Transkryptom krwiotworczych komoérek macierzystych
pod katem sygnatowania purynergicznego
z wykorzystaniem sekwencjonowania nowej generacji

Matgorzata Sitek

Praca magisterska wykonana w Laboratorium Medycyny Regeneracyjnej, Centrum Badan Przedklinicznych WUM
Promotor pracy: dr Justyna Jarczak

— WSTEP

O — @ — 00— ©

] Krwiotworcze komoérki macierzyste (KKM) stanowig podstawe hematopoezy, zapewniajgc statg produkcje o o s Adanoxyns
o komorek krwi dzieki zdolnosci do samoodnowy i roznicowania (Rycina 1.). Ich aktywnosc jest Scisle regulowana
@: e przez mikrosrodowisko szpiku kostnego, a zaburzenia tej kontroli mogg prowadzi¢ do rozwoju choréb
o i hematologicznych.
l"'“”"““ Jednym z potencjalnych mechanizmow regulacyjnych jest sygnatowanie purynergiczne, oparte na dziataniu somitons |
9-' nukleotydow (ATP, ADP) i adenozyny poprzez receptory P2X, P2Y oraz ADORA (Rycina 2.).
s @Mm\ Zastosowanie sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) “single-cell” (scRNA-seq) umozliwia analize
\ 4 = transkryptomu KKM z rozdzielczoscig pojedynczej komorki oraz identyfikacje aktywnych szlakéw sygnatowych.
inex L Zrozumienie roli sygnatowania purynergicznego w KKM moze dostarczy¢ nowych informacji na temat regulacji
Eg&%i'@gg%iov?§|Zcr'§§r2§%v%§z{;§|§Eﬁ;ﬁ%ﬁ%ﬁiﬁ%ﬁ%ﬁ%@%ﬁn%vrvfz hematopoezy i potencjalnych celdw terapeutycznych. Rycina 2. Uproszczony schemat czasteczek biologicznych bedacych

ligandami dla receptoréw purynergicznych
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Celem pracy jest charakterystyka transkryptomu krwiotwoérczych komorek macierzystych CD34'/in" CD45" z podziatem na subpopulacje
oraz ocena ekspresji gendéw receptorow zaangazowanych w sygnatowanie purynergiczne.
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Rycina 5. Populacja krwiotwérczych komérek macierzystych o fenotypie CD34+/in-CD45+ z uwzglednieniem SevaessressesadiiiibseseeneresserediiEsercereresseras
izolacja znakowanie pojedynczych komérek podziatu na subpopulacje (klastry). Identity Identity Identity
D. B Rycina 8. Ekspresja genéw receptoréw ADORA1, ADORA2A oraz ADORA2B w krwiotworczych komérkach
macierzystych o fenotypie CD34*/imCD45* prezentowana w postaci intensywnosci ekspresji na tle catej
populacji komérek (A ) oraz w odniesieniu do poszczegdlnych subpopulacji komérek (B).
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o 0 | znajdujgce sie tuz przed roéznicowaniem (Rycina 5.).
. E 321 Ez , 3.Ekspresja gendw receptorow P2RX1, P2RX4 oraz P2RX7 byta
UMAP_1 c i c |F c ] ). : . . .. . .
g il g LT 2 teiil] || obserwowana we wszystkich subpopulacjach, a jej najwyzszy
§ & S & el poziom zaobserwowano w klastrach komoérek prymitywnych,
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T W EoS W w - znajdujgcych sie w stanie spoczynku (Rycina 6.).
x 4.Ekspresje genow receptorow P2RY1 oraz P2RY13 zaobserwowano
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gw- Seyseenvessereiibceyeeesverserediiiibversenovesseres w klastrach komorek znajdujgcych sie przed roznicowaniem.
2 1. . ety oenty aenty Natomiast ekspresje P2RY14 obserwowano w klastrze komérek
2 1014 Rycina 6. Ekspresja genow receptoréw P2RX1, P2RX4 oraz P2RX7 w krwiotwérczych komérkach macierzystych prymitywnych, pozostajqcych W stanie spoczyn ku (Rycina 7.).
3. \ o fenotypie CD34*/im CD45" prezentowana w postaci in,tensywnosci ekspresji na tle catej populacji komorek (A) i i o .
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Rycina 4. Strategia sortowania krwiotworczych  komorek  macierzystych o  fenotypie A
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Rycina 7. Ekspresja genéw receptoréw P2RY1, P2RY2, P2RY13 oraz P2RY14 w krwiotwdrczych komérkach | utrzymanie komorek w stanie spoczynku.
macierzystych o fenotypie CD34+lin-CD45+ prezentowana w postaci intensywnosci ekspresji na tle catej
populacji komaérek (A ') oraz w odniesieniu do poszczegdlnej subpopulacji komorek (B).

6.Wybor gendw rdznicujgcych (p<0,05; log2FC>1)
7.Analiza szlakow biologicznych: baza Reactome
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