
zostaly zidentyfikowane [11]. Dotychczas uzyskano wiele roznych typow komorek
z fibroblastow pobranych od pacjentow chorujacych na: dystrofie migsniowe Beckera
i Duchenne'a, zespot Downa, chorobe Huntingtona, Parkinsona czy tez cukrzyce typu
pierwszego [12]. Zastosowanie komorek iPS daje mozliwos$¢ spersonalizowanego badania
rozwoju choroby i opracowania optymalnej metody leczenia.

Ogromne nadzieje budzi mozliwo$¢ wykorzystania komorek iPS w medycynie
regeneracyjnej (np. w przypadku urazéw rdzenia kregowego, zawalu migsnia sercowego).
Do tej pory uzyskano komorki B trzustki syntetyzujace insuline [13], kardiomiocyty [14],
komorki $rodbtonka [15], neurony [16] oraz wiele innych. Komoérki iPS, otrzymane
z komorek chorego, mozna modyfikowa¢ genetycznie, co daje mozliwo$¢ naprawy defektu
genetycznego komorek, dalszego ich roéznicowania, a w koncu przeszczepienia dawcy.
Nalezy podkresli¢, ze transplantacja autologiczna zmniejsza zagrozenie immunologicznego
odrzucenia przeszczepu [17]. Metody te z powodzeniem sg stosowane w modelach
zwierzecych. Terapi¢ genowa na bazie komoérek iPS udato si¢ przeprowadzi¢ u myszy
chorujacych na anemie sierpowatg [18] czy hemofili¢ typu A [19].

Najwigksza przeszkoda w zastosowaniu komorek macierzystych jest sposob ich
pozyskiwania. Konieczno$¢ niszczenia ludzkich zarodkéw w celu izolacji komodrek
embrionalnych uniemozliwia pozyskiwanie ich na skale niezbedng do wdrozenia
powyzszych zastosowan. Ogromng nadziej¢ budza indukowane komoérki macierzyste,

uzyskane na drodze reprogramowania komorek somatycznych.

1.2. Reprogramowanie komérek somatycznych

Badania nad idea procesu reprogramowania komoérek rozpoczely si¢ okoto roku

1952 kiedy to dwoch badaczy, Briggs 1 King przeszczepili jadro komorki pochodzacej
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z blastuli zaby do oocytu pozbawionego wlasnego materiatu genetycznego [20]. Otrzymali
w ten sposéb zarodek prawidtowo rozwijajacy si¢ az do stadium kijanki. Wydajnos$¢ tego
procesu byla jednak bardzo niska, jednakze znaczaco wyzsza niz w przypadku
wykorzystania jader komorek somatycznych. Uczeni doszli do wniosku, Ze rdznicowanie
si¢ komoérek w trakcie rozwoju embrionalnego jest zjawiskiem zmieniajagcym profil
ekspresji gendw w sposob nieodwracalny [21]. W latach 60 XX wieku eksperymenty te
zostaly powtorzone i rozszerzone przez Marie Di Berardino [22-24], a takze przez Johna
Gourdona [25-27]. Udowodnione zostalo, ze transplantacja jadra nawet wysoce
zrdznicowanych komorek somatycznych takich jak naskorek czy limfocyt do
pozbawionego wlasnego jadra oocytu ptaza, prowadzi do skutecznego rozwoju
embrionalnego. Po raz pierwszy wykazano wigc, ze nie tylko komoérki zarodkowe, ale
takze komorki doroslego organizmu posiadaja informacj¢ genetyczng niezbedna do
zainicjowania rozwoju embrionalnego. Roéwniez polski zespdt Andrzeja Tarkowskiego
z Zakladu Embriologii Uniwersytetu Warszawskiego podjat temat reprogramowania
komoérek. W latach 80 XX wieku prowadzit badania polegajace na zastagpieniu materiatu
genetycznego oocytu myszy jadrem z komorki somatycznej [28-30]. Chociaz badania te
nie zakonczyly si¢ uzyskaniem klonu myszy, wniosty ogromny wkiad wiedzy w zakresie
remodelowaniu chromatyny w jadrach wprowadzanych do oocytu. Proby sklonowania
ssakow podejmowano jeszcze kilkukrotnie, jednakze dopiero w roku 1996 nastapit
przetom w tej dziedzinie. Zespot Iana Wilmuta i Keitha Campbella wprowadzil jadro
komorki nabtonkowej gruczolu mlecznego owcy do oocytu pozbawionego jadra
komoérkowego. Rozwijajacy sie zarodek wszczepiono matce zastepczej. Skutkiem tego
eksperymentu byto pierwsze w historii udane klonowanie ssaka — na $wiat przyszta owca
0 imieniu Dolly [31]. Kilka lat p6zniej w analogiczny sposob uzyskano pierwsze
sklonowane myszy [32]. Badania te obalily tez¢ o nicodwracalnoéci loséw komorki
somatycznej i ostateczno$ci zmian zachodzacych w jadrze komorkowym w trakcie

rozwoju embrionalnego.

1.3. Indukowane komorki pluripotentne
Przelomem w temacie pozyskiwania komorek macierzystych byty prace Kazutoshi
Takahashi oraz Shinya Yamanaka, W 2006 roku opublikowali prace wskazujaca na
mozliwo$¢ uzyskania komorek o charakterze pluripotentnym z mysich fibroblastow
poprzez nadekspresj¢ czterech czynnikow transkrypcyjnych [33]. Z wstegpnie

wyselekcjonowanych 24 czynnikéw indukujacych pluripotencje w  komdrkach
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somatycznych wybrano cztery: Oct3/4, Sox2, KlIf4 oraz c-Myc (OSKM). Otrzymane
komorki posiadaty morfologi¢ oraz profil ekspresji genéw podobny do komorek
embrionalnych i zostaly nazwane indukowanymi pluripotentnymi komorkami
macierzystymi (ang. induced pluripotent stem cells, iPS). Rok po6zniej analogiczne
komorki otrzymali z ludzkich fibroblastow [34]. Zastosowanie komorek iPS pozwala
zmarginalizowa¢ dwie kluczowe kwestie zwigzane z komorkami ES: odrzucanie
przeszczepOw allogenicznych oraz kontrowersje etyczne zwigzane 2z niszczeniem

embrionow w trakcie pozyskiwania komorek macierzystych.

1.4. Otrzymywanie komoérek iPS

1.4.1. Czynniki reprogramujace

Z czterech czynnikdéw reprogramujacych, nazywanych ,,czynnikami Yamanaki”
tylko OCT3/4 i SOX2 sa niezbedne do zainicjowania reprogramowania i generacji
komorek iPS. Ich rola polega na wzajemnej regulacji ekspresji oraz aktywacji genow
pluripotencji (np. Nanog). KLF4 i cMYC sg czynnikami zwigkszajacymi wydajnosc
1 przyspieszajagcymi proces reprogramowania [35].

C-Myc bierze udzial w aktywacji genéw wptywajacych na zwigkszong proliferacje.
Dodatkowo, indywidualnie lub w potaczeniu z innymi czynnikami, jest gtowna sila
sprawcza w poczatkowej fazie procesu reprogramowania. Aktywuje on markery komorek
pluripotencjalnych juz kilka dni po wprowadzeniu OSKM do komorek docelowych [36].
Wykazano, ze c-Myc taczy si¢ z kompleksami acetylaz histonowych indukujac globalng
acetylacje histonow, a zarazem umozliwiajac wigzanie Oct3/4 i Sox2 do DNA [37].

W przypadku KIf4 wykazano, ze moze on wptywac¢ na aktywacje Nanog i innych
gendw charakterystycznych dla komorek macierzystych. Poziom gendéw regulowanych
przez Klf4 ulega zmianom w poczatkowej 1 koncowej fazie procesu reprogramowania.
Podtrzymuje to prawdopodobng podwoéjng role czynnika Klf4: funkcje represyjng genow
charakterystycznych dla komorek zroznicowanych w poczatkowym etapie 1 funkcje
aktywacyjna genow pluripotencji w koncowym etapie reprogramowania [36].

Istotny takze okazat si¢ stosunek stechiometryczny dostarczanych czynnikow
indukujacych pluripotencje. Wysoki poziom czynnikéw Oct3/4, Kif4 1 cMyc oraz niski

poziom ekspresji Sox2 umozliwit najwyzsza wydajnos¢ procesu reprogramowania [38].
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1.4.2. Metody wprowadzania czynnikéw reprogramujacych do komoérek

Proces reprogramowania wymaga wydajnego dostarczenia i nadekspresji
czynnikéw transkrypcyjnych, niezbednych do indukcji pluripotencji w komorkach
macierzystych. Metody dostarczania czynnikéw reprogramujgcych mozna podzieli¢ na
nieintegrujace oraz integrujace z genomem komorki.

Do metod nieintegrujacych zaliczamy wykorzystanie wektorow adenowirusowych,
plazmidow, wektorow episomalnych, wirusa Sendai oraz metody bezposrednie, polegajace
na aktywnym pobieraniu przez komorek rekombinowanych biatek lub mRNA. Wektory
adenowirusowe cechuje niska wydajno$¢ reprogramowania komorek oraz ograniczona
mozliwo$¢ kontroli poziomu ekspresji transgenu [39]. Rowniez wektory episomalne
oriP/EBNA oparte na wirusie Eppstein-Baar cechuja si¢ bardzo niska wydajnoscia
reprogramowania [40]. Wirus Sendai, pomimo relatywnie wysokiej wydajnosci
reprogramowania, stwarza problem w postaci usunigcia go z otrzymanych komorek iPS
[41]. Wektory plazmidowe ze wzgledu na brak mozliwosci replikacji w komorce
wymagaja kilkukrotnej transfekcji w trakcie procesu odroéznicowania [42].

Wykorzystanie rekombinowanych biatek pozwala na otrzymanie komorek iPS bez
konieczno$ci wprowadzania egzogennego materiatu genetycznego do komorki. Jednakze
biatka maja ograniczong zdolno$¢ przejscia przez btong komorkows. W celu dostarczenia
czynnikow reprogramujacych do wnetrza komorki, biatka potaczono z utatwiajacych
penetracje blony komorkowej. Domeny poliargininowe, zwane peptydem penetrujagcym
komorke (ang. cell penetrating peptide, CPP) i biatko transaktywujace ludzkiego wirusa
niedoboru odpornosci (ang. Human Immunodeficiency Virus — Transactivator Protein,
HIV-TAT), zwane domeng transdukcji biatka (ang. Protein Transduction Domain, PTD)
sa powszechnie stosowane do znakowania czynnikdw reprogramujacych. System ten
wymaga kilkukrotnej inkubacji reprogramowanych komorek z koktajlem biatkowym
a takze chemicznych modyfikatorow zawartych w medium hodowlanym, takich jak kwas
walproinowy [43, 44].

Kolejng metoda otrzymywania komorek iPS jest wykorzystanie rekombinowanych
mRNA. Ten typ reprogramowania cechuje si¢ relatywnie wysoka wydajno$cia, jednakze
wymaga kilku inkubacji z koktajlem mRNA. Istotng przeszkodg w wykorzystaniu tego
protokolu na szersza skale jest fakt, ze wprowadzenie obcego RNA indukuje w komorce
systemy odpowiedzi przeciwwirusowej, oparte na interferonie, co jest przyczyna wysokiej

cytotoksycznosci metody [45].

14



Opisane metody nieintegrujace cechuja si¢ niska wydajnoscia procesu
reprogramowania. Wektory integrujace, takie jak gamma retrowirusowe, transpozony czy
wektory lentiwirusowe, gwarantujag wydajne reprogramowanie komorek somatycznych.
Jednakze pozostawiajg one zintegrowany z genomem komorki transgen, co moze byc¢
przyczyna niestabilnosci genetycznej komorki oraz transformacji nowotworowej. Zaleta
wektorow retrowirusowych jest samoistne wyciszenie ekspresji transgenu, jednakze
istnicje mozliwo$¢ jego reekspresji w trakcie réznicowania komoérek [6] . Koniecznosé
opracowania metody pozyskiwania bezpiecznych, pozbawionych ekspresji transgenu
komorek iPS doprowadzity do powstania systemdw opartych na wycigciu zintegrowanego
transgenu, lub kontrolowaniu jego ekspresji.

Opracowano kilka metod wyciecia zintegrowanego z genomem komorki transgenu.
Jedna z nich opiera si¢ na wykorzystaniu naturalnie wystgpujacych transpozonow, ktore
maja mozliwo$¢ przemieszczania si¢ w obrebie genomu w procesie zwanym transpozycja.
Obecnie wykorzystuje si¢ dwie metody oparte na transpozonach piggyBAC oraz sleeping
beauty, obydwie o udowodnionej skuteczno$ci w reprogramowaniu komorek
somatycznych [46, 47]. Usuniecie ich z genomu jest mozliwe przez zastosowanie enzymu
transpozazy. Drugim systemem opartym na wycigciu zintegrowanego transgenu jest
system Cre-loxP, w ktérym miejsce loxP umieszczone jest w regionie 3’LTR wektora.
W trakcie integracji jest ono duplikowane do regionu 5’LTR, co skutkuje integracja
transgenu otoczonego dwoma miejscami loxP. Umozliwia to jego pozniejsze wycigcie
przy pomocy rekombinazy Cre [48].

System regulowanej ekspresji transgenu oparty jest na zastosowaniu promotorow,
umozliwiajacych kontrolowanie ich aktywnos$ci na drodze farmakologicznej, na przyktad
promotory indukowane tetracykling. Wykorzystanie tego systemu w wektorach np.
lentiwirusowych umozliwia wlaczanie i wylaczanie ekspresji transgenu poprzez
suplementacje medium hodowlanego doksycykling. Dwa najczg$ciej stosowane systemy
indukowanej ekspresji w komorkach eukariotycznych to Tet-Off i Tet-ON.

System Tet-ON wykorzystuje transaktywator tetracyklinowy (ang. tetracycline
transactivator, tTA), biatko fuzyjne zbudowane z represora tetracyklinowego TetR
z domeng biatka VP16 wirusa Herpes Simplex. Bialko tTA ma zdolno$¢ wigzania
sekwencji operatora tet (tetO), zlokalizowanej w okolicy promotora, tworzac w ten sposob
element odpowiedzi na tetracykling (ang. tetracycline response element, TRE) [49].
Dodatek tetracykliny lub jej pochodnych pozwala na wigzanie tTA do sekwencji tetO

1 ekspresje gendw kontrolowanych przez TRE. System Tet-OFF dziala w oparciu
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o podobne elementy, jednakze wigzanie tTA do sekwencji tetO jest mozliwe tylko
w nieobecnosci doksycykliny [49, 50]. Modyfikacje tego systemu, oparte na
epigenetycznej regulacji ekspresji zostaty zastosowane w regulacji wyciszenie ekspresji

gendw przy uzyciu reagentow interferencji RNA[51] (Ryc. 1)

Dox+ Dox-

KRAB

PPT A PPT
|ietaf Transeen  were heto B heto B0 ertaf Tansgen were heto B0

Brak ekspresji transgenu

Ekspresja transgenu
Ryc. 1 Schemat dzialanie systemu ekspresji regulowanej doksycyklina.
Zrodio.: Opracowano na podstawie referencji [51]

1.5. Charakterystyka komérek iPS

1.5.1. Morfologiczne i molekularne cechy charakterystyczne komorek
macierzystych

Jedng z cech charakterystycznych komoérek macierzystych jest ich morfologia.
Ludzkie komorki macierzyste tworzg ptaskie, 2-4 warstwowe kolonie o wyraznych
krawegdziach. Charakteryzuje je wysoki stosunek objetosciowy jadra do cytoplazmy oraz
obecno$¢ wyraznych jaderek. Komodrki ES posiadaja wysoka aktywno$¢ alkalicznej
fosfatazy oraz posiadajg nieograniczony potencjal proliferacyjny, jeden cykl komérkowy
trwa okoto 35 godzin [52].

Komorki o charakterze macierzystym cechuje okreslony profil ekspresji genow,
Scisle zwigzanych z podtrzymaniem samoodnowy i stanu niezrdéznicowania komorek. Do
tych specyficznych genéw naleza markery powierzchniowe SSEA3 1 SSEA4,
glikoproteiny TRA 1-60 i TRA 1-81. Charakterystyczny dla mysich komorek
embrionalnych antygen SSEA1 wystepuje w ludzkich komoérkach ES, gdy te traca
charakter macierzysty i ulegaja réznicowaniu [53].

Oct3/4, Sox2 i Nanog sa gtéwnymi czynnikami transkrypcyjnymi odpowiedzialnymi za
podtrzymanie pluripotencji w komoérkach macierzystych. W trakcie rozwoju
embrionalnego ich ekspresja pojawia si¢ na etapie bruzdkowania, a nastgpnie ogranicza si¢
do komorek wezta zarodkowego blastocysty. Oct3/4 1 Sox2 wigza sie do promotorow

gendw regulujac ekspresje markerow pluripotencji, takich jak: OCT3/4, SOX2
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(autoregulacja), NANOG, Leftyl, REX1, UTF1 oraz transkryptazy TERT [36]. Ekspresja
Oct3/4 1 Sox2 jest zwrotnie regulowana przez Nanog [54]. Reguluje on takze inne
czgsteczki odpowiedzialne za podtrzymanie pluripotencji komorek, takie jak: Foxd3,
Setdbl czy Esrrbl [55]. Jest on jednym z glownych czynnikéw odpowiedzialnych za
utrzymanie samoodnowy komorek. Komorki macierzyste pozbawione ekspresji Nanog

niezdolne sg do podtrzymania stanu pluripotencji [56].

1.6. Epigenetyczna charakterystyka komérek macierzystych

Globalny profil metylacji macierzystych komoérek embrionalnych i komoérek iPS
jest bardzo zblizony i1 zdecydowanie r6zny od profilu komoérek somatycznych. Promotory
gendw aktywnych transkrypcyjnie cechuja si¢ niskim stopniem metylacji wysp CpG
1 obecno$cig markera chromatyny aktywnej H3K4me3. Niezaleznie od rodzaju komorek
wyjsciowych, reprogramowanie wiaze si¢ ze zwigkszeniem globalnego stopnia metylacji
CpG, a co za tym idzie, represja transkrypcji wigkszosci gendéw zwigzanych z utrzymaniem
zrdznicowanego stanu komorki. Jednocze$nie promotory gendéw zaangazowanych
W generacje i utrzymanie stanu pluripotencji ulegaja hipometylacji [57]

Istotng cechg okreslajacg stan pluripotencji jest reaktywacja nieaktywnego
chromosomu X w komorkach zenskich. Zjawisko to zachodzi stosunkowo po6zno
w procesie reprogramowania, odzwierciedlajac kinetyke aktywacji endogennych
czynnikow pluripotencji (Nanog i Oct3/4) [58, 59]. Za inaktywacje¢ odpowiedzialna jest
duza, niekodujaca czasteczka RNA, Xist, ktora jest czynnikiem cis-regulujacym represjg.
Proces ten wiaze si¢ z akumulacja znacznikOw nieaktywnej chromatyny w obrgbie
chromosomu X (H3K27me3). W mysich komoérkach iPS reaktywacja ta jest peilna
1 podobnie jak w mysich macierzystych komodrkach embrionalnych oba chromosomy sa
aktywne. Jednym z proponowanych modeli reaktywacji jest wigzanie si¢ czynnikow
Oct3/4, Sox2 i Nanog do regionu kodujacego Xist i zablokowanie jego ekspresji [60].
W komorkach ludzkich proces ten jest jednak bardziej skomplikowany. Ludzkie zenskie
komorki hES cechujg sie duzg réznorodnoscig statusu epigenetycznego chromosomu X.
Takie samo zjawisko zaobserwowano w trakcie procesu reprogramowania zenskich
komorek somatycznych. Obecnie istnieja sprzeczne doniesienia na temat pelnej
reaktywacji chromosomu X w zenskich komorkach iPS, totez proces ten wymaga dalszych
badan [61].

