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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie SPOCK2, jako regulatora réznicowania ludzkich plu-
ripotencjalnych komorek macierzystych w kierunku komérek B trzustki.

Wynalazek ujawnia zastosowanie SPARC/osteonektyna, CWCV i domeny podobne do Kazal
proteoglikan 2 (SPOCK?2), jako regulatora réznicowania ludzkich pluripotencjalnych komérek macierzy-
stych (hPSC, ang. human pluripotent stem cells) w kierunku komorek B trzustki. SPOCK2 wptywa na po-
wstawanie komorek f w procesie réznicowania z ludzkich komérek macierzystych (SC-B, ang. stem
cells derived B cells), reguluja ich proliferacje i funkcjonalno$¢. SPOCK?2 jest negatywnym, regulatorem
tych proceséw. Obnizenie poziomu SPOCK2 przyczynia sie do znacznego wzrostu proliferacji komoérek
SC-B, podczas gdy aktywacja SPOCK2 hamuje ich ekspansje. Dodatkowo, brak SPOCK2 podczas roz-
nicowania hPSC w kierunku komérek B juz na etapie ich progenitorow przyspiesza ten proces, co skut-
kuje efektywniejszym ich réznicowaniem. Powstate w ten sposéb komorki SC-B charakteryzujg sie
zwiekszonym wydzielaniem insuliny (INS) in vitro i in vivo, stymulowanym glukozg, poréwnywalnym
do ludzkich komorek B wysp trzustkowych.

Obecne protokoty réznicowania komorek 3 in vitro z hPSC opierajg sie na nasladowaniu kolejnych
etapow rozwojowych trzustki poprzez modulacje szlakéw sygnatowych zaangazowanych w ten proces.
Modulacja poszczegodlnych sciezek sygnalizacyjnych odbywa sie z uzyciem zwigzkéw drobnocza-
steczkowych i czynnikéw wzrostu. Aktualnie najwiekszg efektywnos$¢ réoznicowania osigga sie uzywajgc
protokotow 3D, w ktérych komérki tworzg organoidy zawieszone w medium réznicujgcym. Pierwszym
etapem jest zréznicowanie hPSC do endodermy (DE, ang. definitive endoderm) poprzez aktywacje ka-
nonicznego szlaku WNT i TGFf. CHIR99021 poprzez inhibicje GSK3p aktywuje kanoniczny szlak WNT.
Aktywacja szlaku TGFp odbywa sie zazwyczaj poprzez biatko aktywine A. Efektywnos¢ réznicowania
na tym etapie wynosi okoto 90-95% (D'Amour et al, 2005, Nat Biotechnol, 23(12), 1534-1541), (Boro-
wiak & Melton, 2009, Curr Opin Cell Biol, 21(6), 727-732), (Takenaga, Fukumoto, & Hori, 2007, J Cell
Sci, 120(Pt 12), 2078-2090).

