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Extracellular matrix and motor axon pathfinding: what
zebrafish teach us.

F l o r e n c e  R u g g i e r o
I n s t i t u t  d e  G é n o m i q u e  F o n c t i o n n e l l e  d e  L y o n ,  E c o l e  N o r m a l e  S u p é r i e u r e  d e  L y o n ,

U n i v e r s i t y  o f  L y o n

D e s p i t e  t h e  s u b s t a n t i a l  a d v a n c e s  i n  r e c e n t  y e a r s ,  m a n y  c h a l l e n g e s  r e m a i n
t o  u n d e r s t a n d  t h e  f u l l  c o m p l e x i t y  o f  t h e  E C M  f u n c t i o n s  i n  t h e  f o r m a t i o n
a n d  m a i n t e n a n c e  o f  t h e  n e u r o m u s c u l a r  s y s t e m .  T h e  r o l e  o f  E C M  i n  m o t o r
a x o n  g u i d a n c e  i s  o n e  o f  t h e m .  A s  t h e y  e x i t  f r o m  t h e  s p i n a l  c o r d ,  g r o w i n g

m o t o r  a x o n s  r e a c h  t h e i r  a p p r o p r i a t e  t a r g e t  m u s c l e s  w i t h  a  r e m a r k a b l e
p r e c i s i o n .  M o t o r  a x o n s  t h a t  t r a v e l  a  c o m m o n  r o u t e  a r e  b u n d l e d  t o  f o r m
n e r v e s  a n d  w h e n  a  n e r v e  i s  d a m a g e d ,  r e g r o w i n g  a x o n s  f o l l o w  t h e  s a m e

t r a j e c t o r y .  T h i s  p r o c e s s  r e l i e s  o n  f o u r  m a j o r  t y p e s  o f  g u i d a n c e  c u e s :  t h e
d i f f u s i b l e  a n d  c o n t a c t - m e d i a t e d  m o l e c u l e s  t h a t  c a n  b e  e i t h e r  a t t r a c t i v e  o r

r e p u l s i v e .  A l t h o u g h ,  t h e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  ( E C M )  r e p r e s e n t s  a  m a j o r
c o n t r i b u t o r  o f  c o n t a c t - m e d i a t e d  c u e s  b y  p r o v i d i n g  g r o w i n g  a x o n s  w i t h  l o c a l

i n f o r m a t i o n ,  i t s  c o m p o s i t i o n ,  t o p o l o g y ,  c e l l  s o u r c e  a n d  s p e c i f i c  f u n c t i o n s
a r e  f a r  f r o m  b e i n g  f u l l y  e l u c i d a t e d .  U s i n g  z e b r a f i s h ,  a  p o p u l a r  m o d e l

s y s t e m  w i d e l y  u s e d  i n  b a s i c  a n d  m e d i c a l  r e s e a r c h ,  w e  f o u n d  t h a t  d e v e l o p i n g
m u s c l e  s p a t i a l l y  a n d  t e m p o r a l l y  s h a p e s  c o l l a g e n - c o n t a i n i n g  m a t r i c e s  t h a t

a r e  c r i t i c a l  f o r  m o t o r  a x o n  p a t h f i n d i n g .
 



Basement membrane remodelling regulates mouse
embryogenesis
C h r y s t o s  K y p r i a n o u

U n i v e r s i t y  o f  C a m b r i d g e .  C u r r e n t  A d d r e s s .  C o m p a n y  o f  B i o l o g i s t s

T h e  e l o n g a t e d  e a r l y  p o s t - i m p l a n t a t i o n  m o u s e  e m b r y o  ( c o m m o n l y
r e f e r r e d  t o  a s  t h e  e g g  c y l i n d e r )  i s  c o m p a r t m e n t a l i s e d  i n t o  t h e

e m b r y o n i c  e p i b a s t  ( g i v i n g  r i s e  t o  t h e  e m b r y o  p r o p e r ) ,  t h e
e x t r a e m b r y o n i c  e c t o d e r m  ( d i r e c t l y  a b u t t i n g  t h e  e p i b l a s t )  a n d  t h e

v i s c e r a l  e n d o d e r m  ( a  l a y e r  o f  c e l l s  l i n i n g  b o t h  e p i b l a s t  a n d
e x t r a e m b r y o n i c  e c t o d e r m ) .  A  f o u r t h  c o m p o n e n t ,  h o w e v e r ,  i n  t h i s  e l e g a n t

a s s e m b l y  o f  l i n e a g e s ,  i s  a  c o l l a g e n -  a n d  l a m i n i n - r i c h  b a s e m e n t
m e m b r a n e  ( B M )  t h a t  s u r r o u n d s  t h e  e m b r y o  a n d  l o c a t e d  d i r e c t l y  u n d e r