Modyfikacje chromatyny zachodza o wiele szybciej niz zmiany w profilu metylacji

DNA, dlatego tez ekspresja gendw w komorkach ES jest w duzym stopniu kontrolowana
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przez mechanizmy zalezne od jej struktury [62] Wymaga ono globalnej, wieloetapowej
reorganizacji chromatyny =z represywnej na otwartg, inaktywacji czynnikow
epigenetycznych odpowiedzialnych za zréznicowany status komorki, a takze aktywacji
czynnikow zaangazowanych w podtrzymanie pluripotencji i samoodnowy [63, 64].
Czynniki remodelujace chromatyne poprzez zmiany poszczegdlnych wariantow
histonowych oraz pozycji nukleosomu na nici DNA to wielosktadnikowe kompleksy
biatkowe zalezne od ATP. Wplywaja one na interakcje migedzy DNA a histonami,
regulujagc tym samym dostep czynnikow transkrypcyjnych do DNA. W utrzymaniu
pluripotencji 1 samoodnowy komoérek macierzystych istotng role odgrywaja takie
kompleksy remodelujace, jak: Swi/Snf, Mi2/Nurd, Chd, Tip600-p400 oraz Iswi. System
regulacji ekspresji gendéw poprzez modyfikacje histonow jest bardzo ztozony. Opiera si¢
on na wielu réznorodnych kompleksach biatkowych katalizujacych przytaczenie lub
usuwanie danej grupy funkcyjnej (np. metylowej, acetylowej, fosforylowej, etc.) oraz na
czynnikach, ktoére ja rozpoznaja, by zrealizowaé konkretny program regulatorowy.
Acetylacja lizyn histonowych neutralizuje ich pozytywny tadunek prowadzac do
rozluznienia interakcji miedzy chromatyna a DNA i1 do dekondensacji chromatyny.
Natomiast grupy metylowe przytaczone do lizyn histonéw funkcjonuja jako domeny
dokujace dla bialek efektorowych: czynnikéw transkrypcyjnych, represorow lub biatek
remodelujacych chromatyng. Komorki pluripotentne ro6znig sie¢ od komorek
zrdznicowanych zwigkszong zawartoScia modyfikacji aktywnych, zmniejszong —
nieaktywnych oraz obecno$cia domen biwalentnych. Chromatyna biwalentna
charakteryzuje si¢ obecnoscig zar6wno H3K4me3 (znacznik chromatyny aktywnej), jak
I H3K27me3 (znacznik chromatyny nieaktywnej) i obejmuje rejony genow tkankowo —
specyficznych. Geny wyznakowane w ten sposob s3a hipometylowane i nie ulegaja
ekspresji. Badania nad poszczegdlnymi podjednostkami komplekséw modyfikujacych
histony wykazaty, ze wiele z nich ma istotny wptyw na zachowanie pluripotencji i/lub
samoodnowy komorek macierzystych [64, 65]. Do aktywnych modyfikacji histonéw
zalicza si¢ miedzy innymi acetylacje lizyn histonow H4 i H3, a takze tri- i dimetylacje
lizyn histonu 3: H3K4me3/2, H3K36me3/2 oraz H3K79me3/2. Acetylotransferaza
histonowa Mof przyczynia si¢ do utrzymania pluripotencji i samoodnowy komorek
macierzystych, migdzy innymi poprzez regulacj¢ ekspresji genu Nanog. Ponadto, Mof
oddziatuje z biatkiem tgcznikowym Wdr5, ktore wchodzi w sktad kompleksow biatkowych
grupy Trithorax odpowiedzialnych za metylacjc H3K4 [62]. Wiele biatek z grupy

Trithorax zaangazowanych jest w podtrzymanie macierzystosci komodrek embrionalnych
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(np. Kdmla, Kdm5b, Wdr5). Modyfikacja H3K27me3 katalizowana jest przez biatka
grupy Polycomb [65]. H3K27me3 oraz H3K9me3 wchodza w sktad domen chromatyny
nieaktywnej. Modyfikacja H3K9me3 rozpoznawana jest jako sygnal formowania
heterochromatyny oraz rekrutacji metylotransferaz DNA. Wystepuje czgsciej
w komorkach zréznicowanych, w ktorych indukuje wyciszenie genoéw pluripotencji —
Oct3/4 i Nanog [64]. W komoérkach macierzystych H3K9me3 bierze udziat w wyciszaniu
gendw odpowiedzialnych za rozwoj trofektodermy, [65, 66]. Jedng z najlepiej
scharakteryzowanych modyfikacji DNA jest metylacja cytozyny w pozycji 5 (5mC).
Katalizowana jest de novo przez metylotransferazy Dnmt3a i Dnmt3b i utrzymywana
podczas replikacji komorki przez Dnmtl. Aktywno$¢ metylotransferaz DNA jest

nieodzowna podczas rozwoju zarodkowego i roznicowania komoérek [65].

1.7. Czynniki transkrypcyjne z domena KRAB
Biatka regulatorowe KRAB-ZFP (ang. Kriippel-Associated Box Zinc Finger
Proteins, KRAB-ZFP) odgrywaja znaczacg role epigenetycznej regulacji transkrypcji.
Posiadajg one w swojej strukturze motyw palca cynkowego C,-H; (ang. Zinc Finger, ZF),
odpowiedzialny za wigzanie DNA oraz domen¢ KRAB (ang. Kriippel-Associated Box)
posredniczaca w regulacji ekspresji poprzez rekrutacje innych korepresoréw w miejscu

wigzania z DNA [67, 68].
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Ryc. 2 Struktura domeny palca cynkowego typu C2-H2 oraz domena KRAB.
Zrédio: Protein Data Bank in Europe, http://www.ebi.ac.uk

Domena KRAB (ang. Kriippel-Associated Box) sktada si¢ z okoto 45-75 reszt
aminokwasowych i zwykle zlokalizowana jest na N-koncu biatka. Przewiduje sie, ze
posiada zdolno§¢ do interakcji bialko-biatko za posrednictwem dwoéch amfipatycznych
helis (Ryc. 2). Jest jednym z najsilniejszych represoréw transkrypcji w ludzkim genomie

[69]. Epigenetyczny mechanizm represji przez domen¢ KRAB polega na kondensacji
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chromatyny w S$ci$le okreslonym regionie w wyniku rekrutacji szeregu biatek
pomocniczych i regulatorowych, co prowadzi do utworzenia nieaktywnej transkrypcyjnie
heterochromatyny [70].

Motyw palca cynkowego C,-H; jest niewielkim motywem strukturalnym, w ktérym
jon cynkowy otoczony jest przez dwie reszty cysteinowe [-kartki i dwie reszty
histydynowe a-helisy. Ten typ palcow cynkowych posiada wysoce konserwatywnag
strukture. Konsensusowa sekwencja aminokwasowa pojedynczej domeny zbudowana jest
z okoto 30 reszt aminokwasowych: Cys-X2-4-Cys-X3-Phe-X5-Leu-X2-His-X3-His,
tworzacych strukturg¢ typu PPa stabilizowana przez jon cynku. Na C-koncu domeny
zlokalizowana jest a-helisa, B-kartka na N-koncu [71, 72].

Ekspresja KRAB-ZFP ograniczona jest do genomu czworonoznych krggowcow
(tetrapodoéw). Z okoto 400 gendéw, w wyniku obrobki posttranskrypcyjnej powstaje blisko
750 biatek, co stanowi najwigksza rodzing czynnikdéw transkrypcyjnych z domeng palca
cynkowego C,-H, [70, 73]. Wykazano udzial bialek KRAB-ZFP w szeregu proceséw
komorkowych takich jak regulacja transkrypcji w rozwoju embrionalnym, proces
réznicowania komorek macierzystych, proliferacji, apoptoza, transformacja nowotworowa

i regulacja cyklu komoérkowego [67, 73].

1.8. Bialko TRIM28 i jego rola w regulacji procesu transkrypcji

1.8.1. Budowa bialka TRIM28

Biatko TRIM28 (ang. Tripartite Motif-Containing Protein 28) uczestniczy
w epigenetycznej regulacji transkrypcji na drodze interakcji z czynnikami regulatorowymi
KRAB-ZFP (ang. Kriippel-Associated Box Zinc Finger Proteins, KRAB-ZFP). Gen
TRIM28 w genomie cztowieka jest zlokalizowany na ramieniu dlugim chromosomu 19
(19q13.4) i koduje wielodomenowe biatko o masie 89 kDa [74, 75]

TRIM2S jest biatkiem wielodomenowym. Na N-koncu tancucha polipeptydowego
posiada specyficzng strukturg, tzw. ,,motyw trzyczesciowy” (ang. Tripartite Motif),
odpowiedzialny za interakcje bialko-biatko oraz umozliwiajagcym trimeryzacje biatka
TRIM28 [76-78].Motyw ten, znany réwniez jako domena RBCC (ang. RING-B-box-Coiled
coil), utworzony jest z kilku elementow: domeny RING (ang. Really Interesting New
Gene), dwoch palcow cynkowych o strukturze B-box (Bl i B2) oraz motywu skreconej
helisy (ang. Coiled Coil). Domena RBCC odpowiada za mozliwo$¢ wigzania do domeny

KRAB czynnikow transkrypcyjnych z domeng palca cynkowego KRAB-ZFP.
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W s$rodkowej czesci tancucha biatkowego zlokalizowana jest sekwencja TSS (ang.
TIF1 Signature Sequence), specyficzna dla rodziny bialek TIF1. Zbudowana jest z okoto
25 aminokwasow, wsrod ktorych wigkszo$¢ stanowig aminokwasy zawierajgce grupe
aromatyczng, m.in. tryptofan i fenyloalanina. Bialko TRIM28 posiada takze domeng
HP1BD (ang. HP1-binding domain) obejmujaca pentapeptyd PxVxL, bedaca miejscem
interakcji z biatkami HP1 (ang. heterochromatin protein 1) [76, 77].

Na karboksylowym koncu biatka TRIM28 znajduja si¢: domena PHD (ang. Plant
Homeodomain) oraz BROMO (ang. Bromodomain). Domeny te odpowiedzialne sg za
interakcje z modyfikatorami chromatyny: biatkiem Mi-200 (CDH3), jednym z biatek
wchodzacych w sktad kompleksu NuRD (ang. Nucleosome Remodeling Complex), oraz
metylotransferaza histonu 3, SETDBI1 (ang. SET domain, bifurcated 1)[78] (Ryc.3).

EshKAP1”[F1ﬂnRIM233?E 40 493 628 BO1 &35
755 HP1Eox

Ryc. 3 Schemat struktury pierwszorze¢dowej biatka TRIM28
Zrodlo: Opracowane na podstawie referencji [76]

1.8.2. Regulacja transkrypcji przez TRIM28

Biatko TRIM28 poprzez domen¢ RBCC ulega trimeryzacji oraz wigzaniu do
domeny KRAB czynnikow transkrypcyjnych KRAB-ZFP. Domena PHD, posiadajaca
aktywno$¢ ligazy E3 warunkuje sumoilacje domeny BROMO. Nastgpstwem tego jest
wigzanie jednostki Mi-2a kompleksu NuRD oraz enzymu SETDBI, jest niezbednych do
represji genow docelowych. Rekrutacja kompleksu NuRD do chromatyny prowadzi do
deacetylacji histonéw przez deacetylazy histondéw HDAC. Aktywno$¢ enzymu SETDBI1
prowadzi do potrdjnej metylacji lizyny w pozycji 9 histonu 3 (H3K9me3). Dodatkowo
rekrutacja bialek HP1 stabilizuje powstawanie heterochromatyny, co prowadzi do
zahamowania aktywnosci transkrypcyjnej genéw kodowanych w danym regionie
chromatyny [77, 78] (Ryc. 4).

Modyfikacje stanu chromatyny przez TRIM28 i rekrutowane przez niego biatka,
podlega regulacji w sposob zalezny od jego fosforylacji. Wykazano, ze fosforylacja seryny
473 (S473) oraz tyrozyn 449, 458 i 517 prowadzi do rozluznienia struktury chromatyny, na
skutek zaburzenia wigzania TRIM28 i biatka HP1 [79, 80]. Dodanie reszty fosforanowej
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do seryny 824 (S824) prowadzi do obnizenia stopnia SUMOilacji biatka KAP1, prowadzac
do ostabienia interakcji z biatkami kompleksu NuRD czy metylotransferazg SETDB1 [81].

1.8.3. Rola bialka TRIM28 w utrzymywaniu stanu pluripotencji

Biatko TRIM28 reguluje ekspresj¢ gendéw odpowiedzialnych za podtrzymanie
procesu samoodnowy w mysich komorkach embrionalnych mES, w sposéb zalezny od
fosforylacji. Wykazano, ze ufosforylowane w pozycji seryny 824 (S824) biatko TRIM28
tworzy kompleks z czynnikiem transkrypcyjnym Oct3/4 oraz czynnikami remodelujacymi
chromatyne, prowadzac do indukcji ekspresji genéw zaleznych takich jak Nanog czy Sox2
[81]. Biatko TRIM28, wraz z kompleksem PRC1 (ang. Polycomb Repressive Complexes 1)
jest odpowiedzialne za represj¢ gendéw tkankowo-specyficznych w embrionalnych
komorkach macierzystych. Wyciszenie jego ekspresji w mysich komodrkach embrionalnych
skutkuje natychmiastowym zroznicowaniem komorek i utratg fenotypu macierzystego, co
wigze si¢ z obnizeniem ekspresji gendw zwigzanych ze stanem pluripotencji [82]. Knock-
out biatka TRIM28 w mysich zarodkach jest letalny na wczesnym etapie rozwoju
embrionalnego, co sugeruje jego istotng role w podtrzymaniu i regulacji stanu pluripotencji

komorek macierzystych [83, 84].
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miejsce wigzania do DNA metylacja H3K9  deacetylacja histonéw

Ryc. 4 Rola biatka KAP1 w procesie negatywnej regulacji transkrypcji
Zrodio.: Opracowane na podstawie referencji [85]
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2. CEL PRACY

Gléwnym celem niniejszej rozprawy byla analiza roli biatka TRIM28 w procesie
samoodnowy ludzkich indukowanych komorek pluripotentnych.

Cele szczegdtowe obejmowaty:

1. Opracowanie innowacyjnego systemu reprogramowania ludzkich pierwotnych
fibroblastow, z wykorzystaniem regulowanej ekspresji transgenu.
1.1 Ocena fenotypowa otrzymanych komorek iPS.

1.2 Ocena funkcjonalna otrzymanych komorek iPS.

2. Analiza roli bialka TRIM28 w procesie samoodnowy ludzkich komoérek iPS.
2.1 Ocena wplywu wyciszenia TRIM28 na ekspresj¢ zewnatrzkomérkowych
1 wewnatrzkomorkowych markerdéw pluripotencji.
2.2 Ocena wpltywu wyciszenia TRIM28 na ekspresj¢ markerow rdéznicowania

komorkowego.
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3. MATERIALY I METODY

3.1 Komercyjne linie komorkowe
Linia Hek293T
Linia komorkowa Hek293T (ATCC® CRL-3216™) to linia komorek
pochodzacych z nerki ptodu ludzkiego (ang. human embryonic kidney). Komoérki Hek293T
hodowano na ptytkach o $rednicy 100 mm w warunkach hodowlanych: 37°C, 5% COg,
100% wilgotnosci, 21% O,, w inkubatorze ThermoScientific Heracell CO,. Komorki

Hek293T pehnity funkcje linii pakujacej wektorow lentiwirusowych.

Linia mysich embrionalnych fibroblastow (MEF)

Linia komorkowa pierwotnych mysich embrionalnych fibroblastow, stuzacych jako
komoérki odzywcze w hodowli komodrk macierzystych zostata zakupiona w firmie
MercMillipore (MerckMillipore, nr katalogowy:PMEF-CF). Linia ta pochodzi z 13
dniowych embrionéw myszy szczepu C1. Aby wykorzysta¢ komorki MEF jako komorki
odzywcze ich podzialy komorkowe zahamowano Mitomycyng C na pasazu trzecim.
Komorki tej linii wysiewano na naczynia hodowlane optaszczone roztworem Matrigelu
(BD Bioscience, Growth Factor Reduced Matrigel™ Matrix), w rozcienczeniu 1:50,
w czyste] pozywce EmbryoMax® DMEM/F12 (MerckMillipore) 1 hodowano
w standardowych warunkach w inkubatorze ThermoScientific Heracell CO,.

Linia hES BGO1V

Lini¢ ludzkich embrionalnych komoérek macierzystych hES BGO1V pozyskano
z ATCC (ATCC® SCRC-2002™). BGO1V to linia ludzkich embrionalnych komorek
macierzystych z nieprawidtowym kariotypem 49, XXY, +12, +17, pochodzacych
z wewngtrznej masy komorkowej blastocysty. Komodrki utrzymywano w hodowli
w warunkach hipoksji: 5% O,, 5% CO,, 100% nasycenia parg wodng oraz w temperaturze
37°C, w medium hodowlanym opartym na pozywce DMEM:F12 suplementowanej 20%
KSR (Gibco), 10 ng/ml BFGF (Gibco), 1% aminokwasami (MercMillipore), 0.1 mM
B-merkaptoetanolem (MercMillipore) oraz 50 U/ml penicyliny and 50 pug/ml
streptomycyny (Sigma Aldrich). Linia komorkowa hES BGOI1V pehita funkcje

fenotypowej kontroli pozytywnej w przeprowadzonych badaniach.
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3.2 Hodowla komérkowa

Wykorzystane w doswiadczeniach linie komodrkowe utrzymywane byty
w warunkach standardowych: w temperaturze 37°C, w atmosferze wzbogaconej 5% CO,
I wilgotnosci okoto 100% w warunkach normoksji (21% O,) w inkubatorze
ThermoScientific Heracell CO, oraz w warunkach hipoksji (5% O;) w inkubatorze Binder
CB210 CO; (Binder). Podstawowe medium hodowlane stanowita pozywka DMEM (ang.
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) z dodatkiem 10% plodowej surowicy bydlecej FBS
(ang. fetal bovine serum) i antybiotykow — penicyliny o stezeniu koncowym 100 U/ml
i streptomycyny o stezeniu koncowym 100 pg/ml (wszystkie odczynniki: SigmaAldrich).

Komorki pasazowano po osiggnigciu okoto 90% konfluencji poprzez odtrawienie
1% roztworem trypsyny (SigmaAldrich) po uprzednim zebraniu medium i odptukaniu
pozostatosci pozywki buforem PBS (SigmaAldrich). Komoérki macierzyste pasazowano po

osiggnigciu okoto 80% konfluencji, 1% roztworem kolagenazy IV (Gibco).

3.2.1 Ustalenie linii pierwotnych ludzkich fibroblastow

Pierwotne ludzkie fibroblasty (ang. Primary Human Dermal Fibroblasts, PHDF)
izolowano ze skory od chorych po zabiegu mastektomii przeprowadzonym
w Wielkopolskim Centrum Onkologii w Poznaniu. Kazdorazowo uzyskano $wiadomg
zgode na wykorzystanie materiatu biologicznego do badan naukowych.. Fragment skory
rozdrobniono przy uzyciu skalpela 1 przeniesiono do 1 ml medium do izolacji (DMEM,
3 mg/ml kolagenazy IV, 1% penicyliny/streptomycyny) i inkubowano przez noc
w temperaturze 37°C. Po inkubacji enzym inaktywowano poprzez dodanie 9 ml
kompletnej pozywki hodowlanej (DMEM, 20% FBS, 1% penicyliny / streptomycyny)
i przeniesiono na ptytki @100 mm. Ptytki inkubowano w standardowych warunkach
hodowlanych (37°C, 5% CO;) przez 72 godziny. Po inkubacji komodrki przemyto
roztworem PBS w celu usunigcia resztek tkanki i hodowano w standardowych warunkach,
w pozywce z dodatkiem 20% FBS do osiggniecia okoto 90% konfluencji. Po pierwszym
pasazu komorki hodowano w pozywce suplementowanej 10% FBS 1 1% roztworu
penicyliny/streptomycyny. WSszystkie odczynniki wykorzystane w izolacji i hodowli
pierwotnych fibroblastow pochodzity z firmy SigmaAldrich. Przeprowadzono izolacje
i mrozenie 30 linii fibroblastow, 0znaczonych numerami 1-29 oraz X. Powyzszy protokot
jest rutynowo wykorzystywany w analizach prowadzonych w Zaktadzie Immunologii

Nowotworow
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3.3 Metody wykorzystane w trakcie generacji i analizy ludzkich
indukowanych komérek pluripotentnych

3.3.1 Przygotowanie wektorow lentiwirusowych
W celu przeprowadzenia procesu reprogramowania ludzkich pierwotnych
fibroblastow PHDF w kierunku komorek iPS, przygotowano wektor lentiwirusowy
Stemcca-tetO, umozliwiajacy stalg ekspresje czynnikow reprogramujacych Oct3/4, Klf4,
Sox2 i cMyc. W celu epigenetycznego wyciszenia ekspresji tych czynnikow po
zakonczonym procesie reprogramowania, przygotowano wektor lentiwirusowy LVE-HK,

kodujacy element tTRKRAB.

3.3.2 Plazmidy wykorzystywane do produkcji wektorow lentiwirusowych

pLVE-HK
Wektor pLVE-HK jest wektorem wykorzystanym do epigenetycznej regulacji

ekspresji transgenu z wektora Stemcca-tetO. Koduje element tTRKRAB oraz gen
opornosci na hygromycyn¢ pod promotorem EFla, potaczone sekwencja 2A, ulegajaca
samoistnemu cigciu (Ryc. 5). W celu uzyskania obnizonego poziomu ekspresji
chimerycznego tTRKRAB, element WPRE wycigto z pLVE-HK plazmidu przy uzyciu

enzymow SnaBl / Smal.

gptﬁ TsA

sv40 g

ORI EF1-alfa
- pLVE-HK tetO/-WPRE —

11455bp

—_
¢PPT
AmpR —
Hygro

e

tTRKRAB
tetO LTR

Ryc. 5 Mapa wektora plazmidowego pLVE-HK
Zrodto: Vector NTI Advance® (Invitrogen)

psPAX2
Wektor psPAX2 jest plazmidem pakujacym kodujagcym gen polimerazy (pol) oraz
gen wirusowych biatek rdzenia (gag). Jako plazmid pakujacy drugiej generacji, zostat

pozbawiony wirusowych genéw regulatorowych: vpr, vif, vpu, nef (Ryc. 6).
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Ryc. 6 Mapa wektora plazmidowego psPAX2
Zrodto: Vector NTI Advance® (Invitrogen)

pMD2.G
Wektor pMD2.G jest plazmidem kodujacym geny otoczki lentiwirusa (Ryc. 7).