Po osiggnieciu stadium DE ma miejsce aktywacja sciezki FGF poprzez dodanie czynnika wzrostu
keratynocytéw (KGF, ang. keratinocyte growth factor). Aktywacja sciezki FGF prowadzi dalszg specyfi-
kacje do komérek endodermy przedjelitowej (PGT, ang. primitive gut tube), czyli prekursoréw dla prze-
tyku, zotgdka, watroby oraz trzustki (D'Amour et al., 2006, Nat Biotechnol, 24(11), 1392-1401), (Kroon
et al., 2008, Nat Biotechnol, 26(4), 443-452), (Russ et al., 2015, EMBO J, 34(13), 1759-1772). Nastepnym
stadium osigganym przez komorki podczas réznicowania sa komorki progenitorowe (PP, ang. pancre-
atic progenitors). Dodanie do pozywki roznicujgcej kwasu retinowego (RA, ang. retinoic acid) indukuje
ekspresje markerowego genu PDX1, czynnika transkrypcyjnego niezbednego do formowania sie
trzustki (Johannesson et al., 2009, PLoS One, 4(3), e4794). Dodatkowo, kombinacja embrionalnego
czynnika wzrostu (EGF, ang. embryonic growth factor) i nikotynamidy zwieksza efektywnos¢ roznico-
wania in vitro ludzkich PSC do komérek P poprzez aktywacje ekspresji specyficznego czynnika tran-
skrypcyjnego NKX6-1 juz na etapie komérek PP. NKX6-1 jest niezbedny do prawidiowego rozwoju
i funkcjonowania komérek B (McGaugh & Nostro, 2017, J Vis Exp(121)). Markerem wyrdzniajgcym ko-
morki PP jest rowniez SOX9. Na tym etapie roznicowania osigga sie efektywnos¢ okoto 70%. Kolejnym
etapem réznicowania in vitro jest nabycie przez komorki cech progenitoréw endokrynnych (EP, endocrine
progenitors). Inhibicja szlaku Notch jest niezbedna do aktywacji NGN3 i rozpoczecia powstawania komorek
EP (Murtaugh, Stanger, Kwan, & Melton, 2003, Proc Natl Acad Sci USA, 100(25), 14920-14925),(Zhang et
al., 2021, Cell Death Dis, 12(10), 867). Ponadto, zahamowanie szlaku TGF przez dodanie inhibitora
receptora ALK5 (receptor TGFp typu |) wspomaga réznicowanie endokrynnych komorek trzustki (Nostro
et al., 2011, Development, 138(5), 861-871), (Rezania et al., 2012, Diabetes, 61(8), 2016—2029). Sta-
dium komérek EP charakteryzuje sie ekspresjg genow takich jak, CHGA i NGN3, a efektywnos$¢ rozni-
cowania wynosi okoto 60%. Koncowym stadium jest dojrzewanie komorek EP i specjalizacja w kierunku
funkcjonalnych komérek B. Jednakze wcigz niewystarczajgco poznane sg mechanizmy kierujgce pro-
cesami dojrzewania EP i ich ré6znicowania w strone komérek . Podczas réznicowania in vitro nadal
problem stanowi niska i zmienna efektywnos$¢ uzyskiwania funkcjonalnych komoérek B, jest to okoto
20-50% komorek. Po osiggnieciu stadium wczesnych niedojrzatych komoérek f nastepuje ich dojrzewanie,
czyli nabieranie cech charakterystycznych dla dojrzatych funkcjonalnych komarek B, takich jak ekspre-
sja specyficznych gendw (INS, NKX6-1, PDX1, CHGA, PCSK1) oraz zdolnos¢ sekrecji INS w odpowie-
dzi na zwigekszony poziom glukozy.
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Patenty dotyczace protokotéw majgcych na celu otrzymanie komérek 3 powstatych w procesie
réznicowania z hPSC.

D’Amour et al. opisuje wytwarzanie wzbogaconych kultur endodermy wiasciwej (ang. definitive
endoderm — DE) pochodzacej z ludzkich embrionalnych komérek macierzystych (ES) w obecnosci wy-
sokiego stezenia aktywiny i niskiego poziomu surowicy (D'Amour et al., 2005, Nat Biotechnol, 23(12),
1534-1541), co zostalto zilustrowane w patencie USA nr 7704738. Przeszczepienie tych komérek pod
torebke nerkowg myszy spowodowato réznicowanie w bardziej dojrzate komorki o cechach tkanki en-
dodermalnej co omawia patent USA nr 7704738.

Komorki endodermy pochodzgce z ludzkich embrionalnych komérek macierzystych mozna dalej
réznicowac¢ w komorki prekursorowe trzustki (ang. pancreatic progenitors — PPs) z ekspresjg czynnika
transkrypcyjnego PDX1 po dodaniu FGF-10 i kwasu retinowego (USA nr 2005/0266554A1). Pézniejsza
transplantacja komérek PPs do poduszki ttuszczowej myszy z niedoborem odpornosci spowodowata
utworzenie funkcjonalnych komérek endokrynnych trzustki po 3—4-miesiecznej fazie dojrzewania. Pro-
blem zostat zilustrowany w patencie USA nr 7993920 i w patencie USA nr 7534608).

Fisk i in. opisujg system wytwarzania komérek wysp trzustkowych z ludzkich embrionalnych
komérek macierzystych przedstawione w patencie USA nr 7033831. W tym przypadku $ciezke rézni-
cowania podzielono na trzy etapy. Ludzkie embrionalne komorki macierzyste najpierw réznicowano
do endodermy przy uzyciu kombinacji maslanu sodu i aktywiny A omoéwione w patencie USA nr
7326572. Komérki nastepnie hodowano z antagonistami BMP, takimi jak Noggin, w potaczeniu z EGF
lub betaceluling w celu wytworzenia komérek pozytywnych pod wzgledem PDX1. Koncowe réznicowa-
nie zostato wywotane przez nikotynamid.

Zastosowanie ligandoéw efryny i sfingozyno-1-fosforanu, jako regulatoréw réznicowania pluripo-
tencjalnych komérek macierzystych do komoérek endokrynnych zostato zilustrowane w patencie
US 10066210B2.