t h e  o v e r l y i n g  v i s c e r a l  e n d o d e r m .  W e  f o u n d  t h a t  t h e  B M  p r o v i d e s  t h e
p h y s i c a l  s c a f f o l d  t h a t  s h a p e s  t h e  e g g  c y l i n d e r  w h i l e  s t a y i n g  p l i a b l e  a n d

c o m p l i a n t  t o  a c c o m o d a t e  t h e  g r o w t h  o f  t h e  e m b r y o  t h a t  i t  s u r r o u n d s .  W e
h a v e  d i s c o v e r e d  t h a t  t h e  B M  a c h i e v e s  t h i s  p l a s t i c i t y  b y  a c t i v e  a n d
w i d e s p r e a d  g e n e r a t i o n  o f  m u l t i p l e  p e r f o r a t i o n s  i n  t h e  e m b r y o n i c

c o m p a r t m e n t ,  a t t r i b u t e d  t o  t h e  e p i b l a s t - s p e c i f i c  e x p r e s s i o n  a n d  a c t i v i t y
o f  t h e  c o l l a g e n o l y t i c  m a t r i x  m e t a l l o p r o t e i n a s e s  M M P 2  a n d  M M P 1 4 .  T h e

r e s u l t i n g  p e r f o r a t e d  m o r p h o l o g y  e n s u r e s  c o n t r o l l e d  d e f o r m a t i o n  o f  t h e
B M  i n  r e s p o n s e  t o  f o r c e s  a t t r i b u t e d  t o  e m b r y o  g r o w t h  w h i l e  m a i n t a i n i n g

a t  t h e  s a m e  t i m e  B M  i n t e g r i t y .  C o r r o b o r a t i n g  t h i s  h y p o t h e s i s  c o m e s
f r o m  e m b r y o  g r o w t h  d e f e c t s  u p o n  p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t i o n  o f  m a t r i x

m e t a l l o p r o t e i n a s e s .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  M M P 2  a n d  M M P 1 4  e x p r e s s i o n  i n
t h e  e p i b l a s t  i s  d r i v e n  b y  N o d a l  a c t i v i t y ,  w h i c h  p r i o r  t o  a n t e r i o r -

p o s t e r i o r  a x i s  e s t a b l i s h m e n t  i s  u b i q u i t o u s l y  a c t i v e  i n  t h e  e m b r y o n i c
p o r t i o n  o f  t h e  e m b r y o .  H o w e v e r ,  a s  a n t e r i o r - p o s t e r i o r  a x i s  i s

e s t a b l i s h e d  t h r o u g h  a s y m m e t r i c  i n h i b i t i o n  o f  N o d a l  a n d  l o c a l i s e d
a c t i v i t y  i n  t h e  f u t u r e  p o s t e r i o r  o f  t h e  e p i b l a s t ,  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f

p e r f o r a t i o n s  a l s o  b e c o m e s  p o s t e r i o r i z e d  t o  f o l l o w  t h e  p a t t e r n  o f  N o d a l
a c t i v i t y .  T h i s  r e d i s t r i b u t i o n  r a d i c a l l y  c h a n g e s  t h e  B M  l a n d s c a p e

c r e a t i n g  a  n e a t l y  d e f i n e d  p o s t e r i o r  p e r f o r a t i o n  d o m a i n  t h a t  d e m a r c a t e s
t h e  p o s i t i o n  a n d  e x t e n t  o f  a  y e t  t o  f o r m  p r i m i t i v e  s t r e a k .  P r e - p a t t e r n i n g
t h e  B M  i n  a n t i c i p a t i o n  t o  g a s t r u l a t i o n  p r o v e s  t o  b e  i n s t r u m e n t a l  i n  t h e

c o n t r o l l e d  e x t e n s i o n  o f  t h e  p r i m i t i v e  s t r e a k  a n d  p r o g r e s s i o n  o f
g a s t r u l a t i o n  a s  e l i m i n a t i o n  o f  t h e s e  p e r f o r a t i o n s  l e a d s  t o  g a s t r u l a t i o n

f a i l u r e  i n  m u l t i p l e  a s p e c t s .



Intracellular trafficking and processing of procollagen
D a v i d  S t e p h e n s