\i”"x
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VEV-G

h e-Globin pA

Ryc. 7 Mapa wektora plazmidowego pMD2.G
Zrodto: Vector NTI Advance® (Invitrogen)

PHAGE2-hSTEMCCA-EFla-loxp

Wektor plazmidowy pHAGE2-hSTEMCCA-EFlo-loxP  uzyskano dzigki
uprzejmosci profesora Gustavo Mostoslavsky’ego z Wydzialu Medycyny Uniwersytetu
w Bostonie (Boston University School of Medicine, Boston, USA). Plazmid pHAGE2-
hSTEMCCA-EFlo-loxP zawiera cDNA kodujacy cztery czynniki transkrypcyjne: Oct3/4,
Sox2, KIf4 i c-Myc, pod kontrola promotora ludzkiego EF-la. Wektor ten zostat
wykorzystany jako szkielet w konstrukcji wektora pStemcca-tetO (Ryc. 8).
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Ryc. 8 Mapa wektora plazmidowego pHAGE2-hSTEMCCA-EF1a-loxP
Zrodto: Vector NTI Advance® (Invitrogen)

PLVPT-rtTRKRAB-2SM?2
Plazmid pLVPT-tTRKRAB-2SM2 wykorzystano jako zrodto sekwencji WPRE
i tetO w trakcie klonowania wektora pStemcca-tetO (Ryc. 9).

cPPT

AmpR T pek
) pLVPT-rtTRKRAB-25M2 -
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‘i/GFP
LTR

_%)\
tetQ @ EMCV IRES
LTRJ%

ntTRKRAB-2SM2
WPRE nls
KRAB domain

Ryc. 9 Mapa wektora plazmidowego pLVPT-rtTRKRAB-2SM2
Zrodto: Vector NTI Advance® (Invitrogen)

pStemcca-tetO
Wektor plazmidowy pStemcca-tetO skonstruowano w celu produkcji wektora

lentiwirusowego, umozliwiajacego reprogramowanie komorek somatycznych w kierunku
komorek iPS. Wektor ten zawiera 4 czynniki transkrypcyjne: Oct3/4, KIf4, Sox2 i c-Myc,
pod kontrolg konstytutywnego promotora ludzkiego EF-1a, ulegajacy ekspres;ji jako jeden
multicistronowy transkrypt. Czynniki transkrypcyjne Oct3/4 i KIf4 rozdzielone s3

sekwencjg F2A, natomiast Sox2 i c-Myc sekwencjg E2A, ktore ulegajg samoistnemu
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przecigciu. Cistrony Oct3/4/KIf4 i Sox2/c-Myc taczy sekwencja IRES, ktora jest

wewnetrznym miejscem wigzania rybosomu w trakcie translacji.

3.3.2.1 Konstrukcja wektora pStemcca-tetO

Wektor plazmidowy pStemcca-tetO przygotowano przez wklonowanie operatora
tet (tetO) do wektora pHAGE2-hSTEMCCA-lIoxP. Wyjsciowy plazmid pHAGE2-
hSTEMCCA-loxP poddano trawieniu restrykcyjnemu enzymami BsaBl i Sspl, w celu
przygotowania wektora do klonowania wstawki. Wstawka zawierajacy fragment tetO
i sekwencje wzmacniajaca WPRE przygotowano przez trawienie wektora pLVPT-
rTRKRAB-2SM2 enzymami restrykcyjnymi Nrul i Sspl. Wstawke wklonowano do
wektora pHAGE2-hSTEMCCA-loxP. Tak przygotowanym wektorem pStemcca-tetO
transformowano kompetentne komorki E. coli szczepu DH5a (SigmaAldrich), w celu
namnazania plazmidu. Szczegétowy opis metody oraz otrzymanych wynikow zostat ujety

w pracy magisterskiej mgr Krzysztofa Wroblewskiego pt.:, realizowanej w ramach

programu WELCOME 2010-3/3.

3.3.2.2 Przygotowanie wektorow plazmidowych do produkcji wektorow
lentiwirusowych

Plazmidy do produkcji wektorow lentiwirusowych namnozono w skali maxi, w 300 ml
ptynnej pozywki Luria Broth (LB) suplementowanej 50 ng/ml ampicyliny, przez noc,
w temperaturze 37°C, z wytrzgsaniem. Plazmidowe DNA wyizolowano komercyjym
zestawem odczynnikow JetStar 2.0 Plasmid Purification Kit (Genomed GmbH, Niemcy)
wedlug zalecen producenta. Metoda izolacji oparta jest w poczatkowym etapie na lizie
alkalicznej. Komorki poddawane sa lizie w buforze zasadowym, nastepnie zawiesina jest
neutralizowana i1 przenoszona na kolumny grawitacyjne ze zloZzem anionowymiennym,
ktore wigze plazmidowe DNA. W trakcie plukania ztoza pozostalosci RNA 1 inne
zanieczyszczenia sg wyplukiwane. Nastepnie oczyszczone DNA jest eluowane ze zloza
I wytracane 100% izopropanolem. Po rozpuszczeniu straconego plazmidowego DNA w
sterylnej wodzie, dokonano pomiaru st¢zenia przy uzyciu aparatu NanoDrop2000 (Thermo
Scientific), przy dlugosci fali 260 nm. Powyzszy protokoét jest rutynowo wykorzystywany

w analizach prowadzonych w Zaktadzie Immunologii Nowotworow

3.3.2.3 Produkcja wektorow lentiwirusowych
Wektory lentiwirusowe wyprodukowano przez przejSciowg transfekcje komorek

Hek293T przy uzyciu systemu pakujacego drugiej generacji. 20 pg  plazmidu
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transferowego (z kasetg ekspresyjng wektora lentiwirusowego pStemcca-tetO lub pLVE-
HK), 15 pg plazmidu pakujacego psPAX2 i 6 pg plazmidu kodujacego biatka otoczki
wirusow pMD2.G wymieszano z 50 ul 2,5 M CaCl, (SigmaAldrich) i H,O (do 500 pnl
objetosci). Nastepnie mieszaning podawano kroplami do 500 pl buforu 2x HBS
(SigmaAldrich), jednoczesnie napowietrzajac przy uzyciu pipety Pasteura. Mieszaning
transfekcyjna w objetosci 1 ml inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej
i nakropiono na 2,5 mln komorek Hek293T, wysianych na ptytki 100 mm w kompletnej
pozywce hodowlanej (DMEM, 10% FBS, 1% penicyliny/streptomycyny). Komorki
inkubowano przez 6 godzin w standardowych warunkach hodowlanych. Po inkubacji
wymieniono pozywke na 6 ml $wiezej, standardowej pozywki hodowlanej. Supernatant
znad komorek, zawierajacy czasteczki wirusa, zebrano 48 godzin po transfekcji. Wektory
lentiwirusowe zaggszczono poprzez ultrawirowanie z predkoscia 26000 obrotow/minutg
przez 1,5 godziny w temperaturze 4°C na warstwie 20% roztworu sacharozy. Warstwa
sacharozy umozliwita oczyszczenie zageszczanych wektorow  lentiwirusowych.
Supernatant zlano a osad zawieszono w buforze PBS z 2% BSA (SigmaAldrich)
I zamrozono w -80°C. Powyzszy protokot jest rutynowo wykorzystywany w analizach

prowadzonych w Zaktadzie Immunologii Nowotworow

3.3.2.4 Oznaczanie miana wektoréw lentiwirusowych
Miano otrzymanego wektora zostato obliczone w oparciu o analiz¢ aktywnos$ci
wirusowej odwrotnej transkryptazy (RT-Assay) w reakcji odwrotnej transkrypcji in vitro,
wykorzystujacej jako matryce krotki fragment poliadeninowy. Szczegdlowy protokot
opisano w publikacji Sears et al. [86]. Srednie miano otrzymanych wektorow

lentiwirusowych osiagato $rednio 1x10® jednostek infekcyjnych/ml.

3.3.3 Reprogramowanie komorek fibroblastow w kierunku komorek iPS

10 tysiecy komorek PHDF na wczesnym pasazu (2-3) wysiano na dotek ptytki 6-
dotkowej w kompletnym medium hodowlanym. Po 24 godzinach na komorki zostal
podany wektor lentiwirusowy Stemcca-tetO, w stezeniu 50 jednostek infekcyjnych/ml
(ang. Multiplicity of Infection, MOI). Transdukcj¢ prowadzono w 1ml pozywki
hodowlanej, w obecnosci 5 ug/ml polibrenu (SigmaAldrich), przez noc, w standardowych
warunkach hodowlanych. Po inkubacji komoérki przemyto roztworem PBS i1 powtorzono
transdukcje wedlug schematu z dnia poprzedniego. Nastgpnego dnia komodrki przemyto

trzy razy roztworem PBS i hodowano w 3 ml kompletnej pozywki hodowlanej przez szes¢
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dni, az do osiggni¢cia okoto 90% konfluencji. W tym czasie przygotowano ptytki
6-dotkowe optaszczone roztworem Matrigel w stezeniu 1:50 (Matrigel: DMEM F-12) oraz
inaktywowanymi komoérkami MEF, w konfluencji okoto 50%. 7 dnia po transdukcji
wektorem reprogramujacym, komoérki PHDF zostaty przesiane na przygotowane uprzednio
ptytki 6-dotkowe, w liczbie okoto 20-30 tysiecy na ptytke. Komorki hodowano w pozywce
do komorek IPS (DMEM F-12, 20% Knockout Serum Replacement, 1x NEAA,
1x B-merkaptoetanol, 0,5% penicyliny/streptomycyny i 10 ng/ml FGF) w warunkach
hipoksji (37°C, 5% CO,, 5% 0O;). Pozywke wymieniano co drugi dzien. Morfologi¢
komorek obserwowano codziennie metodami mikroskopowymi. 21 dni po transdukcji,
skupiska komoérek o morfologii zblizonej do komoérek macierzystych zostalty manualnie
przeniesione przy pomocy sterylnej koncowki i pipety P200, na $wiezo przygotowane
dotki ptytek 6-dotkowych oplaszczone roztworem Matrigelu i komorek odzywczych
0 konfluencji 100%. Od tego momentu hodowli pozywke do komorek iPS zmieniano
codziennie. Gdy osiagnety 70% konfluencji komoérki pasazowano. W tym celu usunigto
pozywke, komorki przemyto buforem PBS i podano 1ml/dotek roztworu kolagenazy IV
(0,1% w DMEM F-12) i inkubowano przez 2-5 minut w temperaturze 37°C. Nastepnie
roztwor enzymu usuni¢to, komorki delikatnie przemyto buforem PBS i podano 2 ml
pozywki IPS na dotek. Kolonie komorek iPS zdrapano z powierzchni hodowlanej przy
pomocy sterylnej pipety Pasteura i przeniesiono na nowa ptytk¢ hodowlang. Po okoto
2 pasazach, komorki iPS poddano transdukcji wektorem lentiwirusowym LVE-HK,
w stezeniu 10 jednostek infekcyjnych/ml w celu wyciszenia ekspresji egzogennych
czynnikow reprogramujacych. Komorki transdukowano w zawiesinie, w obecnos$ci
5 pg/ml polibrenu przez 1 godzing w temperaturze 37°C, a nastgpnie wysiano na ptytki
pokryte roztworem Matrigelu i1 inaktywowanych komoérek MEF. Po 5 dniach komorki
poddano selekcji w pozywce IPS z dodatkiem 10 pg/ml hygromycyny B przez kolejne
5 dni. Reprezentatywne linie (po 2 od 4 dawcow fibroblastow) zostalty poddane
charakterystyce molekularnej, fenotypowej i funkcjonalnej.

3.3.4 Analiza kariotypu komérek iPS
Analiza kariotypu otrzymanych linii iPS zostaly wykonane w Pracowni
Cytogenetyki Centrum Onkologii im. Marii Sktodowskiej — Curie w Warszawie. Komorki
IPS inkubowano w roztworze kolchicyny, w celu zatrzymania podziatéow komorkowych na
etapie metafazy. Nastepnie komoérki inkubowano w roztworze hipotonicznym,

umozliwiajagcym specznienie komorek i utrwalono w mieszaninie metanolu, i kwasu
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octowego (3:1). Chromosomy metafazalne wytrawiono czg¢éciowo trypsyna, w celu
usuni¢cia biatek histonowych i zabarwiono odczynnikiem Giemsa, w celu uzyskania
wzoru prazkéw G. Tak uzyskane preparaty poddano analizie mikroskopowej. Z kazdej

analizowanej linii oceniono minimum 20 metafaz, pod katem liczby i morfologii

chromosomow.

3.3.5 Barwienia immunofluorescencyjne

Tab. 1 Przeciwciala pierwszo- i drugorzedowe wykorzystywane w analizach opartych na
barwieniach immunofluorescencyjnych

MARKERY PLURIPOTENCJI

Nazwa Gospodarz | Stezenie Producent kal':IauIcr)gi):Ny
OCT3/4 krolik 1:100 MerckMillipore AB3209
NANOG krolik 1:100 Cell Signalling #4903
TRA 1-60 mysz 1:100 MerckMillipore MAB4360
TRA 1-81 mysz 1:100 ThermoScientific MA1-16910
SSEA4 mysz 1:100 MerckMillipore CS204438
MARKERY KOMOREK ZROZNICOWANNYCH
Nazwa Gospodarz | Stezenie Producent kal':IaL:cr:gZ:Ny
SSEAL1 mysz 1:100 R&D MAB2155
a-Smooth Muscle Actin mysz 1:100 MerckMillipore MAB1522
FOXA2 krolik 1:100 MerckMillipore AB4125
PAX6 krolik 1:1000 Abcam ab5790
INNE
TRIM28 mysz 1:1000 CellSignalling #5868
H3K9me3 mysz 1:1000 CellSignalling #5327
PRZECIWCIALA 1I-GO RZEDOWE
Nazwa Gospodarz | Stezenie Producent kal:lal:cr)r(j:;z:/vy
Amy'mAﬁ;easéag'r”fggv anez osiot 1:500 Immia;::‘ec;zamh 715-546-150
Anty'mAﬁz;easéﬁz'rug;fane z osiot 1:500 Immta;:rseosr;amh 715-546-151
Anty-krdlicze skoniugowane osiol 1500 Jackson 711.546.152
z Alexa Fluor r 488 Immunoresearch
Anty-krolicze skoniugowane osiol 1500 Jackson 711.586.152
z Alexa Fluor 594 Immunoresearch
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W celu wykonania barwien immunofluorescencyjnych komorki przemyto buforem
PBS a nastepnie utrwalane przy uzyciu 100% metanolu przez 20 minut w temperaturze -
20°C (dla markerow wewnatrzkomorkowych) lub 4% roztworem formaliny, przez
20 minut, w temperaturze pokojowej (dla markerow zewnatrzkomorkowych). Po
utrwaleniu komorki przemyto 3-krotnie buforem PBS i inkubowano przez 1 godzing
w buforze PBS z 1% BSA w temperaturze pokojowej, w celu zablokowania mozliwosci
niespecyficznego wigzania przeciwciat. Po inkubacji powtérzono ptukanie buforem PBS
1 inkubowano komorki przez noc w 4°C w roztworze przeciwciata I-rzedowego w PBS
z 1% BSA. Po inkubacji powtdrzono 3-krotne ptukanie buforem PBS i inkubowano
komorki przez 1 godzing w 37°C w roztworze odpowiedniego przeciwciala II-rzgdowego
sprzgzonego z barwnikiem fluorescencyjnym w PBS z 1% BSA. Nastepnie komorki
przeptukano 3-krotnie buforem PBS. W celu wybarwienia jader komorkowych, komorki
inkubowano przez 5 minut w ciemnosci w 0,00001% roztworze DAPI w H;O
(SigmaAldrich). Po odptukaniu roztworu DAPI wynik barwien oceniano pod mikroskopem
fluorescencyjnym (Leica). Przeciwciata wykorzystane w analizie immunofluorescencyjnej
przedstawiono w tabeli (Tab.l). Powyzszy protokot jest rutynowo wykorzystywany

w analizach prowadzonych w Zaktadzie Immunologii Nowotworow

3.3.6 Izolacja RNA komorkowego

Izolacje catkowitego RNA komorkowego przeprowadzono przy uzyciu odczynnika
TRI Reagent (SigmaAldrich), wedtug protokotu producenta. Izolacja catkowitego RNA
opiera si¢ na zmodyfikowanej metodzie Chomczynskiego i Sacchi [87]. Analizowane
komorki poddano lizie 1 ml odczynnika TRI Reagent. Nastgpnie dodano 200 pl
chloroformu. Proby intensywnie mieszano i1 inkubowano 10 minut do rozdzielenia faz. Po
inkubacji préby wirowano 15 minut, 4°C, 12000xg. Do dalszej izolacji faz¢ wodna
zawierajagca RNA przeniesiono do nowych probowek. RNA wytracono poprzez dodanie
izopropanolu wedlug proporcji  1:1+50 pl. Proby wymieszano i inkubowano
w temperaturze 4°C przez godzing. Wytracone RNA wirowano przez 15 minut
w temperaturze 4°C przy 12000 obrotow/minute. Supernatant usunieto a osad przemyto
1 ml zimnego 75% etanolu i wirowano w temperaturze 4°C przez 10 minut przy predkosci
7000 obrotow/minute. Osad RNA wysuszono a nastepnie rozpuszczono W odpowiedniej
objetosci HoOpgpc 1 dokonano pomiaru jego stezenia na spektrofotometrze NanoDrop2000
(Thermo Scientific), przy diugosci fali 260 nm. Powyzszy protokot jest rutynowo

wykorzystywany w analizach prowadzonych w Zaktadzie Immunologii Nowotworow
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3.3.7 Analiza jakoS$ci calkowitego RNA komdrkowego.

Analize¢ jakosci wyizolowanego RNA przeprowadzono za pomocg aparatu
BioAnalyzer 2100 (Agilent Technologies, Inc.) oraz zestawu Agilent RNA 6000 Nano Kit
(Agilent Technologies, Inc.) zgodnie z zaleceniami producenta. Metoda wykorzystuje
rozdziat elektroforetyczny RNA na mikrochipie, w trakcie ktorego nastepuje detekcja
fluorescencji wzbudzonej laserowo. Oprogramowanie umozliwia obserwacj¢ proby RNA
w postaci elektroforegramu oraz standardowego obrazu rozdzialu elektroforetycznego na
zelu. Jako$¢ wyizolowanego RNA oceniono za pomocg parametru RIN (ang. RNA
Integrity Number), ktory klasyfikuje proby w skali od 1 (RNA zdegradowane) do 10 (brak

degradacji i zanieczyszczen RNA).

3.3.8 Przygotowanie cDNA i analiza RT-PCR

Tab. 2 Sekwencje starterow wykorzystanych w analizie RT-PCR

Wielkos$¢
Gen Starter forward (5°-3°) Starter reverse (5’-3°)
produktu
OCT3/4 | GACAGGGGGAGGGGAGGAG | CTTCCCTCCAACCAGTTGCC |
(POUSF1) | CTAGG CCAAAC P
CAGCCCCGATTCTTCCACCA | CGGAAGATTCCCAGTCGGGT
NANOG | Greec TCACC 391 pz
ZFP42 | CAGATCCTAAACAGCTCGCA | GCGTACGCAAATTAAAGTCC | o
(REX1) | GAAT AGA P
TGCTGCTCACAGGGCCCGAT | TCCTTTCGAGCTCAGTGCAC
DNMTSB | ) 7O A - 242 pz
CCTTGCCCAAAATCCCCTAT | GTATCGCCAATGCCGCCTGA
GABRB3 | srcanace GACCTC 217 pz
GGGCAAGAGGCACCGTCGA | GGGACTCGGTGGGGCTGGT
NODAL | catca AACGTTTC 234 pz
GAPDH | AGCCACATCGCTCAGACAC | GCCCAATACGACCAAATCC 90 pz
Transgen | TGGGAGCCCTCACTTCAC AACGCGAACGTGGAGAAAG 250 pz

Catkowity RNA przepisywano na komplementarny DNA (cDNA) w reakcji
odwrotnej transkrypcji przy pomocy zestawu iScript™ cDNA Synthesis Kit (BioRad),
wedlug protokotu producenta. Reakcja zalezna jest od zmodyfikowanej odwrotnej
transkryptazy wirusa mysiej biataczki Maloneya (MMLV, Maloney Murine Leukemia
Virus). Do reakcji uzyto 1 pg catkowitego RNA komorkowego, ktory wymieszano z 4 pl
5x stgezonego buforu iScriptTM Reaction Mix (BioRad), zawierajagcym zoptymalizowane

stezenie heksametrow oraz oligo(dt) a takze inhibitor RNazy. Do mieszaniny dodano
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nastepnie 1 pl odwrotnej transkryptazy oraz wode do objetosci 20 pl. Proby inkubowano
wedtug nastepujacego profilu temperaturowego:

e 5 minut, 25°C — przytaczanie heksametrow i oligo(dt)

e 30 minut, 42°C — synteza cDNA

e 5 minut, 85°C — inaktywacja odwrotnej transkryptazy
Otrzymane cDNA rozcienczano 10-krotnie. Reakcje PCR przeprowadzono przy uzyciu
zestawu ReadyMix™ Taq PCR Reaction Mix (SigmaAldrich) wedlug zalecen producenta.
Do reakcji wykorzystano 2 ul matrycy cDNA oraz 0,5 puM mieszaning starterow
specyficznych dla analizowanych genoéw. Sekwencje starterow dla analizowanych genow
zwigzanych z pluripotencja komorek, genu referencyjnego GAPDH oraz starterow
wykrywajacych ekspresje zintegrowanego transgenu przedstawiono w tabeli (Tab. 2).
Powyzszy protokét jest rutynowo wykorzystywany w analizach prowadzonych

w Zaktadzie Immunologii Nowotworéw

3.3.9 Globalne sekwencjonowanie transkryptomowe (RNA-seq) i analiza
statystyczna otrzymanych wynikow

Proby RNA z 8 linii ludzkich komorek iPS, linii hES i 4 linii fibroblastow, ktore
spehniaty kryteria jakosci (RIN>9 w 10-cio stopniowej skali) zostaty poddane globalnemu
sekwencjonowaniu transkryptomowemu w Institute for Applied Cancer Science, UT MD
Anderson Cancer Center, Houston, USA. Sekwencjonowanie RNA przeprowadzono
wedlug standardowego protokotu dla platformy Illumina. Do konstrukcji biblioteki
wykorzystano 1 pg mRNA. Analize¢ jakos$ci otrzymanych odczytow przeprowadzono przy
uzyciu pakietow FASTQC i RNA Se-QC. Otrzymane surowe dane (ang. raw counts)
zostaly przyréwnane do genomu referencyjnego Human Genom GRCh37, przy uzyciu
programu Bowtie2. Surowe wartosci ekspresji (ang. raw expression counts)
wygenerowano 2z wykorzytaniem pakietu easyRNA-Seq programu Bioconductor
i annotacji ENSEMBL, a otrzymane wyniki poddano normalizacji. Analiza réznicowa
ekspresji (ang. Differential Expression,) zostala przeprowadzona przy uzyciu pakietu
edgeR programu Bioconductor. Proby majace to samo pochodzenie (linie komorek iPS,
hES versus fibroblasty) zostaly pogrupowane w trakcie analiz statystycznych. Geny,
ktorych krotno$¢ zmiany (ang. fold change) poziomu ekspresji pomi¢dzy dwoma grupami
linii komérkowych wynosita co najmniej 1,3 a wspolczynnik FDR (ang. False Discovery
Rate) byl ponizej 1% (FDR <1%) zostaly uznane za ulegajgce istotnej roznicowej

ekspresji.
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3.3.10 Ilosciowa reakcja RT-PCR w czasie rzeczywistym (RT-gPCR)

Tab. 3 Startery i pasujace sondy UPL wykorzystane w analizie ilosciowego RT-PCR

W czasie rzeczywistym. Pz — pary zasad.