Najnowsze prace prezentujgce protokoty do réznicowania hPSC w kierunku komorek f trzustki:

e BarsbyT. etal., Differentiating functional human is let-like aggregates from pluripotent stem cells.
STAR Protoc. 2022 Dec 16;3(4): 101711. Epub 2022 Sep 21. PMID: 36136756; PMCID:
PMC9508476. https://doi: 10.1016/j.xpro.2022.101711.

e Nair, G. G. et al. Author Correction: Recapitulating endocrine cell clustering in culture promotes
maturation of human stem-cell-derived beta cells. Nat Cell Biol 21, 792 (2019).
https://doi.org/10.1038/s41556-019-0316-3

e Velazco-Cruz, L, et al., Acquisition of Dynamic Function in Human Stem Cell-Derived 8 Cells.
Stem Cell Reports, 12(2), 351-365 (2019).
https://doi.org/10.1016/j.stemcr. 2018.12.012

e Rezania, A et al. Reversal of diabetes with insulin-producing cells derived in vitro from human
pluripotent stem cells. Nat Biotechnol 32, 1121-1133 (2014).
https://doi.org/10.1038/nbt.3033

e Pagliuca, F. W. et al. Generation of functional human pancreatic beta cells in vitro. Cell 159, 428—-439
(2014). https://doi.org/10.1016/j.cell.2014.09.040

Stan techniki dotyczacy biatka SPOCK2:

SPOCK?2 to wydzielany wielodomenowy proteoglikan nalezgcy do rodziny biatek BM-40/SPARC,
ktory jest czesScig macierzy zewnatrzkomérkowe;j (Viloria et al., 2016, Sci Rep, 6, 37839.) (Hartmann &
Maurer, 2001, Matrix Biol, 20(1), 23-35). SPOCK2 ulega ekspresji miedzy innymi w komdrkach $rod-
btonka mézgu i neuronach (Vannahme et al., 1999, J Neurochem, 73(1), 12—20) jak réwniez w komér-
kach B trzustki i ich progenitorach endokrynnych (EP) (Atlasy sekwencjonowania RNA pojedynczych
komérek: https://eolaniru.shinyapps.io/shinyapp/; http://singlecell.charite.de/cellbrowser/pancreas/).
Gen SPOCK?2 koduje petnej dtugosci biatko o dlugosci 424 aminokwasow, zawierajgce tyreoglobuling-1,
domene pecherzykopodobng i domene wigzacg wapn (Viloria et al., 2016, Sci Rep, 6, 37839). Obecnie
niewiele badan funkcjonalnych skupia sie na SPOCK2. Jak dotad wykazano, ze SPOCK?2 jest powia-
zany z: gruczolakorakiem przewodowym trzustki (Aghamaliyev et al., 2023, J Cancer Res Clin Oncol,
149(11), 9191-9200), gruczolakorakiem ptuc (Zhao et al., 2020, Front Genet, 11, 588499), rakiem prostaty
(Liu, Ren, & Song, 2019), rakiem jajnika (Lou et al., 2019, Peer J, 7, €7163.) i dysplazjg oskrzelowo-
-ptucng (Hadchouel et al., 2011, Am J Respir Crit Care Med, 184(10), 1164-1170) i moze sta¢ sie
potencjalnym kandydatem na marker prognostyczny. W niedawnych badaniach asocjacyjnych obejmu-
jacych caty genom (GWAS, ang. genome wide association study) dotyczgcych bélu wykazano, ze gen
SPOCK2 moze przyczynia¢ sie do przewlektego, ale nie ostrego bdlu plecéw (Freidin et al., 2019, Pain,
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160(6), 1361-1373), (Bortsov et al., 2022, Pain Rep, 7(5), €1018.). Pokazano, ze SPOCK2 moduluje
bol neuropatyczny poprzez interakcje z metaloproteinazg MT1-MMP (MMP 14) w celu regulacji aktywa-
cji metaloproteinazy macierzy 2 (MMP 2) w astrocytach szczuréw (Wang et al., 2024, J Neuroinflamma-
tion, 21(1), 57). Jak dotad, nie zostata poznana rola SPOCK2 w procesie réznicowania i dojrzewania
komorek B.

Istotg wynalazku jest zastosowanie SPOCK2, jako regulatora réznicowania ludzkich pluripoten-
cjalnych komérek macierzystych w kierunku komorek f trzustki.

