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Rycina 1. Schemat réznicowania komorek pluripotentnych w kierunku komérek produkujacych

insuling (1IPC).
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Rycina 2. Potwierdzenie pluripotentnego stanu otrzymanych iPSC. A.) Przykladowa kolonia
otrzymanych iPSC o morfologii przypominajacej embrionalne komoérki macierzyste - drobne komorki
upakowane $cisle w kolonie o wyraznych brzegach. B.) Barwienie na aktywno$¢ alkalicznej fosfatazy.
Enzym alkaliczna fosfataza jest aktywny w komoérkach pluripotentnych i umozliwia przeksztalcenie
substratu BCIP/NBT w nierozpuszczalny, fioletowy produkt reakcji. C.) Barwienie
immunocytochemiczne otrzymanych iPSC z zastosowaniem przeciwcial przeciwko OCT3/4, TRA-1-
60 i TRA-1-81. Obecnos$¢ tych bialek jest charakterystyczna dla komorek pluripotentnych. D.)
Barwienie immunocytochemiczne fibroblastdéw z zastosowaniem przeciwcial przeciwko OCT3/4,

TRA-1-60 1 TRA-1-81.
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Rycina 3. Potwierdzenie tozsamosci otrzymanych komoérek ostatecznej
endodermy. Zréznicowane komorki zostaly scharakteryzowane przy pomocy barwienia
immunocytochemicznego z uzyciem przeciwcial przeciwko FOXA2 i E-kadherynie. Kanat zielony -

odpowiednio FOXA2 i CXCR4, kanal niebieski - DAPI. Zdjecia zostaly rowniez natozone na siebie

Nkx6.1 Pdx1-VP16 Pdx1-VP16 + Nkx6.1

Insulina




Ryc. 4. Produkcja insuliny i c-peptydu przez komérki IPC uzyskane przez rézinicowanie
indukowanych pluripotentnych komérek macierzystych (iPSC) z zastosowaniem opracowanego
protokolu. Rycina przedstawia wyniki barwienia immunocytochemicznego na komorkach IPC z
wykorzystaniem przeciwcial przeciwko Insulinie i C-peptydowi. Kwas 4-izopropylobenzoesowy byt
dodawany do medium na IIl lub IV etapie r6znicowania. Eksperyment zostal przeprowadzony na
komorkach, ktére uprzednio zostaly ustabilizowane z konstruktami zawierajacymi czynniki

transkrypcyjne Nkx6.1, Pdx1-VP16 lub Nkx6.1 i Pdx1-VP16
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Rycina 5. Produkcja insuliny przez komérki IPC z wykorzystaniem testu ELISA. Otrzymane
komérki IPC, w ktorych indukowano ekspresje wprowadzonych transgenéw na réznych etapach,
poddano testowi na sekrecje insuliny. Wykres przedstawia znormalizowang produkcje insuliny

wzgledem biatka catkowitego.