Nazwa Sonda UPL Wielko$¢ amplikonu Sekwencja (5> 2 3°)
| Eeeoene
F: CAGCTGGCTACCGACTCC
TRIM28 #T 74pz R: GCACGGATCAGGGTCAGA
F: TTCGCAAGCCCTCATTT
OCT3/4 #60 114 pz R: CCCAGT%AC(CB:%C:SA%:CACCCT
F: GCTGCCTCTTTAAGACTAGGAC
SOX2 #35 75pz R: CCTGGGGCTCAAACTTCTCT
F: AGATGCCTCACACGGAGACT
NANOG #85 127 pz R: T'IC';TG(?CSXC,CA:\C'(I?C'IC':'I(';(?TC('BI'G%
F:CTCGTCAAAGCCGAGA
MsSX1 # 128 pz R:((::GCGC';I'T%GTC'I(?'S(;:'(I';G'I(';TT((;B((::
F: ACCAGGCCATGGATGAAG
SOX1 #3t 67 pz R CTTAATTGCTGGGGAATTGG
F-TCAGAACTAAAGGAGCTGCTGA
FSPl #56 126 pz R:T$GSAA8TCCA(?(?T(?C§:TTGG(§I' =
F: CCCACAGCCATAGACCTACAG
CDX2 #o 76pz R: CCCCAAATCCCACTTGTCT
oAE st o1 o2 F: TGCTCCGGCATGAAATATACTA
R: GTCTCCAAATGTGCAGCAAC
F: GCTCTCTGCTCCTCCTGTT
GAPDH #60 115pz R: icéGi\CCCfAC\:A'SCC::C((B:'IC':TgACEI:'C

Do reakcji RT-qPCR w czasie rzeczywistym wykorzystano 2 ul matrycy
cDNA otrzymanej w reakcji odwrotnej transkrypcji. Reakcj¢ przeprowadzono na ptytkach
96-dotkowych w aparacie LightCycler®480 (Roche) z uzyciem zestawu LightCycler®480
Probes Master set (Roche), sondy UPL (Universal Probe Library, Roche) oraz pary
specyficznych dla badanego genu starteréw dopasowanych do sekwencji uzytej sondy.
Uzycie sond hydrolizujacych, znakowanych na  koncach  fluorescencyjnie,
umiejscowionych pomigdzy parg starteréw, umozliwia wysoce specyficzng detekcje ilosci
powstajacego produktu. Na koncu 5’ sondy znajduje si¢ barwnik reporterowy, a na koncu
3> czasteczka wygaszajaca fluorescencje. Kiedy sonda jest nienaruszona, wygaszacz
znajdujacy si¢ blisko reportera, wygasza jego fluorescencje. Podczas reakcji PCR sonda
zostaje zdegradowana dzigki aktywnosci 5’nukleazowej polimerazy. Rozdzial obu

fluorochroméw umozliwia emisj¢ fluorescencji przez reporter. Wzrost fluorescencji
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monitorowany jest po kazdym zakonczonym cyklu elongacyjnym. Poziom fluorescencji
jest wprost proporcjonalny do ilosci powstajacego produktu. Wykorzystane pary starterow
i sond zebrano w tabeli (Tab.3). Powyzszy protokot jest rutynowo wykorzystywany

w analizach prowadzonych w Zaktadzie Immunologii Nowotworow

3.3.11 Analiza potencjalu réznicowania komérek in vitro

33111 Test formowania cial embrionalnych

Analizowane komorki i1PS odklejono przy pomocy odczynnika Accumax
(MerckMillipore) i rozbito do pojedynczych komorek poprzez pipetowanie. Komorki
wirowano przez 5 minut z predkoscigl000 obrotoéw/minute a nastgpnie zawieszono
w medium do hodowli iPS bez suplementacji BFGF. Komoérki w ilosci jednego tysigca
komorek na dotek wysiano na ptytki hodowlane 96-dotkowe, okragto-denne, przeznaczone
do hodowli zawiesinowych. Medium hodowlane zmieniano co dwa dni, do czasu
zaobserwowania agregacji komorek iPS. 9 dnia przeniesiono agregaty komoérek z hodowli
zawiesinowej na ptytki hodowlane 48-dotkowe, optaszczone roztworem Matrigelu
w proporcjach 1:50 (Matrigel:DMEM F-12). Hodowlg prowadzono przez kolejnych 7 dni.
Nastepnie, komoérki poddano analizie opartej na barwieniach immunofluorescencyjnych
zgodnie z opisanym wczesniej protokotem. Powyzszy protokét jest rutynowo

wykorzystywany w analizach prowadzonych w Zaktadzie Immunologii Nowotworow

3.3.12 Analiza potencjalu réznicowanie komoérek in vivo

3.3.121 Zwierzeta laboratoryjne

W badaniach in vivo wykorzystywano 10 tygodniowe samice atymicznych myszy
nagich typu nude (szczep Crl:NU(NCr)-Foxn1™; AnimalLab, Polska). Szczep ten
charakteryzuje sie dysfunkcja uktadu immunologicznego wynikajaca z braku grasicy, co
skutkuje brakiem dojrzalych limfocytow T. Zwierzeta utrzymywano w pomieszczeniach
zwierzetarni  Instytutu  Genetyki Czlowieka, Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu
w klatkach wyposazonych w filtry HEPA oraz wewngetrzny obieg powietrza. Myszom
zapewniono 12-godzinny cykl dzien/noc oraz nieograniczony dostep do wody
1 pozywienia. Temperatura w pomieszczeniach hodowlanych byla automatycznie
regulowana. Wszystkie do$wiadczenia przeprowadzono zgodnie z wytycznymi i za zgoda
Lokalnej Komisji Etycznej ds. Do§wiadczen na Zwierzgtach Uniwersytetu Przyrodniczego

im. A. Ciszkowskiego w Poznaniu.
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3.3.12.2 Test formowania potworniakéw

Dwa miliony komorek iPS odtrawionych 0,1% roztworem Kkolagenazy 1V,
przemyto roztworem PBS, wirowano 5 minut z predkoscigl000 obrotow/minute
I zawieszono w 50 ul kompletnej pozywki hodowlanej do komorek iPS. Do zawiesiny
komodrkowej na lodzie dodano 50 pl stezonego Matrigelu a nastgpnie cato$¢ podano
podskornie, w okolicy pachwiny, atymicznym myszom nude. Po 7-9 tygodniach myszy
poddano eutanazji poprzez dyslokacje kregdéw szyjnych, a guzy pobrano do analiz.
Z guzdéw izolowano RNA oraz poddano je ocenie histopatologicznej. Fragment guza
przeznaczony na izolacj¢ RNA zamrozono w cieklym azocie, a nastgpnie rozdrobniono
w sterylnym mozdzierzu i zalano 1 ml odczynnika TRI Reagent (SigmaAldrich). Dalsza
izolacje przeprowadzono wedlug standardowego protokotu. Pozostala czes¢ guza
utrwalono w 4% roztworze formaliny. Analiza histopatologiczna przeprowadzona zostata
w Zakladzie Patomorfologii Nowotworéw Wielkopolskiego Centrum Onkologii
w Poznaniu. Utrwalone w roztworze formaliny fragmenty guza zostaly zatopione
w parafinie, a nast¢gpnie pocigte na skrawki o grubosci 8-10 um. Otrzymane preparaty
zostaly poddane barwieniom z uzyciem hematoksyliny i eozyny oraz barwieniom
immunohistochemicznym z uzyciem przeciwciatl specyficznie wykrywajacych trzy listki
zarodkowe: ektoderme¢ (GFAP), mezoderme¢ (desmina) i endoderme¢ (cytokeratyna).
Powyzszy protokol jest rutynowo wykorzystywany w analizach prowadzonych

w Zaktadzie Immunologii Nowotwordéw

3.4 Analiza roli TRIM28 w podtrzymaniu procesu samoodnowy ludzkich
komorek macierzystych

3.41 Wybo6r modelu badawczego
Jako model badawczy do analizy roli TRIM28 w procesie samoodnowy komorek
macierzystych wybrano linie komorek iPS, otrzymanych w pierwszym etapie badan.
Analizy przeprowadzono takze w linii kontrolnej hES BGO1V. Eksperymenty
przeprowadzono ogétem w 5 liniach komorek iPS, pochodzacych od réznych dawcow
fibroblastow oraz linii hES BGO1V, w dwukrotnym powtdérzeniu. Wyniki zebrane
W niniejszej rozprawie sa wynikami reprezentatywnymi z linii iPS 26.6 oraz hES BGO1V.

3.4.2 Reagenty interferencji RNA
Jako metod¢ wyciszania ekspresji TRIM28 w wybranych liniach komérkowych

wybrano metodg¢ interferencji RNA opartg na czasteczkach krétkich interferujagcych RNA
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(ang. short interfering RNA, siRNA). W celu zapewnienia jak najwyzszeg0 poziomu
wyciszenia analizowanego genu, zdecydowano si¢ wykorzysta¢ dwie czasteczki siRNA,
ktorych regiony docelowe zlokalizowane sg w réznych cz¢sciach mRNA TRIM28. W tym
celu zaprojektowano czgsteczke siRNA, opartg na sekwencji przetestowanej w pracowni
spinki sShRNA (ang. short hairpin RNA), ktorej region docelowy zlokalizowany jest
w egzonie 3 TRIM28 (dalej okreslana jako SIRNA_TRIM28). Druga wybrang czasteczka
siRNA byto komercyjne siRNA o zwalidowanej skuteczno$ci wyciszania, z firmy
SigmaAldrich (dalej okreslana jako SIRNA validated), ktorej region docelowy
zlokalizowany jest w egzonie 15 genu TRIM28. Sekwencje obu wykorzystanych
reagentow interferencji RNA przedstawia w tabeli (Tab.3).

Jako kontrole lipofekcji wykorzystano w badaniach nie posiadajace sekwencji docelowej

w ludzkim transkryptomie sSiRNA BLOCK-iT™ Fluorescent Oligo (Invitrogen).

Tab. 4 Sekwencje siRNA swoistego dla genu TRIM28, wykorzystanych w
przeprowadzonych badaniach

SiRNA Sekwencja nici sensownej Sekwencja nici antysensownej

siRNA_TRIM28 | CGACUAGCUGUGAGGAUAATT | UUAUCCUCACAGCUAGUGCTT
siRNA_validated | CGUGUACUGCUGGCCCUAUTT | AUAGGGCCAGCAGUACACGTT

3.4.3 Optymalizacja warunkow transfekcji reagentami interferencji RNA

Jako metod¢ wprowadzania reagentow interferencji RNA do linii ludzkich komoérek

iIPS, wykorzystano lipofekcje odczynnikiem Lipofectamine® RNAIMAX (Invitrogen).
W celu uzyskania wysokiego poziomu wyciszenia genu TRIM28 w badanych komoérkach
przeprowadzono optymalizacj¢ stezenia uzywanych reagentow interferencji RNA.
Mieszaning opisanych powyzej siRNA TRIM28 oraz siRNA validated podano na
komorki iIPS w dwoch rownomolowych stezgniach: 20 nM i 50 nM. Poziom wyciszenia
ekspresji TRIM28 analizowano po 24, 48 i 72 godzinach po transfekcji, na poziomie
transkryptu metodg ilosciowego RT-PCR w czasie rzeczywistym. Wyniki normalizowano

do poziomu ekspresji genu referencyjnego GAPDH.

3.4.4 Wyciszenie ekspresji TRIM28 w liniach komérek iPS
W celu wyciszenia ekspresji TRIM28 zastosowano przejsciowa transfekcje
reagentami interferencji RNA. Zastosowano réwnomolowa (50nM) mieszaning dwoch
siRNA, ktora umozliwiata uzyskanie wyciszenia docelowego genu przez 72 godziny, na

poziomie 80-90%. Przeprowadzono lipofekcje komoérek linii iPS i hES, wedlug

39



zoptymalizowanego wczesniej protokotu. Mieszaniny transfekcyjng A i B przygotowano
w medium Opti-MEM® Reduced Serum Medium (Gibco). Nastepnie kroplami
przeniesiono mieszaning A do B, delikatnie wymieszano i inkubowano 20 minut
w temperaturze pokojowej. Po inkubacji nakropiono mieszaning transfekcyjng na naczynia
hodowlane z komorkami iPS, w kompletnym medium hodowlanym i pozostawiono przez
IPS i hES
przeprowadzano co 72 godziny, przez 21 dni. Analizy poziomu ekspresji TRIM28

24 godziny, do czasu nastgpnej zmiany medium. Transfekcj¢ linii

w badanych komodrkach prowadzono w trzech punktach czasowych, co 7 dni, metoda
ilosciowego RT-PCR oraz barwien immunofluorescencyjnych. Ilo§ciowy sktad mieszaniny
transfekcyjnej dla poszczegdlnych wielkosci naczyn hodowlanych przedstawiono w tabeli
(Tab.4).

Tab. 5 Tlosciowy sklad mieszaniny transfekcyjnej w zaleznosci od rodzaju naczynia
hodowlanego

Plytka 48- Plytka 6-
dolkowa dolkowa Plytka 60mm Plytka 100mm
Objetos¢
medium 200 pl 2mi 3ml 6ml
hodowlanego
50 "M siRNAw | 50 nM siRNAw | 20 M SIRNAw 150 nMSIRNA w
. . - ) 250 pl medium 500 ul medium
Mieszanina A | 25 ul medium 170 pl medium OPTIMEM OPTIMEM
OPTIMEM OPTIMEM
0,9 ul RNAimax | 3,4 ul RNAimax | 8 ul RNAimaxw | 16 ul RNAimax
MieszaninaB | w 25 pl medium | w 170 pl medium | 250 pl medium w 500 pl medium
OPTIMEM OPTIMEM OPTIMEM OPTIMEM
3.4.5 Analiza cyklu komérkowego oraz procesu apoptozy
Komorki przeznaczone do analizy peletowano przez wirowanie 10 minut

z predkoscig 1000 obrotow na minute, W temperaturze pokojowej. Supernatant usuwano,
a komorki zawieszano w 1 ml roztworu PBS. Zawiesing komoérek przenoszono do
probowek typu Eppendorf i wirowano 10 minut z predkoscig 3000 obrotéw na minute
w temperaturze pokojowej. Supernatant ponownie usuwano. Do osadu komoérek dodawano
kroplami 70% roztwor etanolu 1 jednocze$nie mieszano probke na mieszadle typu Vortex.
Przed przystgpieniem do wlasciwej oceny cytometrycznej proby wirowano 10 minut
z predkosciag 3000 obrotow na minutg, w temperaturze pokojowej. Nastepnie supernatant
usuwano, a do osadu komorek dodawano 1 ml roztworu PBS i ponownie wirowano
w takich samych warunkach. Nastepnic do osadu komoérek dodawano po 200 pl
mieszaniny, w skiad ktorej wchodzito: 40 pl jodku propidyny o stezeniu 250 pg/ml
uzytego jako fluorochromu interkalujacego w struktur¢ DNA, 20 pl enzymu RNAzy
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o stezeniu 500 pg/ml (w celu eliminacji sygnatu emitowanego przez RNA) oraz 140 pl
roztworu PBS. Nastepnie probki mieszano na mieszadle typu Vortex, po czym
inkubowano proby w 37°C przez 30 minut chronigc przed $wiattem. Po inkubacji,
zawiesiny komorek przenoszono do probowek cytometrycznych. Pomiaru fluorescencji
dokonywano przy dtugosci fali 611 nm przy uzyciu aparatu BD Biosciences FACSAria™,

Proces apoptozy w komorkach iPS i hES analizowano wykorzystujac komercyjny
zestawu Annexin 'V Apoptosis Detection Kit (BD Pharmingen), wedlug zalecen
producenta. Analizy cytometryczne przeprowadzono na cytometrze przeptywowym firmy
Becton Dickinson (BD Biosciences FACSAria™). Powyzszy protokot jest rutynowo

wykorzystywany w analizach prowadzonych w Zaktadzie Immunologii Nowotworow

3.4.6 Analiza cytometryczne (FACS) poziomu ekspresji markerow
pluripotencji

Tab. 6 Przeciwciala pierwszo- i drugorzedowe wykorzystywane w analizie opartej na
technice cytometrii przeplywowej.

PRZECIWCIALA I-RZEDOWE

N
Nazwa Gospodarz | Stezenie | Producent umer

katalogowy
TRA 1-60 Mysz IgM 1:100 | eBioscience 14-8863-82
TRA 1-81 Mysz IgM 1:100 | eBioscience 14-8883-82
SSEA4 Mysz IgG 1:100 | eBioscience 14-8843-80

PRZECIWCIALA II-GO RZEDOWE

N
Nazwa Gospodarz | Stezenie | Producent umer

katalogowy

Anty-mysie 1gG skoniugowane z szczur 1:200 | eBioscience 715-546-150

biotyna
Anty-mysie IgM skoniugowanez |, | 1200 | eBioscience |  715-546-151
biotyna
Sterptawidyna skoniugowana z . ] L
APC nie dotyczy | 1:500 | eBioscience 17-4317-82

W  celu oceny fenotypu komoérek IPS wykonano analize oparta na
wieloparametrycznej cytometrii  przeptywowej. Aby oceni¢ poziom ekspresji
zewnatrzkomorkowych markerow zwigzanych z pluripotencjg komorki iPS pasazowano za
pomocag odczynnika Accumax, wirowano i zawieszano w buforze PBS zawierajagcym
1% BSA. 100 pl zawiesiny komorkowej inkubowano przez po6t godziny, w temperaturze
4°C z odpowiednim przeciwcialem pierwszorzedowym, skierowanym przeciw ludzkim

antygenom powierzchniowym komorek pluripotentnych. Po inkubacji komorki
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przeplukano dwukrotnie buforem PBS, za kazdym razem wirujac przez 5 minut przy
predkosci 1200 obrotéw/minute, a nastepnie zawieszono w 100 pl roztworu przeciwciata
Il-rzedowego sprzezonego =z biotyng, skierowanego przeciw  wykorzystanym
przeciwciatlom pierwszorzgdowym w PBS + 1% BSA i inkubowano przez po6t godziny
w temperaturze pokojowej. Po inkubacji komorki przeptukano dwukrotnie buforem PBS,
za kazdym razem wirujac przez 5 minut przy predkosci 1200 obrotdw/minute, a nast¢pnie
zawieszono w 100 pl roztworu streptawidyny sprzezonej z barwnikiem APC (ang.
Allophycocyanin), w PBS + 1% BSA i inkubowano przez 15 minut, w ciemnosci,
w temperaturze pokojowej. Po inkubacji komorki przeptukano ponownie buforem PBS,
wirowano a nastgpnie zawieszono w 250 ul 1x stezonego buforu utrwalajacego CellFix
(BD Biosciences). Analizy cytometryczne przeprowadzono na cytometrze przeptywowym
firmy Becton Dickinson (BD Biosciences FACSAria™). Fluorescencj¢ barwnika APC
wzbudzano $wiattem laserowym o dtugos$ci fali 650 nm, a detekcje prowadzono w zakresie
dalekiej czerwieni (660 nm). Ekspresj¢ antygenéw powierzchniowych przedstawiono jako
srednig wartos¢ fluorescencji (ang. Median Fluorescence Intensity, MFI). Wyniki
analizowano z wykorzystaniem oprogramowania FlowJo V10 (FLOWJO, LLC Data
Analysis Software). Przeciwciata wykorzystane w analizie przestawiono w tabeli (Tab.5).
Powyzszy protokot jest rutynowo wykorzystywany w analizach prowadzonych w

Zaktadzie Immunologii Nowotworow.