Dzieki zastosowaniu rozwigzania wedlug wynalazku uzyskano nastepujgce efekty techniczno-
-uzytkowe :

o Komorki B uzyskane z ludzkich pluripotencjalnych komérek macierzystych (hPSC) stanowig zré-
dto komorek do przeszczepdw u pacjentdw z cukrzycg. Aktualne protokoty generacji tych komo-
rek pozostawiajg wcigz wiele do zyczenia pod wzgledem ilosci funkcjonalnych komoérek SC-f.
Mimo, ze pewne mitogeny moga by¢ wykorzystane do namnazania komorek 3, doroste komoérki f3
replikujg sie wyjgtkowo rzadko. W wynalazku zastosowano komorki B pochodzace z hPSC i zidenty-
fikowano biatko macierzy zewnatrzkomérkowej — SPOCK2, jako inhibitor proliferacji wczesnych
komorek SC-B. Obnizenie poziomu SPOCK2 przyczynito sie do znacznego wzrostu proliferaciji,
podczas gdy aktywacja SPOCK2 hamowata ekspansje komoérek SC-B. Dodatkowo, brak
SPOCK2 podczas réznicowania hPSC w kierunku komorek SC-f juz na etapie ich progenitorow
przyspieszat ten proces, co skutkowato efektywniejszym ich roznicowaniem. Ludzkie komérki SC-
ze zwiekszong proliferacja w nastepstwie obnizenia poziomu SPOCK2 charakteryzowaty sie
zwiekszonym wydzielaniem insuliny in vitro i in vivo, stymulowanym glukozg, poréwnywalnym
do ludzkich komorek B wysp trzustkowych.

e Poprawa funkcjonowania komérek 3 w cukrzycy.

e Regulacja, réznicowanie i proliferacja komérek SC-p.

e Mozliwosci rozwoju lekéw i ukierunkowanych terapii majgcych na celu zwiekszenie masy i funk-
cjonalnosci komorek SC-f.

e Funkcjonalnosc in vivo i sukces przeszczepu:

e Skuteczny przeszczep komorek SC-B z delecja SPOCK2 pod torebka nerkowg myszy, prowa-
dzacy do poprawionej sekrecji insuliny stymulowanej glukozg i utrzymania euglikemii, podkresla
zastosowanie in vivo i potencjalny sukces strategii regeneracyjnych.

Potencjalne zastosowanie terapeutyczne w cukrzycy:

Mozliwos¢ zwiekszenia masy i funkcjonalnosci komoérek B u pacjentéw z cukrzyca.

o Poprawa skutecznosci leczenia cukrzycy
Zatem sposéb hodowli komérkowej sterowany inhibicja SPOCK2 oferuje realne podejscie

do zwiekszenia ilosci i jakosci komorek B pochodzgcych z hPSC, co moze stanowi¢ solidne zrédto funk-
cjonalnych komérek do przeszczepienia.

Przyktady:

Sposéb hodowli i proces réznicowania wszystkich uzytych w przyktadach linii hPSC w kierunku
komorek B trzustki przeprowadzono w nastepujgcy sposéb: Komorki hPSCs hodowano w pozywce
StemFlex (Thermo Fisher Scientific) na ptytkach pokrytych witronektyng (rh VTN; Thermo Fisher Scien-
tific) w temperaturze 37°C, w atmosferze zawierajgcej, 5% CO2. Komorki pasazowano, co 3—4 dni za po-
mocg PBS-EDTA, kiedy ich konfluencja osiggata ~80%. Przed réznicowaniem komorki zdysocjowano
za pomocg TrypLE (Thermo Fisher Scientific) w celu uzyskania zawiesiny pojedynczych komoérek. Roz-
nicowanie w kierunku komoérek [ trzustki przeprowadzano w formie organoidéw 3D, ptytka przez caty
czas roznicowania byta na wytrzgsarce orbitalnej. Przed rozpoczeciem réznicowania organoidy prze-
ptukano pozywka DMEM/F12. Pozywke réznicujacg do dnia 20 zmieniano codziennie, po dniu 20
co dwa dni wedtug protokotu Nair i inni (Nair et al., 2019, Nat Cell Biol, 21(6), 792) z niewielkimi zmia-
nami. Szczegotowy sktad podstawowych pozywek przedstawiono w tabeli 1 ponizej.
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Tabela 1
Dzien 1-3 Dzien 4-6 Dzien 7-12 | Dzien 13-19 | Dzien 20-26
Odczynnik (pozvwka (pozvwka (pozywka (pozywka (pozywka

| 51) S2) 83) 55) ESFN)
Pozywka MCDB131 1= 1= 1= 1x i
Suplement Glutamax i .

{100}:) 1= Tx 1:x 1= 1x
Penicylina/Streptomycyna | | . I y . . N ;
(10.000 U/mL. 100 1x, 100 U/ml | 1x, 100 Urml | 1=, 100 U/ml | 1=, 100 Uanl | 1%, 100 U/ml
Glukoza 2,44 mM 2,44 mM 244 mM 20 mM 2,6 mM
Wodoroweglan sodn 29 mM 13 mM 13mM 18,5 mM

Rodwor amimokwasow ) i i _ 1
{NEAA., 100x) ‘
BSA 2% 2% 20% 2% 2.1%

N y 500 p/100 | 500 pl/100

I18-X 2 w100 ml | 2 pl100 ml o ol

Siarczan cynku - - - 260 nM 1,04 pM
Siarczan heparvny - - - - 10 mg/l
Pierwiastki sladowe A i _ 1
{1000>) . ;

Pierwiastki sladowe B _ B ) _ 1
{1000x)

Zwigzki niskoczgsteczkowe i biatka kierunkujgce réznicowanie dodawano kazdego dnia do odpowied-

niej objetosci podstawowej pozywki réznicujacej. Szczegdtowy skfad pozywki réznicujgcej uzywanej
podczas réznicowania podano ponizej. W nawiasie zapisano stezenie koncowe zwigzku niskoczgstecz-
kowego lub biatka.

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

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

Dziehh 4—6: podstawowa pozywka S2, KGF (50 ng/ml), witamina C (250 yM), IWP2 (1,25 pM).
Dzien 7: podstawowa pozywka S3, KGF (50 ng/ml), kwas retinowy (2 M), PdBu (500 nM), SANT-1
(250 nM), LDN193189 (200 nM), witamina C (250 pM), Y-27632 (10 pM).

Dzien 8-12: podstawowa pozywka S3, aktywina A (5 ng/mL), KGF (50 ng/ml), kwas retinowy
(100 nM), SANT-1 (250 nM), witamina C (250 uM), Y-27632 (10 uM), IWP2 (1,25 pM), EGF
(100 ng/mL), nikotynamida (10 mM). 216

Dzien 13—-19: podstawowa pozywka S5, kwas retinowy (100 nM), SANT-1 (250 nM), LY-411575
(2 uM), hormon T3 (1 uM), inhibitor AIK5 (10 pM), betacelulina (20 ng/mL), witamina C (250 yM).
Dziehh 20—-26: podstawowa pozywka ESFM.

Protokot zostat przedstawiony na Fig. 1, ktora ilustruje etapy réznicowania in vitro z ludzkich PSC

w kierunku komorek [ trzustki. Na schemacie zaznaczono poszczegélne stadia (hPSC — SC-B), dzien
réznicowania, w ktérym osiaga sie dane stadium oraz zwigzki niskoczgsteczkowe (np. CHIR, IWP2, T3),
biatka (np. Aktywina A — AA, KGF, EGF, Betacelulina) wptywajgce na osiggniecie przez réznicowane
komérki okreslonego stadium.

Przedmiot wynalazku ilustrujg ponizsze trzy przyktady.
Przyktad 1: Identyfikacja i weryfikacja roli SPOCKZ2, jako inhibitora procesu réznicowania ko-

mérek B trzustki z hPSC.

W celu identyfikacji i weryfikacji roli SPOCK2, jako inhibitora procesu réznicowania komoérek

trzustki z hPSC wykorzystano dwie linie hPSC: typ dziki (WT) oraz linie hPSC z delecjg biatka SPOCK2
(SPOCK2 KO lub KO). Na etapie komérek pluripotecjalnych, zastosowano technologie CRISPR/Cas9
do inaktywacji genu SPOCK2, co w efekcie spowodowato brak powstawania biatka SPOCK2 w tych
komorkach. W trakcie réznicowania pierwszg istotng zmiane zaobserwowano juz na etapie wczesnych
PPs z dnia 10. Komérki SPOCK2 KO PPs wykazaty wyzszg niz w komérkach WT PP ekspresje NKX6-1
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i PDX1 (Figura 2). Figura 2 przedstawia reprezentatywne obrazy z mikroskopu konfokalnego komérek
WT i SPOCK2 KO z dnia 10 (stadium wczesnych PP) oraz kwantyfikacja sygnatéw fluorescencji komo-
rek wybarwionych przeciwciatami przeciwko CHGA (zielony) i NKX6-1 (czerwony) i PDX1 (biaty). DAPI
(niebieski) oznacza jgdra komérkowe. Skala = 100 ym. Zastosowano test t-Studenta. Dane przedsta-
wiono, jako $rednie + SD. N = 3 replikacje biologiczne.