3.5 Analizy statystyczne otrzymanych wynikow

Analizy statystyczne otrzymanych wynikéw prowadzone byly przy pomocy
programu GraphPad Prism6 z zastosowaniem odpowiednich testow. Roznice pomigdzy
dwoma grupami poréwnywano testem t-Studenta, przy zatozeniu normalnosci rozktadu
prob. W celu zbadania zaleznosci pomiedzy wieloma grupami badanymi przeprowadzono
jednoczynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA. Poziom istotnosci p przyjeto jako mniejszy

lub réwny 0,05, przy czym:

Wartos¢ p Istotnos$¢ statystyczna
<0.0001 folale

0.0001 do 0.001 falalel

0.001 do 0.01 i

0.01do 0.05 *

>0.05 Nieistotne statystycznie
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4. WYNIKI

4.1 Reprogramowanie ludzkich fibroblastow w kierunku komérek iPS
z wykorzystaniem systemu regulowanej ekspresji wektora
lentiwirusowego

4.1.1 Konstrukcja wektora lentiwirusowego pStemcca-tetO
W celu stworzenia innowacyjnego systemu otrzymywania ludzkich komorek iPS
opartego na wektorze lentiwirusowym, podlegajacemu epigenetycznej regulacji ekspresji
transgenu, skonstruowano wektor pStemcca-tetO (Ryc. 10). Wektor ten, obok kasety
kodujacej czynniki transkrypcyjne, niezbedne w procesie reprogramowania, posiada takze

sekwencje tet operatora (tetO), ktory umozliwia regulacje ekspresji transgenu.

SV40 ori
ORI

AMPF ' Stop Codon
HIV gag

HIV ¢pPu (Trip)
pSTEMCCA-teto

LTR .@ Human EF1a Promoter
o 13520 bp
tet
LTR " hOct4
e
WPRE GS bridge

F2A optimized
P2A human KIf4

GS bridge

hcMyc \
_\_\_\_\_‘_‘—\—\_

hSox2 IRES

Ryc. 10 Mapa wektora plazmidowego pStemcca-tetO
Zrodto: Vector NTI Advance® (Invitrogen)

Wektor pStemcca-tetO skonstruowano poprzez wklonowanie fragmentu WPRE
oraz elementu regulatorowego tet operatora (tetO) do wektora pHAGE2-hSTEMCCA-
EFla-loxp. Sekwencje te pozyskano z wektora pLVPT-rtTRKRAB-2SM2 w wyniku
trawienia restrykcyjnego. Tak przygotowany insert wklonowano do przygotowanego

poprzez trawienie restrykcyjne i defosforylacje wektora pHAGE2-hSTEMCCA-EF1a-
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loxp. Po namnozeniu wektora w komorkach kompetentnych E. coli DHS5a,
przeprowadzono kontrolne trawienia restrykcyjne oraz sekwencjonowanie kasety

ekspresyjnej plazmidu.

w
LN
n
(=)
-
=
(==
~
w
ESS
n
(=,

A M 2 2
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|

Ryc. 11 Analiza restrykcyjna otrzymanego w wyniku klonowania wektora pStemcca-
tetO. A. Obraz rozdziatu elektroforetycznego produktow analizy restrykcyjnej. B. Obraz
wirtualnego wyniku trawienia wektora pStemcca-tetO wygenerowany w programie Vector NTI
Advance® (Invitrogen). Wektor poddano analizie restrykcyjnej z nastepujacymi enzymami:

;. BamHlI, SnaBl 2. SnaBl, Xbal 3. Ncol 4. Ndel 5. Xhol 6. Sall, Nrul. M — Marker wielko$ci, 1kb.
Zrodto: Praca magisterska, Wroblewski Krzysztof, 2012

Zaréwno analiza restrykcyjna, jak i1 przeprowadzone sekwencjonowanie kasety
ekspresyjnej skonstruowanego plazmidu, potwierdzilo poprawno$¢ przeprowadzonego
klonowania oraz poprawnos$¢ uzyskanej w jego wyniku sekwencji (Ryc. 11). Szczegotowy
opis przebiegu klonowania wektora pStemcca-tetO, zostal ujety w pracy magisterskiej
wykonanej przez mgr. Krzysztofa Wrdblewskiego, pod tytulem: “Zastosowanie
kontrolowanego systemu do otrzymywania ludzkich indukowanych pluripotentnych
komorek macierzystych (hiPSCs)”, z Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu,

realizowanej w ramach programu WELCOME 2010-3/3.

4.1.2 Ocena szczelno$ci systemu regulowanej ekspresji
W celu zbadania szczelnoéci opracowanego systemu regulowanej ekspresji
komorki linii MCF-7 transdukowano wektorem LVE-HK. Po przeprowadzeniu selekcji
w pozywce z hygromycyng uzyskano jednorodng populacj¢ komoérek wykazujacych
stabilng ekspresje tTRKRAB. Uzyskane komoérki MCF-7/HK transdukowano wektorem
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Stemcca-tetO. Prowadzono dalsza hodowlg przez 7 dni, w pozywce hodowlanej

suplementowanej doksycykling oraz w standardowej pozywce.

Transgen

*kkk

*k k%

1.0

Wzgledny poziom ekspresji

Ryc. 12 Analiza RT-gPCR w czasie rzeczywistym poziomu ekspresji transgenu
z wektora Stemcca-tetO w komorkach MCF7/HK/Stemcca-tetO. Komorki hodowano bez
(Dox-) lub z dodatkiem doksycykliny (Dox+). Jako kontrole pozytywng wykorzystano komorki po
transdukcji wektorem Stemcca-tetO (CT+). Kontrole negatywna stanowity komorki MCF7/HK
(CT-).Wyniki normalizowano do poziomu ekspresji genu referencyjnego GAPDH.

Przeprowadzona analiza RT-qPCR w czasie rzeczywistym wykazata brak ekspresji
transgenu w komorkach MCF7/HK/Stemcca-tetO hodowanych bez suplementacji
doksycykling. W obecnosci doksycykliny w komoérkach MCF7/HK/Stemcca-tetO
wykazano ekspresj¢ transgenu na poziomie podobnym do ekspresji w komoérkach

kontrolnych (+) (Ryc. 12).

4.1.3 Woyprowadzenie linii ludzkich pierwotnych fibroblastow
W celu przeprowadzenia procesu reprogramowania komorek fibroblastow
w kierunku Iudzkich komérek iPS, przeprowadzono izolacj¢ pierwotnych komorek
fibroblastow od 30 niezaleznych dawcow.
Wyprowadzono 30 pierwotnych linii ludzkich fibroblastow ze skory (PHDF).
Poszczegdlne linie  komorkowe  zostalty  sprawdzone pod katem  czystosci
mikrobiologicznej, rozchodowane na wigkszg skale, a nastepnie zamrozone, w celu

utworzenia banku linii komorkowych na potrzeby dalszych etapow badan (Ryc. 13).
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PHDF11

PHDF 26

: .\.,""’.F_\»{ﬁ

Ryc. 13 . Zdjecia mikroskopowe, przedstawiajace morfologie czterech linii ludzkich
pierwotnych fibroblastow (PHDF X, 11, 25, 26) wybranych do dalszych etapéw badan

4.1.4 Reprogramowanie ludzkich pierwotnych fibroblastow w kierunku

komorek iPS

W celu otrzymania ludzkich indukowanych komorek pluripotentnych iPS
z przygotowanych  pierwotnych linii  fibroblastow  przeprowadzono  proces

reprogramowania komorkowego.

Stemcca-tetO

Pasaz na MEF Pierwsze zmiany Przenoszenie
PHDF MOI =50 Medium iPS morfologiczne kolonii LVE-HK
D1 D2 D3 D7 D10 D18 D21

A 4

| y 7 \ » \ 1 ¥ | Y _tinie ps

Ryc. 14 Schemat obrazujacy zmiany w morfologii ludzkich fibroblastéw w trakcie
procesu reprogramowania w Kierunku komoérek iPS
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W tym celu komorki fibroblastow poddano dwukrotnej transdukcji lentiwirusowym
wektorem reprogramujacym Stemcca-tetO. 7 dnia po pierwszej transdukcji komorki
przesiano na warstwe komorek odzywczych MEF i hodowano w medium hodowlanym do
komorek iPS. Pierwsze zmiany morfologiczne obserwowano okoto 7 — 10 dnia
reprogramowania. Analizowane komorki tracity wrzecionowaty, typowy dla fibroblastow,
ksztalt, stajagc si¢ bardziej okragle i wykazujac tendencje do grupowania. W ciggu kilku
kolejnych dni grupujace si¢ komorki zaczgly tworzy¢ pierwsze kolonie komorek
o morfologii zblizonej do komdrek o charakterze macierzystym, matych, o duzym jadrze
komoérkowym i niewielkiej ilosci cytoplazmy. Okoto 21 dnia po transdukcji wektorem
Stemcca-tetO kolonie komorek iPS osiggnelty wielko$¢ umozliwiajacg ich manualne
pobranie z ptytki hodowlanej w celu ustalenia klonalnych linii komorek iPS. Nastepnie
komorki iPS zostaly poddane transdukcji wektorem lentiwirusowym LVE-HK celem
wyciszenia ekspresji czynnikow reprogramujacych ze zintegrowanego wektora Stemcca-
tetO (Ryc. 14). Aby uzyska¢ jednorodng populacje komorek iPS w obrebie danej linii,
przeprowadzono selekcj¢ przy uzyciu 10 ug/ml hygromycyny B.

Do dalszych analiz wybrano po dwie linie komoérek iPS otrzymanych
z fibroblastow PHDF X (iPS X.7 i X.11) i PHDF 25 (iPS 25.5 i 25.6), trzy linie
pochodzace z komérek PHDF 26 (iPS 26.2, 26.5 1 26.6) oraz jedna lini¢ z komérek PHDF
11 (iPS 11.1). Komorki te utworzyly stabilne linie komorkowe, o morfologii
charakterystycznej dla komorek o charakterze macierzystym. Analizowane linie utworzyty
plaskie, zwarte kolonie, wyraznie odgraniczone od warstwy komoérek odzywczych MEF,
charakteryzujace si¢ je wysokim stosunkiem objetosciowym jadra do cytoplazmy oraz

widocznymi wyraznymi jaderkami(Ryc. 15).

Uzyskane w procesie reprogramowania komorkowego linie ludzkich komorek iPS,
poddane transdukcji wektorem LVE-HK, poddano analizie RT-PCR ze starterami
specyficznymi dla genow ulegajacych ekspresji wytacznie ze zintegrowanego wektora
reprogramujacego. Przeanalizowano 8 linii komorek iPS, pochodzacych od 4 réznych
dawcow fibroblastow. Wynik analizy potwierdzil brak ekspresji egzogenow w badanych

liniach komorek iPS.
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iPS 26.6
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Ryc. 15 Morfologia kolonii wybranych linii komérek iPS otrzymanych w wyniku
reprogramowania ludzkich fibroblastéw w poréwnaniu do kontrolnej linii hES

X.7 X.11 11.1 25.2 25.6 26.2 26.5 26.6 + PHDF H,O
P Transgen

e e e e e e e— e G— S— — GAPDH

Ryc. 16 Analiza ekspresji egzogennych czynnikéw reprogramujacych ulegajacych
ekspresji z wektora Stemcca-tetO

W zaleznosci od wyjsciowej linii komorek PHDF poddanych procesowi
reprogramowania w kierunku komorek iPS, pobrano od 8 do 25 kolonii. Wydajnos¢
procesu reprogramowania obliczono na podstawie liczby komorek PHDF poddanych
transdukcji wektorem Stemcca-tetO oraz liczby utworzonych kolonii iPS. W zaleznosci od
linii komoérkowej wydajno$¢ wahata si¢ od 0,2 — 1%, przy czym minimum 50% pobranych

kolonii utworzyto stabilne linie komorek iPS (Tab.7).
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Tab. 7 Wydajnos¢ reprogramowania ludzkich fibroblastow w kierunku komorek iPS
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fibroblastow

Liczba powstajacych
kolonii iPS
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ustalonych linii
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10-50 (0,2

Srednio 6 z
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4.1.5 Analiza kariotypu otrzymanych komorek iPS

Ze wzgledu na doniesienia literaturowe sugerujace, ze wykorzystany do
reprogramowania komorek system oparty na wektorach lentiwirusowych moze indukowac
powstawanie aberracji chromosomowych w komorkach, otrzymane linie komorek iPS
poddano ocenie kariotypu.

Badane linie komorek iPS wraz z wyjsciowymi liniami komérek PHDF zostaly
poddane analizie cytogenetycznej. Przeanalizowano 4 linie fibroblastow i 8 linii komoérek
IPS. Wyniki analizy wykazaly prawidlowy kariotyp zenski zarowno w wyjSciowych

liniach PHDF, jak i w wywodzacych si¢ z nich liniach komoérek iPS (Ryc. 17).

4.1.6 Charakterystyka otrzymanych ludzkich komorek iPS

4.1.6.1 Ocena fenotypowa
Uzyskane na drodze reprogramowania linie komoérek iPS zostaty poddane ocenie

fenotypowej z wykorzystaniem metody RT-PCR oraz barwien immunofluorescencyjnych.

416.1.1 Analiza RT-PCR ekspresji markerow pluripotencji
W celu potwierdzenia macierzystego charakteru otrzymanych linii komorkowych

IPS przeprowadzono analiz¢ ekspresji klasycznych markerow pluripotencji, oparta na
metodzie RT-PCR.

X.7 X.11 11.1 25.2 25.6 26.2 26.5 26.6 hES PHDF RT- H.O

L RN X X X X X R REX1

IS GEND GEED GEED GEEP G - - . GEED NODAL
S e S D G G G S - DNMT3B
> G G e G W o ocT4

- e e - e - w S E—— - - GABR3
T S I A— N T G — D NANOG
— W e s | G - a— — —— GAPDH

Ryc. 18 Analiza ekspresji markeréw pluripotencji, oparta na reakcji RT-PCR
w 8 analizowanych liniach komérek iPS oraz linii kontrolnej komérek hES BG01V. CDNA
komorek PHDF oraz RNA z komorek hES BGO1V nie przepisane na cDNA (RT-) zostaty uzyte
jako kontrole negatywne, natomiast cDNA linii hES BGO1V wykorzystano jako kontrole
pozytywna.

Zaobserwowano ckspresje genéw REX1, NODAL, DNMT3B, OCT3/4, GABR3,
NANOG w analizowanych liniach komoérek iPS oraz w linii kontrolnej hES BGO1V.
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Ekspresja badanych gendéw nie wystepowata w wyjsciowych komorkach fibroblastow
PHDF. Wyniki odniesiono do genu referencyjnego GAPDH, jednego z genow ulegajacych
konstytutywnej ekspresji w komorkach ludzkich (Ryc. 18).

4.1.6.1.2 Barwienia immunofluorescencyjne

ludzkie komarki iPS (linia 26.6) ludzkie komérki ES

Ryc. 19 Analiza ekspresji markeréw pluripotencji oparta na barwieniach

immunofluorescencyjnych w reprezentatywnej linii komérek iPS oraz linii komérek hES.

51



W celu oceny fenotypu wybranych linii komorek iPS wykonano analiz¢ ekspresji
markerow pluripotencji Oct3/4, Nanog, SSEA4, TRA 1-60 oraz TRA 1-81 oparta na
metodzie barwien immunofluorescencyjnych. Wykonane zostalo takze barwienie
z uzyciem przeciwciala specyficznego dla biatka SSEA1 bedacego markerem komorek

nieposiadajacych cech komorek pluripotentnych.

W wyniku przeprowadzonej analizy zaobserwowano ekspresj¢ markerow
pluripotencji charakterystycznych dla komorek o charakterze macierzystym we wszystkich
analizowanych liniach ludzkich komorek iPS, oraz linii kontrolnej ludzkich komorek hES.
Oba analizowane typy linii komérkowych, iPS i hES daty negatywny wynik barwienia pod
katem ekspresji markera SSEAI, typowego dla ludzkich komorek pozbawionych
charakteru pluripotentnego (Ryc. 19).

4.1.6.1.3 Globalne sekwencjonowanie transkryptomowe (RNA-Seq)
Z uzyskanych linii komorek iPS, linii kontrolnej hES BGO1V oraz wyjsciowych
linii PHDF wyizolowano catkowite RNA, ktore nastgpnie poddano ocenie jakosciowej

z wykorzystaniem aparatu BioAnalyzer2000 (Ryc. 20).

Proby spetniajace kryterium jakosci RIN> 9, §wiadczacym o wysokiej integralnosci
mRNA zostaly wystane do Instytutu Nauk Stosowanych o Nowotworach (Institute for
Applied Cancer Science, MD Anderson Cancer Center, Houston, USA), gdzie
przeprowadzono globalne sekwencjonowanie transkryptomowe (analiza RNA-Seq).
Analiza ta pozwolita na okreslenie globalnego profilu ekspresji w analizowanych liniach
komoérkowych oraz potwierdzenia wysokiej homogennosci linii komorek iPS. Uzyskane
profile ekspresji poddano ocenie z uzyciem analiz gtéwnych sktadowych (ang. Principal
Component Assay, PCA), korelacji (ang. Correlation Plot) oraz analizy roznicowej (ang.

Differential Expression).

Analiza glownych sktadowych (PCA) wykazata zblizony profil ekspresji
w materiale pochodzacym z linii komoérek iPS oraz linii komoérek hES BGO1V. Wykazano
osobne grupowanie si¢ profili ekspresji fibroblastow 1 linii komoérek pluripotentnych.
Wykazano takze, ze profile ekspresji linii komorek iPS oraz hES BGO1V grupuja si¢
wspolnie, podobnie jak linie fibroblastow (Ryc. 21).
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Ryc. 20 Obraz elektroforegraméw préb RNA wyizolowanych z analizowanych linii
komorek iPS, PHDF oraz hES BG01V.
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Ryc. 21 Analiza gléownych skladowych linii komérkowej hES BGO01V, 4 linii
fibroblastow oraz 8 linii wywodzacych sie¢ z nich linii komérkowych iPS.
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Ryc. 22 Analiza poziomu korelacji (ang. Correlation plot) pomiedzy linia komérkowa
hES BGO1V, 4 liniami fibroblastéw oraz 8 liniami wywodzacych si¢ z nich linii komérkowych
iPS. Warto$¢ réwna 1 $wiadczy o najwyzszej korelacji, natomiast wartos¢ rowna 0 o braku
korelacji migdzy analizowanymi probami.

Na podstawie wynikow otrzymanych z sekwencjonowania transkryptomowego
przeprowadzono analiz¢ korelacji badanych linii komodrkowych. Wykazano wysoki
poziom korelacji pomiedzy poszczegdlnymi liniami komorek iPS, pomigdzy liniami iPS
i liniag hES BGO1V oraz pomigdzy analizowanymi liniami fibroblastow. Wykazano takze
niski poziom korelacji pomiedzy liniami fibroblastdow oraz pochodzacymi od nich liniami
komorek iPS (Ryc. 22).

Otrzymany w wyniku sekwencjonowania transkryptomowego poziom ekspresji
poszczegdlnych gendéw pozwolil na przeanalizowanie badanych linii iPS oraz PHDF pod
katem ekspresji rdéznicowej. Analizie poddano pulg¢ 36 gendéw zwigzanych ze stanem
pluripotencji. Wykazano zblizony profil ekspresji w poszczegolnych liniach komorek iPS
oraz pomi¢dzy liniami iPS i linig hES BG01V. Wykazano takze istotne réznice w profilu
ekspresji pomigdzy liniami fibroblastow oraz pochodzacymi od nich liniami komorek iPS.
Na podstawie przeprowadzonej analizy roznicowej wykazano, ze linie komorek iPS oraz
hES cechuja si¢ wysokim poziomem ekspresji genéw zwigzanych z macierzystoscia

komorek w przeciwienstwie do linii fibroblastow (Ryc. 23).

54



: :

FHESd

LHEdI

BoE .

Ryc. 23 Profil ekspresji przedstawiony jako heat-mapa ekspresji réznicowej w linii
komorkowej hES BGO1V 4 liniach fibroblastéw oraz 8 liniach wywodzacych si¢ z nich linii
komoérkowych iPS. Analiza zostala przeprowadzona dla okreslonej puli 36 gendéw zwigzanych
z pluripotencjg komorek. Warto$¢ bliska -2 wskazuje na obnizenie ekspresji danego genu,
natomiast bliska 2 wskazuje na wzrost ekspresji danego genu.

4.1.6.2 Ocena funkcjonalna linii komérek iPS
Analizowane linie komorek iPS oraz linia kontrolna hES BG01V poddano ocenie
funkcjonalnej z wykorzystaniem dwoch standardowych testow pozwalajacych ocenié ich
pluripotentny charakter. Przeprowadzono test formowania cial embrionalnych in vitro oraz

in vivo z zastosowaniem testu formowania guzoéw typu potworniaki.

4.1.6.2.1 Spontaniczne réznicowania in vitro — test formowania cial

embrionalnych
W celu oceny potencjatu otrzymanych w wyniku reprogramowania komorek iPS do
roznicowania si¢ w komorki wywodzace si¢ z trzech listkow zarodkowych

przeprowadzono test formowania ciat embrionalnych w hodowli zawiesinowe;j.
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Ryc. 24 Morfologia cial embrionalnych agregujacych w hodowli zawiesinowej.