W dniu 13, w stadium péznych PPs, ekspresja NKX6-1 i PDX1 utrzymywata sie nadal na wyzszym
poziomie w SPOCK2 KO PPs. Co wiecej, ekspresja CHGA — markera komérek endokrynnych byta réw-
niez istotnie podwyzszona w komérkach SPOCK2 KO anizeli w komérkach WT PPs (Figura 3 i Fi-
gura 4), jak wykazata analiza barwienia immunofluorescencyjnego. Figura 3 przedstawia reprezenta-
tywne obrazy z mikroskopu konfokalnego komérek WT i SPOCK2 KO z dnia 13 (stadium péznych PP)
oraz kwantyfikacja sygnatéw fluorescencji komérek wybarwionych przeciwciatami przeciwko NKX6-1
(zielony) i PDX1 (czerwony) i SOX9 (biaty). Podobnie, Figura 4 pokazuje komoérki WT i SPOCK2 KO
z dnia 13 (stadium p6znych PP) oraz kwantyfikacje sygnatéw fluorescencji komérek wybarwionych prze-
ciwciatami przeciwko PDX1 (zielony) i CHGA (czerwony). W obu przypadkach DAPI (niebieski) oznacza
jadra komorkowe. Skala = 100 uym. Zastosowano test t-Studenta. Dane przedstawiono, jako $rednie
+ SD. N = 3 replikacje biologiczne.

Analiza sekwencjonowania RNA pojedynczych komérek (scRNA-seq) jak réwniez barwienia im-
munofluorescencyjnego wykazaty, ze wczesne SPOCK2 KO SC-p, z dnia 21, charakteryzowaly sie wyz-
szg anizeli w WT ekspresjg markerow komorek f takich jak C-PEP, NKX6-1 i PCSK1 (Ryciny 5-8)
sugerujgc, ze komorki SPOCK2 KO SC-B sg bardziej dojrzate na tym etapie réznicowania. Figura 5
przedstawia reprezentatywne obrazy z mikroskopu konfokalnego komérek WT i SPOCK2 KO z dnia 21
(stadium komorek B) oraz kwantyfikacja sygnatow fluorescencji komorek wybarwionych przeciwciatami
przeciwko C-PEP (zielony) iINKX6-1 (czerwony). Podobnie Figura 6 pokazuje komérki WT i SPOCK2
KO z dnia 21 (stadium komorek B) oraz kwantyfikacje sygnatéw fluorescencji komaérek wybarwionych
przeciwciatami przeciwko C-PEP (zielony) i PCSK1 (czerwony). W obu przypadkach DAPI (niebieski)
oznacza jgdra komorkowe. Skala = 100 ym. Zastosowano test t-Studenta. Dane przedstawiono, jako
srednie £ SD. N = 3 replikacje biologiczne. Figura 7 przedstawia wykres wzglednej ekspresji wybranych
gendéw, markeréw EP, natomiast Figura 8 przedstawia wykres wzglednej ekspresji markerow komo-
rek B, w komérkach SPOCK2 KO i WT z dnia réznicowania 21. Rozmiar kropki reprezentuje procent
komorek wykazujgcych ekspresje genu. Czerwony oznacza regulacje w gore, a niebieski oznacza re-
gulacje w dot ekspresji gendéw. Dodatkowo, analiza scRNA-seq uwidocznita znaczgce réznice w propor-
cjach miedzy komorkami WT i SPOCK2 KO SC-. Populacje komérek EP i endokrynnych byly znaczaco
podwyzszone w SPOCK2 KO SC-f (Figura 9). Figura 9 przedstawia oszacowanie procentowe proporcji
komorek PP, EP i endokrynnych wsrod komorek zréznicowanych do dnia 21 (SC- stadium) przy uzyciu
danych dotyczgcych scRNA-seq dla WT i SPOCK2 KO.

Whioski:

Podsumowujac, réznice pomiedzy SPOCK2 KO i WT podczas réznicowania wskazujg, ze brak
SPOCK?2 przyspiesza proces réznicowania juz na etapie PP a co za tym idzie w ostatecznej puli komo-
rek SC-B mamy wiecej komorek produkujgcych INS, charakteryzujgcych sie wyzszg ekspresjg marke-
réw komoérek B w poréwnaniu do komérek WT, co sugeruje, ze komorki SPOCK2 KO SC-f sg bardziej
funkcjonalne (Przyktad 3).

Przyktad 2: Identyfikacja i weryfikacja roli SPOCK2, jako inhibitora proliferacji komérek B
trzustki powstatych w procesie réznicowania z hPSC.

W celu identyfikacji i weryfikacji roh SPOCK2, jako inhibitora proliferacji komérek  trzustki po-
wstatych w procesie réznicowania z hPSC wykorzystano linie hPSCs KO oraz WT wspomniane juz
w przykfadzie 1. Dodatkowo uzyto linie z 70% obnizong ekspresjg SPOCK2 (SPOCK2 KD lub KD) po-
wstalg przy uzyciu systemu lentiwirusowej (ShRNA) na etapie EPs. Ponadto, w celu zwiekszenia ilosci
biatka SPOCK2 (SPOCK2 GoF) zastosowano rekombinowany ludzki SPOCK2 (rh SPOCK2) (R&D Sys-
tems), rh SPOCK2 w zakresie stezen 0—250 ng/ml byt bezposrednio dodawany do pozywki réznicujgcej
na etapie EPs przez 2—7 dni. Wszystkie hPSCs hodowano i roznicowano do komérek SC-f tak jak
w opisanym powyzej Przyktadzie 1 i jak przedstawiono na Rycinie 1. Nastepnie komorki poddano roz-
norakiej analizie pod katem ich zdolnosci proliferacyjnych.

Wykazano, ze biatko rh SPOCK2 hamuje proliferacje komérek SC-p. Komorki SC-p wzbogacono
przy uzyciu przeciwciat przeciwko antygenowi CD49a i TM4SF4, ktére sg odpowiednio markerami po-
wierzchniowymi ludzkich komorek B i komorek a. Odsortowane komoérki SC-B (CD49a+/TM4SF4-) po-
traktowano 100 ng/ml lub 250 ng/ml rh SPOCK2, powodujac 44% spadek ekspresji markera proliferacji
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pHH3 przy najwyzszym stezeniu rh SPOCK2, jak wykazata analiza cytometrii przeptywowej (Figura 10).
Figura 10 przedstawia analize FACS komorek  pochodzacych z hPSC wybarwionych przeciwciatami
przeciwko markerowi powierzchniowemu komoérek , CD49a skoniugowanemu z GFP-A (o$ x) oraz
markerowi powierzchniowemu komoérek o — TM4SF4 skoniugowanemu z APC-A (y-osi) pokazujacy pro-
cent komoérek B (bramka P4) i komodrek a (bramka P5). Kwantyfikacja komorek proliferujgcych (pHH3+)
wsrod komorek B (CD49a+ | TM4SF4-) traktowanych biatkiem rh SPOCK2 przez siedem dni. Dane nor-
malizowano w stosunku do nietraktowanej kontroli. W celu okreslenia wartosci p zastosowano test
ANOVA Dane przedstawiono, jako srednie £ SD. N = 5 replik biologicznych.

Zastosowano system lentiwirusowy do dostarczenia shRNA anty-SPOCK2 lub pustego plazmidu
GIPZ, co doprowadzito do 70% obnizenia poziomu ekspresji SPOCK2 i jednoczesnie do 55% i 77%
wzrostu komérek SC-B z ekspresjg pHH3 i C-PEP (ang. C-peptide, bedacy produktem ubocznym doj-
rzewania INS i markerem komoérek B) dla SPOCK2 KD, odpowiednio w stosunku do WT lub GIPZ, jak
wykazata analiza barwienia immunofluorescencyjnego (Figura 11). Figura 11 przedstawia kwantyfikacje
proliferujgcych komoérek SC-B. Przyréwnano komérki C-PEP+/pHH3+ do komoérek C-PEP+WT, GIPZ
lub SPOCK2 KD. Wiekszg liczbe komérek SPOCK2 KD SC-B z ekspresjg pHH3 w poréwnaniu z ko-
moérkami kontrolnymi pokazano w %. W celu okreslenia wartosci p zastosowano test ANOVA Dane
przedstawiono, jako $rednie + SD. N = 5 replik biologicznych.

Aby zbadac¢ proliferacje komoérek SPOCK2 KO SC-B, zprofilowano transkrypcyjnie ~6400 WT
i ~5500 komédrek KO przy uzyciu technologii scRNA-seq. Po przeprowadzeniu odpowiednich normali-
zacji i identyfikacji klastrow komérkowych oraz genéw o zmienionej ekspresji wykazano, ze powstato
dwa razy wiecej komorek z ekspresjg INS iINKX6-1 w SPOCK2 KO anizeli w WT SC-B (Figura 12).
Figura 12 prezentuje wykres UMAP przedstawiajgcy rozmieszczenie oraz procent komorek z wspoteks-
presjg INS oraz NKX6-1 dla WT (po lewej) i SPOCK2 KO (po prawej). Kolorem niebieskim zaznaczono
komorki z ekspresjg NKX6-1 natomiast czerwonym te pozytywne na INS.

Nastepnie przeprowadzono ocene cyklu komdérkowego przy uzyciu pakietu Seurat w celu identy-
fikacji proliferujgcych komorek SC-B. 19% komorek SC-f z SPOCK2 KO w poréwnaniu z 12% komorek
WT SC-B, z ekspresja INS lub INS/NKX6-1, znajdowato sie w aktywnych fazach cyklu komoérkowego:
S i G2/M (Figura 13). Figura 13 pokazuje proporcje (%) SPOCK2 KO i WT SC- komérek (okreslanych,
jako INS+/NKX6.1+) w fazie G1, S lub G2M cyklu komérkowego.