Komorki iPS hodowane przez 12 dni w warunkach hodowli zawiesinowej i bez
suplementacji bFGF agregowaty w sferyczne struktury - ciala embrionalne (Ryc. 24).

Po 12 dniach hodowli w warunkach hodowli zawiesinowej, otrzymane ciata
embrionalne przeniesiono do hodowli adherentnej. Po 5 dniach hodowli zaobserwowano
migracj¢ komorek o zroéznicowanej morfologii z cial embrionalnych uzyskanych
z komorek pluripotentnych. W celu oceny fenotypu komoérek przeprowadzono analize
opartg o barwienia immunofluorescencyjne. Analizowane komorki wykazaly ekspresje
a-SMA, Foxa2 oraz Pax6, bedacych markerami komorek wywodzacych si¢ odpowiednio
Z mezo-, endo- i ektodermy (Ryc. 25).

Mezoderma Endoderma Ektoderma

Ryc. 25 Analiza ekspresji markerow komorek wywodzacych sie z ekto-, mezo-
i endodermy w cialach embrionalnych otrzymanych z komoérek iPS oraz hES BG01V.

56



41.6.2.2 Spontaniczne roznicowanie in vivo - test tworzenia

potworniakow

W celu potwierdzenia zdolnosci badanych komorek iPS do rdznicowania si¢
w komorki wywodzace si¢ z trzech listkéw zarodkowych jako ostateczne potwierdzenie

ich pluripotentnego charakteru wykonano test formowania potworniakow.

Kazda z analizowanych linii komorkowych iPS oraz hES wszczepiono podskornie
4 atymicznym myszom nude. Wszystkie zaszczepione linie komorek iPS utworzyty guzy,
ktore zostaty wyciete po 8 tygodniach. Guzy wykazywaly zréznicowanie pod wzgledem

wielko$ci oraz morfologii (Ryc. 26).

hES iPS X.7 iPS X.11

iPS11.1 IPS 25.6

iPS 26.2

Ryc. 26 Reprezentatywne guzy typu potworniaki, wywodzace si¢ z analizowanych linii
komorek iPS oraz linii hES BGO01V.
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Otrzymane guzy utrwalono i przygotowano z nich preparaty mikroskopowe, ktore
po wybarwieniu poddano ocenie histologicznej oraz analizie immunohistochemicznej
z przeciwciatami specyficznymi dla markeréw tkanek wywodzacych si¢ z trzech listkow

zarodkowych mezo-, ekto- i endodermy.

We wszystkich analizowanych guzach zaobserwowano obecno$¢ —struktur
charakterystycznych dla mezodermy (chrzastka), endodermy (tkanka gruczotowa) oraz
ektodermy (neuroepitelium) (Ryc. 27).

Wykonano takze analizy immunohistochemiczne, ktére potwierdzily w badanych
guzach obecno$¢ markerow molekularnych charakterystycznych dla komorek
wywodzacych sie z trzech listkow zarodkowych. Wykryto ekspresje cytokeratyny jako
markera tkanek endodermalnych, desminy jako markera tkanek mezodermalnych oraz
GFAP jako markera tkanek ektodermalnych (Ryc. 28).

komarki iPS: linia 26.6

‘ Endoderma:
7%, tkanka gruczotowa

Mezoderma:
% tkanka chrzestna

Ektoderma:
neuroepitelium

Ryc. 27 Analiza histologiczna reprezentatywnych guzow typu potworniaki,
wywodzacych sie z badanych komérek iPS oraz linii kontrolnej komoérek hES.
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Ryc. 28 Analiza immunocytochemiczna reprezentatywnych guzow typu potworniaki,
wywodzacych si¢ z badanych komorek iPS oraz linii kontrolnej komérek hES.

4.1.6.2.3 Analiza ekspresji zintegrowanego transgenu w trakcie

réznicowania in vivo
W celu oceny szczelnosci stosowanego systemu wyciszenia ekspresji transgenu,
przeprowadzono analiz¢ RT-PCR materialu wyizolowanego z guzéw wywodzacych sie
z badanych linii komoérek iPS, ze starterami specyficznymi dla transgenu ulegajacego

ekspresji wylacznie ze zintegrowanego wektora Stemcca-tetO.

X.7 X.11 11.1 252 256 26.2 26.5 26.6 + H:0

T T
-— ransgen
GAPDH

£ o
- = = 2

Ryc. 29 Analiza ekspresji egzogennych czynnikow reprogramujacych ze
zintegrowanego wektora Stemcca-tetO.
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Analiza wykazala brak ekspresji egzogennych czynnikéw transkrypcyjnych we
wszystkich guzach wywodzacych si¢ z badanych linii komorek iPS. Jako kontrolg
pozytywng uzyto cDNA z komérek PHDF po transdukcji wektorem Stemcca-tetO. Wyniki
odniesiono do ekspresji genu referencyjnego GAPDH (Ryc. 29).

4.2 Analiza roli TRIM28 w samoodnowie komorek iPS

4.2.1 Plan eksperymentu

W celu przeanalizowania roli biatka TRIM28 w procesie samoodnowy komorek
0 charakterze komoérek macierzystych zaprojektowano eksperyment, w ktorym co 72
godziny prowadzono transfekcje linii komérkowych iPS i hES siRNA, specyficznym dla
ludzkiego transkryptu TRIM28. Uzyskano w ten sposob komorki pluripotentne pozbawione
ekspresji  TRIM28 (TRIM28*P). Jako kontrole wplywu stosowanych reagentow
interferencji RNA, prowadzono transfekcj¢ kontrolnym siRNA, pozbawionym sekwencji
docelowej w ludzkim transkryptomie (CT) wedlug identycznego schematu. Dodatkowo,
jako kontrole fenotypowa hodowano wariant komoérek pozbawionych suplementacji bFGF
ulegajacych spontanicznemu réznicowaniu (-FGF). Czwartym wariantem komorkowym
wykorzystanym w eksperymencie byty komorki nietraktowane siRNA, typu dzikiego
(WT). Eksperyment prowadzono przez 21 dni. Warianty komorkowe analizowano co
7 dni, w trzech punktach czasowych, prowadzac ocen¢ zmian morfologii komoérek i profilu

ekspresji genow markerowych pluripotencji oraz réznicowania komérkowego (Ryc. 30).

[\ TRIM28"P \@

A
Qe — o\
Analizy w trzech punktach czasowych: 7, 14 i 21 dzien

iPS/ES Komorki
(samoodnowa) zroznicowane

Ryc. 30 Schemat eksperymentu majacego na celu wykazaé¢ role TRIM28 w procesie
samoodnowy komorek pluripotentnych.

4.2.2 Walidacja reagentow interferencji RNA
W celu uzyskania mozliwie wysokiego poziomu wyciszenia ekspresji TRIM28
przy uzyciu reagentéw interferencji RNA przy mozliwie niskiej cytotoksycznosci

przeprowadzono optymalizacje metody lipofekcji.
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Ryc. 31 Analiza poziomu ekspresji TRIM28 w komérkach iPS. Komorki traktowano
réznym stgzeniem reagentow interferencji RNA (20nM i 50nM) w trzech punktach czasowych:
24, 48 i 72 godziny po transfekcji.

Przetestowano dwa stezenia rownomolowych mieszanin dwoch siRNA: 20nM i 50
nM. Poziom wyciszenia ekspresji TRIM28 mierzono metoda RT-PCR w czasie
rzeczywistym po 24, 48 i 72 godzinach po transfekcji. Wyniki normalizowano do poziomu
ekspresji genu GAPDH. Analiza wykazata 90% spadek poziomu ekspresji TRIM28 po
24 godzinach przy obu stgzeniach siRNA, po 48 godzinach:86% i 90% przy odpowiednio
20 nM i 50 nM siRNA, oraz po 72 godzinach: 69% i 72% przy odpowiednio 20 nM i
50 nM (Ryc. 31).

4.2.3 Analiza poziomu ekspresji TRIM28 na poziomie transkryptu i
bialka

Aby oceni¢ poziom wyciszenia TRIM28 w trakcie trwania eksperymentu,
przeprowadzono analizy ilosciowego RT-PCR, w trzech punktach czasowych: 7-go, 14-go
I 21-go dnia.

Analiza wykazata istotny statystycznie spadek ekspresji TRIM28 w komorkach
traktowanych siRNA specyficznego dla tego genu. Uzyskano wyciszenie ekspresji do
poziomu okoto 30% w komodrkach iPS w trzech analizowanych punktach czasowych.
W komoérkach hES BGO1V uzyskano wyciszenie do poziomu okolo 60% w pierwszych
dwoch punktach czasowych oraz do poziomu 30% w trzecim punkcie czasowym. Nie
zaobserwowano statystycznie istotnego wplywu kontrolnego siRNA na poziom

endogennego TRIM28 w analizowanych liniach komoérkowych (Ryc. 32).
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Ryc. 32 Analiza ilosciowa RT-PCR wzglednego poziomu ekspresji TRIM28
w ludzkich komérkach iPS. Komoérki analizowano W trzech punktach czasowych eksperymentu —
dzien 7, 14 1 21. Wyniki normalizowano do poziomu ekspresji GAPDH.

W celu zbadania wyciszenia endogennego TRIM28 na poziomie biatka w trakcie
trwania eksperymentu, przeprowadzono barwienia immunofluorescencyjne

z przeciwciatem specyficznymi dla TRIM28.

hES BGO1V iPS 26.6
CcT TRIM28 ¥° TRIM28 ¥°

T1

T2

T3

Ryc. 33 Ekspresji bialka TRIM28 w komérkach iPS i hES. Analizowano dwa warianty
komoérkowe (CT i TRIM28"P), w trzech punktach czasowych T1, T2 i T3.

Analiza wykazata spadek poziomu eckspresji biatka TRIM28 w wariancie

komorkowym TRIM28%P we wszystkich trzech analizowanych punktach czasowych. Nie
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zaobserwowano zmian poziomu ekspresji analizowanego biatka w komoérkach kontrolnych

CT (Ryc. 33).

4.2.4 Ocena wplywu wyciszenia ekspresji TRIM28 w badanych
komorkach na cykl komorkowy i indukcje apoptozy

Aby oceni¢ wptyw uzywanych reagentow interferencji RNA na przebieg cyklu
komoérkowego, przeprowadzono analiz¢ cytometryczng komorek typu dzikiego oraz
traktowanych siRNA kontrolnym oraz specyficznym dla genu TRIM28.

Komorki linii iPS 26.6 oraz hES BGO01V poddano barwieniu jodkiem propidyny
a nastgpnie analizie cytometrycznej. Nie zaobserwowano istotnych zmian w przebiegu
poszczegolnych faz cyklu komorkowego w badanych wariantach komoérkowych (Ryc. 34).

W celu oceny wptywu zastosowaniu reagentéw interferencji RNA na indukcje
apoptozy, przeprowadzono analize cytometryczng komorek typu dzikiego oraz
traktowanych siRNA kontrolnym i specyficznym dla genu TRIM28 linii iPS 26.6 i hES
BGO1V. Komorki poddano barwieniu jodkiem propidyny oraz przeciwcialem
specyficznym dla aneksyny V (Ryc. 35).

Analiza nie wykazala istotnych statystycznie zmian w poziomie ekspresji aneksyny

V oraz poziomu wybarwienia jodkiem propidyny w badanych komodrkach.

linia hES linia iPS 26.6

100 100 |
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Ryc. 34 Analiza cytometryczna cyklu komorkowego w komorkach traktowanych
siRNA kontrolnym (CT) oraz specyficznym dla genu TRIM28 (TRIM28KD) w odniesieniu do
komérek typu dzikiego (WT).
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Ryc. 35 Analiza cytometryczna procesu apoptozy w komorkach traktowanych siRNA
specyficznym dla genu TRIM28 (TRIM28KD) w odniesieniu do komérek typu dzikiego
(WT).

Analiza nie wykazata istotnych statystycznie zmian w poziomie ekspresji aneksyny

V oraz poziomu wybarwienia jodkiem propidyny w badanych komorkach.

4.2.5 Ocena morfologii komorek iPS
W celu oceny wplywu wyciszenia ekspresji TRIM28 na podtrzymanie stanu
pluripotencji w liniach iPS 26.6 i hES BG01V prowadzono obserwacje mikroskopowsa
czterech wariantoéw komorkowych analizowanych linii.

WT cT TRIM28*® -FGF

Sdi 1ul| plaoWOY

S3Y 11| pUOWOY

Ryc. 36 Obraz mikroskopowy czterech wariantéw komorkowych linii komoérek iPS
i hES, po 21 dniach hodowli.
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Zaobserwowano, ze po 21 hodowli komoérki z wyciszong ekspresja TRIM28

(TRIM28"P) utracity morfologi¢ typowa dla komoérek pluripotentnych, podobnie jak

komorki hodowane w medium bez suplementacji bFGF (-FGF). Morfologia komorek

nietraktowanych (WT) oraz komorek transfekowanych kontrolnym siRNA (CT) pozostata

niezmieniona. Obie analizowane linie komodrkowe wykazaly analogiczne zmiany

morfologiczne (Ryc. 36).

4.2.6 Analiza ekspresji zewngtrzkomérkowych markeréw pluripotencji

Oceng fenotypu komorek hES i iPS przeprowadzono analizujac poziom ekspres;ji

zewnatrzkomoérkowych markerow pluripotencji SSEA4, Tra 1-60 oraz Tra 1-81 metoda

cytometrii przeptywowe;.
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Ryc. 37 Reprezentatywny  wynik analizy  cytometrycznej

zewnatrzkomoérkowych markeréw pluripotencji

w  komodrkach Kkontrolnych

ekspresji

oraz

w komorkach z wyciszong ekspresja TRIM28 linii komérkowych hES i iPS 26.6, po 21 dniach

hodowli.
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Po 21 dniach hodowli w obu analizowanych liniach, zaobserwowano znaczacy
spadek ekspresji badanych markerow w komorkach z wyciszong ekspresja TRIM28
(TRIM28KD). Komoérki nietraktowane (WT) zachowaly wysoki poziom ekspresji
analizowanych markerow pluripotencji. Wyniki analizy przedstawiono jako histogram
(lewy panel) oraz odpowiadajacy mu wykres (prawy panel) $redniej intensywnos$ci

fluorescencji (MFI) (Ryc. 37).

4.2.7 Analiza ekspresji wewngtrzkomérkowych markeréw pluripotencji
W celu oceny ekspresji markerow pluripotencji OCT3/4 i NANOG w ludzkich
komorkach hES BGO1V i iPS 26.6 z wyciszong ekspresja TRIM28 przeprowadzono
ilosciowa analiz¢ RT-PCR w czasie rzeczywistym. Przeanalizowano 4 warianty
komorkowe: komorki nietraktowane (WT), traktowane kontrolnym siRNA (CT), komorki

z wyciszong ekspresjia TRIM28 (TRIM28XP). Analize prowadzono w trzech punktach

czasowych.
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Ryc. 38 Ilosciowa analiza RT-PCR w czasie rzeczywistym wzglednego poziomu
ekspresji markerow pluripotencji OCT3/4 i NANOG, w komorkach iPS i hES. Komorki
analizowano w trzech punktach czasowych eksperymentu. Wyniki normalizowano do poziomu
ekspresji genu GAPDH.
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hES BGO1V iPS 26.6
VIS uv UV + DAPI VIS UV + DAPI
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Ryc. 39 Analiza immunofluorescencyjna epresp wewnqtrzkomorkowych markeréw
pluripotencji Oct3/4 i Nanog, biatka TRIM28 oraz H3K9me3 w komdrkach hES i iPS.

Zaobserwowano istotny statystycznie spadek ekspresji genu NANOG w wariantach
komorkowych TRIM28XP, w drugim i trzecim z analizowanych punktach czasowych, do
poziomu okoto 10%. Analogiczny wynik zaobserwowano analizujgc poziom ekspres;ji
OCT3/4. Ekspresja tego markera pluripotencji ulegla statystycznie istotnemu obnizeniu
w komorkach TRIM28XP, w drugim i trzecim punkcie czasowym do poziomu
odpowiednio 50% i 30%. W przypadku wariantu komorkowego CT nie zaobserwowano

statystycznie istotnych roznic w ekspresji zarowno genu NANOG jak i OCT3/4 (Ryc. 38).
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Aby potwierdzi¢ zaobserwowany na poziomie transkryptu spadek ekspres;ji
markeréw pluripotencji w komodrkach wyciszong ekspresja TRIM28, analizowane linie
komorkowe poddano  barwieniom immunofluorescencyjnym, z  przeciwciatami
specyficznymi dla markerow pluripotencji Oct3/4 i Nanog oraz dla analizowanego

czynnika TRIM28 i zaleznej od niego metylacji histonu H3K9me3.

Przeprowadzona analiza wykazata zanik ekspresji genu TRIM28 oraz markerow
komoérek pluripotentnych Oct3/4 i Nanog w wariancie komorkowym TRIM28XP linii
komorkowych iPS 26.6 oraz hES BGO1V. Zaobserwowano takze spadek zaleznego od
TRIM28 poziomu metylacji H3K9me3. Nie zaobserwowano spadku ekspresji

analizowanych markerow w komorkach kontrolnych (Ryc. 39).

4.2.8 Analiza ekspresji markeréw réznicowania komérkowego

W celu oceny fenotypu ludzkich komorek iPS 26.6 oraz hES BGO1V z wyciszong
ekspresja genu TRIM28 przeprowadzono ilosciowa analiz¢ RT-PCR w czasie
rzeczywistym. Analizowano 3 warianty komorkowe, w trzech punktach czasowych.
Zbadano poziom ekspresji gendéw zwigzanych z réznicowaniem si¢ komorek: CDX2
(marker komoérek endodermanych), FSP1 (marker komoérek mezodermalnych), PAX6,
SOX1 i MSX1, (markery komorek ektodermalnych). Wyniki normalizowano wzgledem
poziomu ekspresji GAPDH. Krotno$¢ wzrostu ekspresji poszczegdlnych markerow

odnoszono do ekspresji oznaczonej w komorkach traktowanych kontrolnym siRNA .

W pierwszym punkcie czasowym zaobserwowano okoto 10-krotny wzrost ekspresji
genu CDX2 oraz 4-krotny wzrost ekspresji MSX1 w komérkach iPS TRIM28"P. W drugim
punkcie czasowym zaobserwowano 30-krotny wzrost ekspresji CDX2, a takze 5-krotny
wzrost ekspresji MSX1w komorkach linii iPS TRIM28XP. Ponadto zaobserwowano takze
5-krotny wzrost ekspresji genu PAX6 w komorkach z wyciszong ekspresja TRIM28 linii
iPS. W trzecim punkcie czasowym przeprowadzona analiza komoérek iPS TRIM28KP
wykazata 8-krotny wzrost ekspresji FSP1, 6-krotny wzrost ekspresji PAX6, okoto 6-krotny
wzrost ekspresji SOX1. W komorkach kontrolnych nie zaobserwowano statystycznie

istotnego wzrostu ekspresji analizowanych genéw w zadnym punkcie czasowym.
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Ryc. 40 Analiza ilosciowa RT-PCR w czasie rzeczywistym wzglednego poziomu ekspresji markeréw réznicowania komérkowego. Komorki

iPS i hES analizowano w trzech punktach czasowych, po 7, 14 i 21 dniach. Wyniki normalizowano do poziomu ekspresji genu GAPDH.



W komorkach hES TRIM28"P w pierwszym punkcie czasowym nie
zaobserwowano wzrostu ekspresji genow MSX1 i CDX2. W drugim analizowanym
punkcie czasowy, wykazano okoto 8-krotny wzrost ekspresji MSX1 w komorkach hES
TRIM28"P oraz 3-krotny wzrost ekspresji SOX1 i PAX6. W komoérkach TRIM28XP linii
hES, w trzecim punkcie czasowym Ponadto komorki linii hES z wyciszong ekspresja
TRIM28 wykazaly 4-krotny wzrost ekspresji SOX1, 3-krotny wzrost PAX6, 4-krotny
wzrost FSP1 oraz okoto 30-krotny wzrost ekspresji CDX2. W komorkach kontrolnych nie
zaobserwowano statystycznie istotnego wzrostu ekspresji analizowanych genéw w zadnym

punkcie czasowym (Ryc. 40).
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5. DYSKUSJA

Glownym celem niniejszej rozprawy byto okreslenie roli biatka TRIM28
w procesie samoodnowy ludzkich komorek pluripotentnych. W pierwszej czgsci badan
opracowano innowacyjny system reprogramowania ludzkich komorek somatycznych
w kierunku komorek iPS wykorzystujacy System epigenetycznej regulacji ekspresji
transgenu wprowadzanego do komoérek przy uzyciu wektorow lentiwirusowych.
Wyjsciowymi liniami komorkowymi wykorzystanymi w badaniach byty pierwotne linie
fibroblastow. Otrzymane w wyniku reprogramowania fibroblastow stabilne linie komoérek
IPS, pozbawione ekspresji egzogennych czynnikdéw reprogramujacych, poddano ocenie
fenotypowej, molekularnej i funkcjonalnej w celu potwierdzenia ich pluripotentnego
charakteru. W toku dalszych badan wykorzystano linie komoérek iPS jako model
eksperymentalny stuzacy ocenie roli czynnika TRIM28 w procesie samoodnowy komorek
0 charakterze macierzystym. Wykazano, ze komorki pluripotentne pozbawione ekspresji
TRIM2S8 tracg fenotyp typowy dla komoérek macierzystych. Sugeruje to, ze ekspresja
TRIM28 jest niezbedna w procesie samoodnowy komorek pluripotentnych.

Od czasu odkrycia mozliwosci uzyskania komorek o charakterze komorek
macierzystych poprzez nadekspresj¢ czynnikow transkrypcyjnych o wysokim poziomie
ekspresji w komorkach embrionalnych, rozpoczeto intensywne badania majace na celu
zwigkszenie efektywnosci procesu reprogramowania. Wraz z wilgczaniem do badan
szerszego spektrum komorek zwrocono uwage na metody dostarczania genow do komorek
jako czynnik majacy istotny wplyw na wydajno$¢ i bezpieczenstwo reprogramowania.
Pierwotnie wykorzystywane wektory retrowirusowe, pomimo relatywnie wysokiej
wydajnosci, majg zdolnos¢ do infekowania tylko komorek aktywnie proliferujacych, co
moze ograniczy¢ ich zastosowanie [6]. Problem ten rozwigzalo zastosowanie wektorow
lentiwirusowych, ktére dodatkowo umozliwiaja stworzenie systemoéw regulowanej
ekspresji transgenu [88, 89]. Zarowno wektory lenti jak i retrowirusowe integrujg
z genomem transdukowanej komorki, co moze niekorzystnie wptywaé na jego stabilno$é¢
oraz stwarza¢ zagrozenie w przypadku zastosowan klinicznych komoérek iPS otrzymanych
z ich uzyciem. Kolejnym systemem dostarczanie genéw do komoérek sa wektory
adenowirusowe. Ich zaletg jest brak integracji z genomem, ale wadg jest niska wydajnos¢
reprogramowania komorek oraz ograniczona mozliwo$¢ kontroli poziomu ekspres;ji

transgenu [90]. Nieznacznie wyzszg wydajnoscia charakteryzuja si¢ wektory plazmidowe.
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Ze wzgledu na brak mozliwosci ich replikacji w komorce, aby utrzymac staty poziom
nadekspresji czynnikéw transkrypcyjnych, komorki wymagaja kilkukrotnej transfekcji
tymi wektorami w trakcie procesu reprogramowania [42]. Wektory episomalne oriP/EBNA
oparte na wirusie Eppstein-Baar maja zdolno$¢ do samoreplikacji, jednakze wydajnosé
reprogramowania z ich uzyciem jest bardzo niska, na poziomie 0,003% [40]. Opracowane
takze zostaly systemy dostarczania gen6w nie oparte na DNA, polegajace na bezposrednim
dostarczaniu mRNA czynnikow transkrypcyjnych lub koktajlu rekombinowanych biatek
zmodyfikowanych w taki sposob, aby byly aktywnie pobierane przez komorki [44, 45].
Wektory integrujace charakteryzuja si¢ wyzsza wydajnoscig, mozliwe jest takze
jego wycigcie z miejsca integracji oraz regulowanie ekspresji transgenu. W tym celu
stosuje si¢ system Cre-loxP lub system oparty na transpozonach piggyBAC oraz sleeping
beauty, ktory po integracji ulega wycigciu przez naturalnie wystgpujacy enzym
transpozaz¢ [91]. System reprogramowania ludzkich fibroblastow opisany w niniejszej
rozprawie oparto na wektorach lentiwirusowych ze wzgledu na ich udowodniona,
relatywnie wysoka efektywnos¢ reprogramowania. Dane literaturowe opisujg kilka
protokotéw otrzymywania komorek iPS z wykorzystaniem tych wektorow, w tym
multicistonowego wektora umozliwiajagcego konstytutywna ekspresje  czynnikow
reprogramujacych w odpowiednim stosunku stechiometrycznym [48, 89]. Wektor ten jest
wycinany z genomu reprogramowanych komorek przy uzyciu systemu Cre-loxP. W celu
opracowania innowacyjnego systemu reprogramowania, opartego nha epigenetycznej
regulacji ekspresji transgenu, konieczne bylo skonstruowanie nowego lentiwirusowego
wektora ekspresyjnego, nazwanego Stemcca-tetO. W tym celu do plazmidu
multicistronowego pHAGE2-hSTEMCCA-EFla-loxp wklonowano sekwencje
wzmacniajaca WPRE oraz tet operator (tetO). Wektor pHAGE2-hSTEMCCA-EF1a-loxp
posiada kasete ekspresyjng pod promotorem EF1a sktadajaca si¢ z sekwencji Oct3/4/KIf4
I Sox2/c-Myc, rozdzielonych elementem IRES. W wyniku rozdzielenia sekwencji
czynnikow reprogramujacych sekwencja IRES uzyskano odpowiedni stosunek
stechiometryczny ekspresji poszczegdlnych biatek: wysoki poziom Oct3/4 i KIf4 i nizszy
poziom Sox2 oraz c-Myc [92]. Sekwencje Oct3/4/KIf4 i Sox2/c-Myc potaczone sa
samoistnie tngcymi sie sekwencjami, odpowiednio E2A i F2A. W opracowanym systemie
wklonowanie do powyzszego wektora elementu regulatorowego tetO umozliwia
sterowanie ekspresja transgenu w docelowych komoérkach iPS. W tym celu niezbedna jest
transdukcja komoérek 1PS wektorem LVE-HK, z ktorego ekspresji ulega biatko

chimeryczne tTRKRAB. Biatko to jest produktem fuzji transrepressora tetracyklinowego
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(tTR) z E.coli TN10 i domeny KRAB (ang. Kriippel-associated box, KRAB) ludzkiego
genu KOX1, ktéry wigze si¢ z elementem tetO. TTRKRAB pozwala na zalezng od
doksycykliny regulacje ekspresji z promotorow lezacych w pewnej odleglosci od elementu
tetO. Dane literaturowe pokazuja, ze domena KRAB, znajdujaca si¢ w wielu biatkach
posiadajacych motyw ,,palca cynkowego” (ang. zinc-finger protein), wydajnie reguluje
promotory zalezne od polimerazy RNA Il i Il [93-95] poprzez rekrutacje biatek
modyfikujacych chromatyng i1 tworzenie nieaktywnej transkrypcyjnie heterochromatyny.
Wydajnos$¢ regulacji jest najwyzsza w odlegtosci okoto 15 tysigcy par zasad od miejsca
wigzania, ale dane literaturowe sugeruja, ze moze by¢ rowniez wydajna dla promotorow
zlokalizowanych nawet w odlegtosci kilkudziesigciu tysigcy par zasad [96].

W systemie opisanym w niniejszej pracy tTRKRAB ulegajacy ekspresji z wektora
regulatorowego LVE-HK wigze element tetO zlokalizowany w wektorze reprogramujgcym
Stemcca-tetO, co pozwala na epigenetyczng represj¢  ekspresji  czynnikow
reprogramujacych. Umozliwia to uzyskanie stabilnych linii komoérek iPS, pozbawionych
statej ekspresji czynnikdw reprogramujacych. Jest to niezwykle istotne przy wykorzystaniu
uzyskanych linii iPS w dalszych badaniach majacych wykazaé¢ role biatka TRIM28
w procesie samoodnowy. Konstytutywna ekspresja egzogennych czynnikow
transkrypcyjnych mogtaby zafatszowac¢ wyniki przeprowadzanych badan.

W celu potwierdzenia funkcjonalnosci i szczelno$ci systemu, przetestowano go na
komorkach linit MCF-7/HK, wykazujacych stabilna ekspresj¢ biatka tTRKRAB. Komorki
te transdukowano wektorem lentiwirusowym Stemcca-tetO, a nastgpnie hodowano
w dwoch wariantach: bez i z dodatkiem doksycykliny. W hodowli komoérkowej bez
dodatku doksycykliny zaobserwowano brak ekspresji transgenu pochodzacego z wektora
Stemcca-tetO. Fakt ten potwierdzit funkcjonalno$§¢ opracowanego systemu regulacji.
W komorkach hodowanych w obecnosci doksycykliny zaobserwowano stalg ekspresje
transgenu. Wigzanie doksycykliny z biatkiem tTRKRAB uniemozliwia przylaczanie
elementu tetO, w wyniku czego ekspresja transgenu jest zachowana.. Otrzymane wyniki
potwierdzaja, ze opracowany system regulowanej ekspresji jest w petni funkcjonalny.

Postgp badan nad metodami wydajnego dostarczania czynnikOw reprogramujacych
do komorek pozwolit na otrzymanie komorek iPS z wielu rodzajow komorek
somatycznych. Do tej pory z powodzeniem reprogramowano komorki takie jak
keratynocyty [97], amniocyty [98], limfocyty B, komorki macierzyste i endotelialne krwi
pepowinowej [99], melanocyty [100], mezenchymalne komoérki macierzyste szpiku
i innych typow komorek [101]. W przypadku wykorzystania ludzkich komorek, ktore
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wykazywaly endogenng ekspresje przynajmniej jednego czynnika reprogramujacego,
mozliwe bylo zredukowanie liczby wprowadzanych egzogenow. Odréznicowano ludzkie
neuronalne komoérki macierzyste wykorzystujac jedynie nadekspresj¢ Oct3/4, ze wzgledu
na wysoki poziom ekspresji endogennego Sox2 [102]. Komorki pochodzace z owodni,
charakteryzujace si¢ wysokim poziomem ekspresji endogennego c-Myc, reprogramowano
jedynie przy uzyciu genéw Oct3/4, Sox2 i Nanog [103]. Natomiast CD133-pozytywne
komorki macierzyste z krwi pepowinowej, 0 Wysokim poziomie ekspresji endogennego
KIf4 wymagaty nadekspresji jedynie czynnikéw Oct3/4 i Sox2 [104]. W niniejszej pracy,
jako komorki wyjSciowe w procesie reprogramowania wybrano pierwotne ludzkie
fibroblasty. Ten typ komorek umozliwia przeprowadzenie relatywnie efektywnego procesu
reprogramowania, na poziomie 0,001-1% [41]. Dostepno$¢ materiatu umozliwita
opracowanie protokotu wydajnej izolacji pierwotnych fibroblastow z fragmentow skory.
Materiat pozyskano jako odpad medyczny od chorych Wielkopolskiego Centrum
Onkologii, po wyrazeniu §wiadomej zgody na wykorzystanie materialu biologicznego
w celach naukowych. Wyprowadzono ponad 30 linii PHDF od réznych dawcow, ktore, po
szczegdtowej kontroli czysto$ci mikrobiologicznej, zdeponowano w banku komorek
nalezacym do Katedry Biotechnologii Medyczne;.

Wyprowadzone linie pierwotnych fibroblastéw poddano nastepnie transdukcji
wektorem lentiwirusowym Stemcca-tetO w celu reprogramowania ich do komorek iPS.
Pierwsze zmiany morfologiczne obserwowano okoto dnia 10 po transdukcji, natomiast
okoto dnia 14 widoczne byly juz uformowane kolonie komorek przypominajace
morfologicznie komoérki o charakterze macierzystym. Pomiedzy dniem 18 a 21 po
transdukcji kolonie komorek iPS zostaly przeniesione na nowe ptytki w celu
wyprowadzenia stabilnych linii. Nastepnie uzyskane w ten sposéb komorki iPS poddano
transdukcji wektorem lentiwirusowym LVE-HK, umozliwiajacym wyciszenie ekspresji
czynnikow reprogramujgcych. Wykonana analiza RT-PCR potwierdzita brak ekspresji
zintegrowanego transgenu Stemcca-tetO w otrzymanych komorkach iPS. Brak cigglej
ekspresji czynnikow reprogramujacych umozliwia wykorzystanie tych komorek
w badaniach majacych na celu zbadanie procesu samoodnowy. Ciagla ekspresja cMyc,
KIf4, Oct3/4 1 Sox2 moglaby zafalszowa¢ wyniki badan majacych na celu wykazanie
regulatorowej roli biatka TRIM28 w badanym procesie. Ponadto, w przypadku
potencjalnego wykorzystania komoérek iPS w zastosowaniach klinicznych, wyciszenie
ekspresji transgenu jest konieczne ze wzgledu na bezpieczenstwo ich stosowania.

Zachowanie ekspresji genow zwigzanych z fenotypem macierzystym mogloby utrudnié
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réznicowanie komorek, przez co uniemozliwi¢ ich stosowanie w medycynie
regeneracyjnej. Ponadto, utrzymanie stalej ekspresji czynnikow KIf4 oraz cMyc, oraz
zwieksza ryzyko transformacji nowotworowej. Otrzymane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze
opracowany system otrzymywania komorek iPS jest nie tylko skuteczny i wydajny, ale
takze bezpieczny. Komorki otrzymane w wyniku reprogramowania, pozbawione ciaglej
ekspresji  czynnikdw  reprogramujacych, moga stuzy¢ zardwno jako model
eksperymentalny w badaniach podstawowych, jak 1 potencjalne zrodlo komodrek
macierzystych do zastosowan klinicznych.

W opracowanym systemie proces reprogramowania trwa okoto 21 dni, co jest
zgodne z danymi literaturowymi dotyczacymi reprogramowania fibroblastow [6, 48].
Ponadto, zastosowany protokot pozwala na szybsze uzyskanie kolonii komorek iPS, niz
opisywany przez Maherali i wsp. system oparty na wektorze o ekspresji czynnikéw
transkrypcyjnych regulowanej doksycykling [88]. Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze
opracowana metodyka otrzymywania komorek iPS jest wydajna, a system regulacji
ekspresji transgenu oparty na biatku tTRKRAB jest szczelny i umozliwia uzyskanie
komorek iPS pozbawionych ekspresji czynnikdéw reprogramujacych.

Ludzkie komorki iPS wykazuja szereg cech morfologicznych charakterystycznych
dla embrionalnych komodrek macierzystych. Zaréwno komodrki ES pochodzace
z wewnetrznej masy komorkowej blastocysty, jak i uzyskane na drodze reprogramowania
komorki iPS tworzg ptaskie kolonie, o wyraznych brzegach. Komorki tworzace kolonie sg
mate, o duzym jadrze komérkowym i stosunkowo niewielkiej ilosci cytoplazmy [6, 79].
Komorki iPS opisywane w pracy spetniajg te kryteria morfologiczne, co sugeruje ich petne
odrdznicowanie i uzyskanie cech komorek pluripotentnych. Wybrane linie komorek iPS od
réznych dawcow fibroblastow poddano dalszym analizom w celu potwierdzenia ich
macierzystego charakteru.

Proces  reprogramowania moze powodowa¢  powstawanie  aberracji
chromosomowych w komorkach iPS, takich jak translokacje, amplifikacje i zmiana liczby
chromosomow. Dane literaturowe wskazuja na szczegdlnie wysoka czgsto$¢ wystgpowania
trisomii chromosomoéw 1, 8, 12 i 17 [105-107]. W celu sprawdzenia, czy wykorzystany
system otrzymywania komoérek iPS nie wywotal aberracji chromosomowych
przeanalizowano Kkariotyp ustalonych linii komodrek pluripotentnych. WSszystkie
analizowane linie posiadaty prawidtowy Kkariotyp, zgodny z kariotypem wyj$ciowych linii
fibroblastoéw. Zatem opracowany system reprogramowania komoérek somatycznych

w kierunku komorek iPS pozostaje bez wptywu na ich integralno$¢ chromosomows.
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Niezaleznie od metody reprogramowania, kazda linia komoérek iPS musi zosta¢
scharakteryzowana pod wzgledem molekularnym 1 funkcjonalnym, aby potwierdzi¢ jej
pluripotentny charakter. Najbardziej podstawowym testem molekularnym jest oznaczenie
aktywno$ci alkalicznej fosfatazy — jest to najwcze$niej pojawiajacy sie¢ marker
pluripotencji, jednakze jest on wysoce niespecyficzny [4], dlatego nie zostat
przeprowadzony w trakcie badan do niniejszej rozprawy. Komorki iPS wykazuja
podobienstwo do komorek ES w kwestii morfologii, warunkow hodowlanych oraz profilu
ekspresji powierzchniowych i zewnatrzkomorkowych markerow pluripotencji. W petni
odréznicowane komorki wykazuja charakterystyczny dla komoérek ES profil ekspresji
markeréw pluripotencji, tracgc jednoczesnie ekspresje markerow typowych dla komorek
wyjsciowych w procesie reprogramowania [108]. Wykonane analizy RT-PCR wykazaty,
ze badane linie komoérek iPS wykazuja ekspresje gendéw markerowych pluripotencii,
podobnie jak linia kontrolna hES BGO1V. Réwniez barwienia immunofluorescencyjne
potwierdzity, ze otrzymane komorki wykazuja ekspresje zar6wno wewnatrzkomoérkowych
(Oct3/4, Nanog), jak i zewnatrzkomérkowych (TRA 1-60, TRA 1-81, SSEA1) biatek
determinujacych pluripotencje komorek.

Proces reprogramowania komorkowego jest procesem zlozonym, angazujacym
wiele szlakow sygnalowych 1 calkowicie zmieniajacym profil ekspresji gendow
w komorkach. Istnieje wiele teorii odnos$nie jego przebiegu. Poczatkowo uwazano, ze jest
to proces hierarchiczny, ze S$ciSle okreslong sekwencjag zmian molekularnych
prowadzacych do powstania komodrek iPS [109]. Obecnie uwaza si¢, ze proces ten jest
bardziej zrdznicowany 1 sklada si¢ zarowno z fazy hierarchicznej, jak 1 drugiej —
stochastycznej (losowej) [36, 110]. W fibroblastach czynniki reprogramujgce uruchamiaja
losowa kaskade zdarzen, prowadzac do powstania malej frakcji komoérek pre-iPS,
z ktorych tylko niewielka cze$¢ staje si¢ w pelni funkcjonalnymi komodrkami
macierzystymi. Wyniki globalnych analiz ekspresji genéw w trakcie procesu
reprogramowania potwierdzaja, ze zmiany molekularne w komorkach zachodzg stopniowo
[111]. Ponadto, globalne analizy ekspresji, oparte na mikro-macierzach lub globalnym
sekwencjonowaniu sa bezcennym narzedziem badania komorek iPS. Pomimo oczywistych
podobienstw pomiedzy komoérkami iPS oraz ES, doniesienia literaturowe sugeruja istnienie
istotnych roéznic pomigdzy tymi liniami. Wykazano réznice w profilu ekspresji mRNA oraz
mikroRNA [112-114]. Ponadto sugeruje si¢, ze istnieja znaczace rdznice pomiedzy
komorkami iPS pochodzacymi od réznych dawcéw lub otrzymanych réznymi metodami

[115, 116]. Przyczyng tego stanu rzeczy moze by¢ zjawisko pamigci epigenetycznej,
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rozumianej jako obecno$¢ epigenetycznych markerow specyficznych dla komorek
somatycznych z ktorych wyprowadzono komorki iPS. Markery te maja wptyw na profil
ekspresji komorek pluripotentnych [117]. Wykazano roznice w ekspresji  genow,
wynikajagce z zachowanej pamigci genetycznej w komorkach iPS otrzymanych
z fibroblastow, adipocytow oraz keratynocytow [118]. Jednakze istnieja takze doniesienia
sugerujace, ze komorki iPS i hES cechujg si¢ bardzo zblizonym globalnym profilem
ekspresji genow [119].

Sekwencjonowanie transkryptomu z zastosowaniem aparatu Illumina Hi-Seq
umozliwitlo globalng analize zmian profilu ekspresji genow linii wyjsciowych —
fibroblastéow i wyprowadzonych z nich linii komoérek iPS. Analizy statystyczne wynikow
uzyskanych w trakcie sekwencjonowania i obrobki bioinformatycznej udowodnily wysoka
homogenno$¢ badanych linii iPS. Wykazano, ze linie iPS otrzymane w wyniku
reprogramowania, cechuja si¢ podobnym profilem ekspresji genéw zwigzanych
z pluripotencjg komorek. Ponadto, profil ekspresji linii iPS oraz hES jest podobny,
natomiast rozni si¢ od profilu wyjSciowych linii fibroblastow. Analiza gtéwnych
sktadowych oraz analiza korelacji wykazaly, Ze w ujgciu globalnej ekspresji genoéw, linie
iIPS oraz hES otrzymane w procesie reprogramowania w opracowanym systemie sg wysoce
homogenne. Wynik ten sugeruje, ze opracowany system moze w przysztosci postuzy¢ do
stworzenia w celach klinicznych banku homogennych komoérek iPS. Dane literaturowe
sugeruja, ze bank kilkudziesieciu komorek iPS, scharakteryzowanych pod katem ekspresji
gendow MHC (ang. Major Histocompatibility Complex, MHC), moéglby postuzy¢ jako
zrodto komorek w medycynie regeneracyjnej, zgodnych tkankowo z wigkszoscig populacji
danego kraju [120].