Whioski:

Podsumowujac, konsekwentnie obserwowano, ze SPOCK2 hamuje proliferacje ludzkich niedoj-
rzatych komorek . Zastosowano kilka podejs¢ do manipulowania ekspresjg SPOCK?2 i dwie niezalezne
linie hPSC-HUESS8 i H1 w celu uzyskania komoérek B, wskazujgc, ze wptyw SPOCK2 na proliferacje
ludzkich komaérek B nie ogranicza sie do konkretnej linii hPSC.

Przyktad 3: Identyfikacja i weryfikacja roli SPOCKZ2, jako inhibitora wydzielania insuliny, zalez-
nej od glukozy, przez komarki B trzustki powstate w procesie réznicowania z hPSC.

W celu identyfikacji i weryfikacji roli SPOCK?2, jako inhibitora wydzielania insuliny (INS), zaleznej
od glukozy, przez komorki B trzustki powstate w procesie réznicowania z hPSC wykorzystano linie
hPSCs WT oraz linie z przejsciowa ekspresjg SPOCK2 (KD) powstatg przy uzyciu technologii lentiwiru-
sowej (shRNA) na etapie EPs. hPSCs WT i KD hodowano i ré6znicowano do komoérek SC-B tak jak
w opisanym powyzej Przykiadzie 1 i jak przedstawiono na Rycinie 1. Nastepnie komorki poddano ana-
lizie wydzielania insuliny stymulowanej glukozg (ang. glucose stimulated insulin secretion, GSIS) w celu
oceny funkcji SC-B z niedoborem SPOCK2.

Komérki inkubowano przez 1 godzine w buforze Krebsa (128 mM NaCl, 5 mM KCl, 2,7 mM CacCl2,
1,2 mM MgCI2, 1 mM Na2HPO4, 1,2 mM KH2P0O4, 5 mM NaHCO3, 10 mM HEPES, 0,1% BSA), na-
stepnie inkubowano w buforze Krebsa z niskg zawartoscig glukozy (2,8 mM D-(+)-glukozy) i wysoka
zawartosci glukozy (16,7 mM D-(+)-glukozy) przez 30 minut w kazdym etapie. Po kazdym etapie inku-
bacji zbierano supernatanty. Komorki nastepnie zdysocjowano za pomocg TrypLE w celu uzyskania
zawiesiny pojedynczych komoérek i policzono (Countess, Inivitrogen). Insuline ludzkg zmierzono z su-
pernatantow przy uzyciu testu ELISA (Mercodia), zgodnie z instrukcjami producenta.

Komarki kontrolne WT i komorki SPOCK2 KD wykazywaty minimalne wydzielanie INS w odpo-
wiedzi na 2,8 mM glukozy, ale po ekspozycji na 16,7 mM glukozy komoérki SPOCK2 KD SC- wydzielaty
Srednio 5,5 plU/ml INS, co stanowi wzrost o 85% (Figura 14). Wskaznik stymulacji INS (SI), zdefinio-
wany jako stosunek wydzielania INS indukowanej wysokim poziomem glukozy do niskiego poziomem
glukozy, byt znaczgco wyzszy dla komoérek SPOCK2 KD SC-B niz dla WT (Figura 14). Figura 14 przed-
stawia wykres z pomiaru wydzielania insuliny przy uzyciu testu ELISA w komérkach SC-B WT Ilub
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SPOCK2 KD po potraktowaniu niskg glukozg (2,8 mM) lub wysokg glukozg (16,7 mM) znormalizowang
do catkowitej liczby komorek. Wskaznik stymulacji insuling komérek WT i SPOCK2 KD SC- w porow-
naniu z ludzkimi pierwotnymi wyspami, obliczony, jako stosunek wydzielania insuliny w odpowiedzi
na 16,7 mM vs. 2,8 mM glukozy. Do okreslenia wartosci p przedstawionych na wykresie zastosowano
jednoczynnikowg analize ANOVA dla wielokrotnych poréwnan. Dane przedstawiono jako srednie + SD.
N = 4 repliki biologiczne. Warto zauwazy¢, ze wydzielanie INS w odpowiedzi na 16,7 mM glukozy i INS
S| dla komoérek SPOCK2 KD SC-B byly porownywalne do pozioméw dla ludzkich pierwotnych wysp
trzustkowych.

Whioski:

Obnizenie poziomu ekspresji SPOCK2 w komérkach réznicujgcych w kierunku komérek B spo-
wodowato wyrazng ekspansje komoérek SC-f in vitro oraz znaczgco zwiekszyto wydzielanie przez nie
insuliny stymulowanej glukoza.

Zastrzezenie patentowe

1. Zastosowanie SPOCK?2, jako regulatora in vitro réznicowania ludzkich pluripotencijalnych ko-
moérek macierzystych w kierunku komorek B trzustki.
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