Ostateczng metoda weryfikacji pluripotencji komoérek iPS sg analizy funkcjonalne
polegajace na przetestowaniu ich potencjatu do réznicowania si¢ in vitro oraz in vivo.
Najwazniejsze z nich, stosowane w przypadku komorek zwierzecych, najczesciej mysich,
to uzyskiwanie zwierzat chimerycznych oraz test tetraploidalnej komplementacji. Pierwsza
z nich polega na wszczepieniu analizowanych komoérek do blastocyst, w obrgbie wezta
zarodkowego. W peli pluripotentne komorki beda zdolne do zasiedlenia wezla
zarodkowego i brania udzialu w rozwoju wszystkich tkanek organizmu myszy [33].
Modyfikacja tej metody jest technika tetraploidalne; komplementacji, dzigki ktorej
z zarodka rozwija si¢ mysz w caloSci wywodzaca si¢ z testowanych komorek.
W odroznieniu od tworzenia myszy chimerycznych, komorki iPS wszczepiane sa do

tetraploidalnej blastocysty, ktora bez ich udziatu nie jest w stanie wytworzy¢ zadnej tkanki,
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poza blonami plodowymi. Wynikiem tego testu potwierdzajagcym embrionalny charakter
jest urodzenie si¢ zywej i plodnej myszy [121, 122]. Wykorzystanie opisanego testu
w przypadku komorek ludzkich jest niewykonalne z etycznych i technicznych wzgledow.
Potencjat ludzkich komorek mozna przetestowa¢ wszczepiajac je podskornie,
domigsniowo lub do jader myszom z obnizong odpornoscia (typu Nude, NOD/SCID lub
SCID). Srodowisko w jakim si¢ znajduja, umozliwia komoérkom o charakterze
embrionalnym spontaniczne réznicowanie si¢ i uformowanie potworniakoéw, czyli guzéw
zbudowanych z tkanek wywodzacych si¢ z trzech listkow zarodkowych mezo-, ekto-
I endodermy [123]. Analizy in vitro obejmuja tworzenie embrionalnych — sferycznych
struktur, przypominajacych zarodek w trakcie gastrulacji, majgcych potencjal do
réznicowania si¢ w komorki wywodzace si¢ z trzech listkow zarodkowych [124].

Linie komorek iPS badane w ramach niniejszej rozprawy zostaty poddane zaréwno
réznicowaniom in vitro jak i in vivo. Zaréwno test formowania ciat embrionalnych, jak
1 test formowania potworniakéw potwierdzily pluripotentny charakter badanych linii iPS.
Obydwa testy udowodnity potencjal komodrek iPS do rdznicowania si¢ w komorki
wywodzace si¢ z trzech listkow zarodkowych. Ponadto, analiza RT-PCR ekspresji
transgenu w uformowanych z komorek iPS potworniakach, wykazala, ze opracowany
system regulacji ekspresji transgenu jest w pelni funkcjonalny. Wyciszenie ekspresji
zintegrowanego transgenu wektora Stemcca-tetO jest trwate, nie tylko w przypadku
przedtuzonej hodowli in vitro, ale takze w trakcie spontanicznego réznicowania komorek
in vivo. Ze wzglgdu na ograniczenia techniczne w analizowaniu ludzkich komorek
macierzystych (brak mozliwosci przeprowadzenia testu tetraploidalnej komplementacji
oraz uzyskania organizmu chimerycznego) test formowania potworniakow uwazany jest za
,»ztoty standard” potwierdzajacy pluripotentny charakter komorek iPS. Wyniki analiz linii
iPS pozwalaja jednoznacznie stwierdzi¢, ze otrzymane komorki posiadajg wszystkie cechy
pluripotentnych komoérek macierzystych.

Jedng z cech charakterystycznych komorek pluripotentnych jest zdolno$¢ do
samoodnowy, rozumiana jako zdolnos¢ do przej$cia nieograniczonej liczby podziatow
komorkowych, bez utraty potencjalu do réznicowania w komorki wywodzace si¢ z trzech
listkbw zarodkowych. Regulacja procesu samoodnowy jest zlozona, zalezna od
wzajemnych oddziatywaniach czynnikow transkrypcyjnych powigzanych z pluripotencja:
Oct3/4, Nanog i Sox2[125]. W toku badan nad komoérkami macierzystymi wykazano, ze
regulacja procesu samoodnowy jest zalezna od wielu szlakéw sygnatowych, takich jak

szlak Wnt [126], STAT3 [127, 128], BMP [129] czy LIF [130]. Doniesienia literaturowe
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wskazuja takze na prawdopodobng istotng role biatka TRIM28 w procesie samoodnowy.
TRIM28 zostal zidentyfikowany przez Hu i wsp. jako jeden z 148 czynnikéw niezbednych
do podtrzymania stanu pluripotencji w mysich komoérkach ES[131]. W przypadku mysich
komorek embrionalnych wykazano, z w trakcie spontanicznego réznicowania si¢ tracg one
ekspresj¢ TRIM28 [132]. Ponadto, udowodniono, ze delecja TRIM28 w trakcie rozwoju
embrionalnego jest letalna dla zarodka [83, 84]. Seki i wsp. wykazali w swoich badaniach,
ze TRIM28 reguluje samoodnowe mysich komorek ES w sposéb zalezny od fosforylacji.
Ufosforylowane na serynie 824 biatko TRIM28 tworzy kompleks z czynnikiem
transkrypcyjnym Oct3/4 oraz biatkami remodelujagcymi chromatyn¢ Smarcadl, Brg-1
i BAF155. Kompleks ten indukuje ekspresj¢ innych gendéw zwigzanych ze stanem
pluripotencji i pozwala na podtrzymanie macierzystego fenotypu komorek. Zniesienie tej
fosforylacji skutkuje wigc spadkiem ekspresji gendéw markerowych pluripotencji
i spontanicznym roznicowaniem si¢ komoérek [81]. Wykazano takze, ze biatko TRIM28,
wraz z kompleksem PRCL1 (ang. Polycomb Repressive Complexes 1) jest odpowiedzialne
za represje¢ genow tkankowo-specyficznych w embrionalnych komoérkach macierzystych.
Woyciszenie ekspresji TRIM28 w mysich komorkach macierzystych skutkuje utrata ich
pluripotentnego charakteru, spadkiem ekspresji gendw zwigzanych ze stanem pluripotencji
I aktywacja ekspresji genow tkankowo specyficznych [82]. Dodatkowo, wykazano takze
udziat biatka TRIM28 w roznicowaniu si¢ mysich mioblastow, bedacych prekursorami
migsni szkieletowych, na drodze regulacji wigzania czynnika MyoD do promotorow
tkankowo-specyficznych genow. W komoérkach mioblastow TRIM28 wigze si¢
z czynnikami MyoD oraz Mef2, rekrutujac dodatkowe biatka remodelujace chromatyne,
np. HDAC. Skutkuje to zahamowaniem transkrypcji okolicznych promotoréw
1 utrzymaniem mioblastow w stanie niezroznicowanym [133]. Ponadto udowodniono, ze
knock-out biatka TRIM28 w mysich zarodkach jest letalny na wczesnym etapie rozwoju
embrionalnego, co sugeruje jego istotng role w podtrzymaniu i regulacji stanu pluripotencji
komorek macierzystych [83, 84]. Opisane powyzej dane literaturowe wskazuja na istotng
role biatka TRIM28 w regulowaniu procesOw majacych na celu podtrzymanie charakteru
macierzystego komorek, a takze jego udzial na wezesnym etapie rozwoju embrionalnego.
Sugerujac si¢ powyzszymi danymi literaturowymi, poddano analizie role biatka TRIM28
w regulacji procesu samoodnowy ludzkich komorek iPS. Jako model badawczy
wykorzystano komorki iPS otrzymane w pierwszym etapie badan.

W celu zbadania roli biatka TRIM28 w procesie samoodnowy ludzkich komoérek

IPS wykorzystano reagenty interferencji RNA. Ekspresje badanego biatka wyciszono
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mieszaning dwoch siRNA. W celu wybrania najbardziej optymalnych warunkow
transfekcji przetestowano zestaw pigciu réznych siRNa specyficznych dla genu TRIM28.
Analizie poddano rozne warunki transfekcji oraz stezenie czasteczek siRNA. Umozliwito
to wybranie mieszaniny dwoch siRNA najwydajniej wyciszajacych ekspresj¢ TRIM2S,
przy najnizszej cytotoksycznosci komorek. Ze wzgledu na fakt, ze wyciszenie uzyskane ta
metoda jest przejsciowe, komorki transfekowano co 72 godziny. Przeprowadzone analizy
wykazaly uzyskanie statego wyciszenia ekspresji TRIM28 na poziomie transkryptu i biatka
przez caly czas trwania eksperymentu. Réznice w uzyskanym poziomie wyciszenia
pomigdzy liniami iPS a linig hES, pomimo identycznych warunkoéw transfekcji, moga
wynika¢ z wickszej plastycznosci komoérek iPS. Zaobserwowano, ze linia hES, bedaca
linig ustalong, jest znacznie mniej wrazliwa na modyfikacje warunkéw hodowli oraz
manipulacje genetyczne, niz linie iPS.

TRIM28 jest jednym z biatek nalezacych do rodziny KRAB-ZFP. Jest to
najwigksza rodzina czynnikow transkrypcyjnych z domeng palca cynkowego,
zaangazowana w wiele procesow komodrkowych, migdzy innymi w regulacje procesu
apoptozy i cyklu komérkowego [67, 70, 73]. W zwiazku z tym, przeanalizowano linie
komorek iPS 1 hES po wyciszeniu ekspresji TRIM28 pod katem zmian w cyklu
komorkowym oraz aktywacji procesu apoptozy. Nie zaobserwowano istotnych
statystycznie réznic w przebiegu cyklu komorkowego w komorkach TRIM28 <P
w odniesieniu do komorek typu dzikiego oraz do komorek traktowanym kontrolnym
SiRNA. Podobnie, nie zaobserwowano wpltywu wyciszenia TRIM28 w komorkach
pluripotentnych na aktywacje procesu apoptozy.

Jednym z biatek bedacych, podobnie jak TRIM28, epigenetycznym regulatorem
ekspresji genoéw jest Wdr5. Ang i wspotpracownicy wykazali, ze wyciszenie biatka Wdr5
obniza globalng zawartos¢ H3K4me3 prowadzac do =zaburzen -ekspresji genoéw
pluripotencji, spadku potencjatu samoodnowy komorek ES oraz ré6znicowania w kierunku
ektodermy i trofektodermy. Biatko Wdr5 jest czeScia kompleksu Trithorax
odpowiedzialnego za potrojng metylacje histonu 3 na lizynie 4 (H3K4me3), bedaca
markerem aktywnej transkrypcyjnie chromatyny . Wykazano, ze Wdr5 moze bezposrednio
regulowac ekspresje biatek Oct3/4, Sox2 i Nanog. Ponadto, wyciszenie ekspresji biatka
Wdr5 w komorkach pluripotentnych, prowadzi do ich spontanicznego roéznicowania si¢
i utraty wszelkich cech komorek macierzystych. Zaobserwowano spadek metylacji
H3K4me3 w komorkach pluripotentnych z wyciszong ekspresja Wdr5, ktory poprzedzat

obnizenie poziomu ekspresji gendéw markerowych pluripotencji Oct3/4 1 Nanog.
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Obserwacje te wskazujg na potencjalny mechanizm regulowania procesu samoodnowy
przez biatko Wdr5 [134].

Innym biatkiem regulujgcym ekspresje genow na drodze epigenetycznych zmian
struktury chromatyny jest demetylaza histonowa KDM5B. Biatko to katalizuje demetylacje
lizyny 5 histonu 3 (H3K4me3), bedaca znacznikiem aktywnej transkrypcyjnie chromatyny.
Wykazano wysoki poziom jego ekspresji w komorkach embrionalnych a takze
w komoérkach progenitorowych neurondw oraz hematopoetycznych komorkach
macierzystych. Delecja pojedynczego egzonu (ezgon 1) KDM5B na etapie rozwoju
embrionalnego jest letalna, natomiast delecja egzonu 6 skutkuje wieloma wadami
rozwojowymi plodu. Kidder i wsp. wykazali, z wyciszenie ekspresji KDMS5B
w komoérkach macierzystych prowadzi do deregulacji procesu samoodnowy i utraty
charakteru pluripotentnego [135].

Badania uwzgledniajace udziat biatek WDRS i KDM5b w regulacji procesu
samoodnowy wykazaty, ze mechanizmy epigenetyczne maja istotne znaczenie dla
utrzymania macierzystego fenotypu komorek.. Zniesienie formy aktywnej chromatyny,
poprzez obnizenie H3K4me3, powoduje spontaniczne rdznicowanie. Mozna zatem
przypuszczaé, ze zmniejszenie formy represywnej chromatyny, poprzez obnizenie
H3K9me3, moze wywota¢ analogiczny efekt.

TRIM28 jest biatkiem regulatorowym uczestniczacym w represji transkrypcji
poprzez przylaczanie kompleksu biatek odpowiedzialnych za metylacje histonu 3 na
lizynie 9 i 27 (H3K9me3 oraz H3K27me3) i formowaniu nieaktywnej transkrypcyjnie
heterochromatyny. Zaobserwowano, ze wyciszenie ekspresji TRIM28 w komorkach
pluripotentnych powoduje zaburzenie procesu samoodnowy i utrate przez komorki ich
macierzystego fenotypu. Po 21 dniach wyciszenia ekspresji TRIM28 komorki utracity
morfologie typowa dla komodrek macierzystych, podczas gdy komorki traktowane
kontrolnym siRNA nie wykazywaly oznak réznicowania. Zmianom morfologicznym
towarzyszyl takze zanik ekspresji zewnatrzkomérkowych markeréw pluripotencji takich
jak SSEA4, TRA 1-60 i TRA 1-81. Ponadto, zarowno w linii hES jak i w liniach iPS
zaobserwowano spadek ekspresji markeréw pluripotencji Oct3/4 i Nanog, zar6wno na
poziomie transkryptu jak 1 biatka. Poziom metylacji H3K9 rowniez ulegl obnizeniu
w komorkach pozbawionych ekspresji TRIM28. Jednakze, aby w peini odpowiedzie¢ na
pytanie o mechanizm dziatania TRIM28 w regulacji procesu samoodnowy, niezbedne jest
wykonanie globalnych analiz ekspresji i metylacji genéw oraz analiz proteomicznych.

Umozliwi to poznanie doktadnego mechanizmu dziatania TRIM28 oraz pozwoli na
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okreslenie kierunku roznicowania si¢ komoérek. Proces réznicowania si¢ komorek iPS
charakteryzuje si¢ pewna nieprzewidywalnosciag. Komorki pluripotentne ulegajace
spontanicznemu roéznicowaniu tworzg komorki wywodzace si¢ z trzech listkow
zarodkowych, natomiast komorki pluripotentne réznicujgce si¢ w wyniku utraty ekspresji
TRIM28 ukierunkowuja si¢ w konkretny typ komorek. Analizy RT-PCR wykazaty, ze
linie iPS roéznicujg si¢ w kierunku komorek ektodermalnych, wykazujacych ekspresje
PAX6 1 SOX1, a takze komoérek mezodermalnych, wykazujacych wysoki poziom ekspresji
FSP1. Ekspresja FSP1, bedacego markerem specyficznym dla fibroblastow, sugeruje, ze
wyciszenie TRIM28 mogto spowodowacé cofnigcie si¢ komorek iPS do stanu wyjsciowego,
czyli do fibroblastow. Aby uzyska¢ odpowiedZ na to pytanie, niezbedne jest wykonanie
wspomnianych wczeéniej analiz szerokoprzepustowych, ktore umozliwig bardziej globalne
spojrzenie na procesy zachodzace w komodrkach macierzystych tracacych charakter
pluripotentny.

Podsumowujac, wyniki uzyskane w ramach realizacji tematu niniejszej rozprawy,
sugerujg istotng rolg¢ biatka TRIM28 w podtrzymaniu procesu samoodnowy ludzkich
komorek iPS. Wyciszenie ekspresji badanego biatka powoduje szereg zmian w profilu
ekspresji 1 metylacji komorek pluripotentnych, prowadzac w ostatecznosci do ich
samoistnego réznicowania si¢ i utraty cech komorek macierzystych. Biatko TRIM2S,
bedace ko-represorem transkrypcji, ma istotny wptyw na regulacj¢ procesu samoodnowy
ludzkich komoérek macierzystych. Zachowanie ekspresji TRIM28 jest niezbedne do

podtrzymania procesu samoodnowy komoérek iPS oraz hES.
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6. WNIOSKI

1.

7.

Opracowano wydajny system generacji komodrek iPS, ktéory zapewnia

epigenetyczng regulacje ekspresji transgenu.

1.1 Otrzymane w powyzszym systemie linie komorek iPS wykazuja cechy
komorek macierzystych i s3 homogenne wzglgdem siebie oraz wzgledem linii
hES.

1.2 Komorki iPS poddane zdolne sa do réznicowania si¢ w komorki wywodzace sig¢
z trzech listkow zarodkowych

TRIM2S jest zaangazowany w regulacje procesu samoodnowy ludzkich komorek

iPS i hES

2.1 Wyciszenie ekspresji TRIM28 skutkuje obnizeniem ekspresji zewnatrz-
1 wewnatrzkomérkowych markeréw pluripotencji oraz obnizenie zaleznej od
TRIM28 metylacji histonu H3K9me3

Wyciszenie TRIM28 powoduje wzrost ekspresji markerow roznicowania komoérek

iPS oraz hES
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8. STRESZCZENIE

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie unowocze$nionej metody generowania
ludzkich indukowalnych komorek pluripotencjalnych (iPS). Innowacyjno$¢ metody polega
na zastosowaniu epigenetycznej regulacji ekspresji genow, dzigki czemu otrzymane linie
iPS, byly pozbawione ekspresji czynnikow reprogramujacych. Dalsza czgs¢ badan
poswiecona byla ewaluacji roli czynnika TRIM28 (KAP1) w podtrzymaniu procesu
samoodnowy ludzkich komoérek pluripotencjalnych. TRIM28 pelni role epigenetycznego
represora ekspresji gendw, wplywajac na proces tworzenia si¢ heterochromatyny. W celu
otrzymania ludzkich komorek iPS, fibroblasty poddano podwojnej transdukcji wektorem
lentiwirusowym niosagcym 4 czynniki reprogramujace: Oct3/4, Sox2, cMyc i Klif4,
a nastepnie hodowano w specjalnych warunkach przez okoto 21 dni. Kolonie komorek,
w ktorych doszto do procesu reprogramowania zostaly rozchodowane do stabilnych linii
komoérkowych, ktore nastepnie poddano transdukcji wektorem niosgcym czynnik
wyciszajacy ekspresje egzogennych czynnikow reprogramujacych. W celu walidacji
komorek oceniona zostala ekspresja wewnetrznych 1 zewnetrznych markerdéw pluripotencji
za pomocg metody RT-PCR oraz barwien immunofluorescencyjnych. Przeprowadzono
takze analize kariotypu komoérek metoda barwienia GTG. W celu oceny funkcjonalne;j
pluripotentnego fenotypu otrzymanych komoérek przeprowadzono test formowania ciat
embrionalnych, guzéw typu teratoma oraz ukierunkowane roznicowanie. Wyciszenie
ekspresji czynnikéw reprogramujacych potwierdzono na kazdym etapie badan metoda
RT-PCR. Aby oceni¢ role TRIM28 w procesie samoodnowy komérek iPS, wyciszono jego
ekspresje przy uzyciu specyficznego siRNA. Komorki analizowano po 7,14 1 21 dniach
cigglego  wyciszenia, sprawdzajac  poziom ekspresji  TRIM28, zewnetrznych
1 wewngtrznych markerdw pluripotencji przy pomocy analizy RT-qPCR, FACS oraz
barwien immunofluorescencyjnych. Opracowano wydajny protokél otrzymywania
stabilnych linii komorek iPS, oparty na epigenetycznej regulacji ekspresji transgenu.
Otrzymane linie komorek iPS utrzymywaly swd@j pluripotentny fenotyp podczas
przedhuzonej hodowli in vitro oraz wykazywaty zdolno$¢ do réznicowania si¢ w linie
komorkowe wywodzace si¢ z trzech listkow zarodkowych, zaréwno in vitro. Wykazano, ze
biatko TRIM28 jest kluczowe w podtrzymaniu procesu samoodnowy ludzkich komoérek

iIPS, wyciszenie jego ekspresji prowadzi do utraty ich pluripotentnego fenotypu.
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9. ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the role of TRIM28 factor (KAP1) in
regulation of the self-renewal process in human pluripotent stem cells. TRIM28 epigenetic
acts as a repressor of gene expression, affecting the formation of heterochromatin. We
designed a novel method for generation of human induced pluripotent stem cells.
Innovation of our method involves the use of epigenetic regulation of gene expression, so
that iPS lines obtained were devoid of the reprogramming factors expression. In order to
obtain human iPS cells, fibroblasts was double transduced with lentiviral vector carrying
four reprogramming factors: Oct3/4, Sox2, c-Myc, and KIf4, and then cultured under
special conditions for about 21 days. Colonies of reprogrammed cells were cultured to
establish stable cell lines, which were then transduced with a vector carrying regulatory
element for silencing the expression of the exogenous reprogramming factors. In order to
validate the pluripotency of obtained cells we assessed expression of internal and external
pluripotency markers by RT-PCR and immunofluorescence staining. Karyotype analysis
were also performed by GTG staining. In order to evaluate the functional phenotype of the
obtained cells embryonic bodies formation was tested in vitro and teratoma formation in
vivo. We confirmed silencing of reprogramming factors expression at each stage of
research by RT-PCR. To assess the role of TRIM28 in the process of self-renewal in iPS
cells, we silenced its expression using a specific SIRNA. Cells were analyzed after 7, 14
and 21 days of continuous TRIM28 knock-down. We tested the expression levels of
TRIM28 and internal, and external pluripotency markers using RT-qPCR, FACS and
immunofluorescence staining. We designed efficient protocol for generation stable iPS cell
lines, based on epigenetic regulation of transgene expression. Obtained iPS cells maintain
their pluripotent phenotype during prolonged culture, and were able to differentiate into
cell lines derived from the three germ layers both in vitro and in vivo. It has been proven
that TRIM28 protein is essential to maintain the self-renewal process of human iPS cells,

and silencing its expression leads to a loss of pluripotent phenotype.
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