U n i v e r s i t y  o f  B r i s t o l

I n  a n i m a l  m o d e l s ,  k n o c k o u t  o f  t h e  G o l g i  m a t r i x  p r o t e i n  g i a n t i n  l e a d s  t o
s k e l e t a l  a n d  c r a n i o f a c i a l  d e f e c t s .  I n  o u r  l a b ,  w e  f i n d  t h a t  g i a n t i n  m u t a n t
z e b r a f i s h  a c c u m u l a t e  m u l t i p l e  s p o n t a n e o u s  f r a c t u r e s  i n  t h e i r  c a u d a l  f i n ,

s u g g e s t i n g  t h e i r  b o n e s  m a y  b e  m o r e  b r i t t l e .  B y  e x p e r i m e n t a l l y  i n d u c i n g  n e w
f r a c t u r e s ,  w e  i d e n t i f i e d  d e f e c t s  i n  t h e  m i n e r a l i s a t i o n  o f  n e w l y  d e p o s i t e d
c o l l a g e n  a t  t h e  s i t e  o f  i n j u r y  a s  w e l l  a s  d i m i n i s h e d  p r o c o l l a g e n  r e p o r t e r

e x p r e s s i o n  i n  m u t a n t  f i s h .  T o  b e t t e r  u n d e r s t a n d  t h e s e  m a t r i x  d e f i c i e n c i e s ,
w e  e n g i n e e r e d  g i a n t i n  k n o c k o u t  h u m a n  c e l l s  e x p r e s s i n g  a  G F P - t a g g e d

p r o c o l l a g e n .  W h i l e  t h e  t r a f f i c k i n g  o f  p r o c o l l a g e n  d o e s  n o t  r e q u i r e  g i a n t i n ,
w e  f o u n d  t h a t  i n t r a c e l l u l a r  N - p r o p e p t i d e  p r o c e s s i n g  o f  p r o -α1 ( I )  i s  d e f e c t i v e
i n  t h e s e  g i a n t i n  k n o c k o u t  c e l l s .  T h e s e  d a t a  d e m o n s t r a t e  a  c o n s e r v e d  r o l e  f o r

g i a n t i n  i n  c o l l a g e n  b i o s y n t h e s i s  a n d  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  a s s e m b l y  a n d
p r o v i d e  e v i d e n c e  o f  a  g i a n t i n - d e p e n d e n t  p a t h w a y  f o r  i n t r a c e l l u l a r

p r o c o l l a g e n  p r o c e s s i n g .

Dynamic basement membrane remodelling for organ
morphogenesis

S a l l y  H o r n e - B a d o v i n a c
U n i v e r s i t y  o f  C h i c a g o

B a s e m e n t  m e m b r a n e s  a r e  e x t e n s i v e l y  r e m o d e l e d  d u r i n g  d e v e l o p m e n t  t o
a l l o w  o r g a n  g r o w t h  a n d  t o  g u i d e  t i s s u e  m o r p h o g e n e s i s .  H o w e v e r ,  h o w
t h i s  d y n a m i c  r e m o d e l i n g  o c c u r s  i s  p o o r l y  u n d e r s t o o d .  W o r k i n g  i n  t h e

D r o s o p h i l a  e g g  c h a m b e r  ( d e v e l o p i n g  e g g ) ,  m y  l a b  p r e v i o u s l y  s h o w e d  t h a t
c o l l e c t i v e  m i g r a t i o n  o f  f o l l i c u l a r  e p i t h e l i a l  c e l l s  s y n e r g i z e s  w i t h  n e w

p r o t e i n  s e c r e t i o n  t o  c r e a t e  a  p o l a r i z e d  n e t w o r k  o f  f i b r i l s  w i t h i n  t h e
e x i s t i n g ,  p l a n a r  b a s e m e n t  m e m b r a n e .  T h i s  p o l a r i z e d  m a t r i x  t h e n  p l a y s  a n
i n s t r u c t i v e  r o l e  i n  t r a n s f o r m i n g  t h e  i n i t i a l l y  s p h e r i c a l  e g g  c h a m b e r  i n t o

a n  e l o n g a t e d  e g g .  I n  t h i s  t a l k ,  I  w i l l  h i g h l i g h t  n e w e r  w o r k  f r o m  t h e  l a b
e x p l o r i n g  t h e  d i s t i n c t  r o l e s  t h a t  D y s t r o g l y c a n  a n d  i n t e g r i n s  p l a y  i n

p o l a r i z i n g  t h e  e g g  c h a m b e r ’ s  b a s e m e n t  m e m b r a n e .



Building an embryonic basement membrane from
scratch 

B r i a n  S t r a m e r
K i n g ’ s  C o l l e g e  L o n d o n

T h e  b a s e m e n t  m e m b r a n e  ( B M )  i s  a  c o m p o s i t e  m a t e r i a l  t h a t  i s  g e n e r a t e d
b y  p o l y m e r i s a t i o n  a n d  c o m p l e x  i n t e r a c t i o n s  o f  n u m e r o u s  c o m p o n e n t s .  

 I n  o r d e r  t o  u n d e r s t a n d  h o w  t h i s  n e t w o r k  i s  b u i l t  w e  h a v e  b e e n
e x p l o i t i n g  o u r  u n i q u e  c a p a c i t y  t o  l i v e  i m a g e  t h e  c o r e  B M  c o m p o n e n t s  i n

D r o s o p h i l a  e m b r y o s  a t  a  s t a g e  o f  d e v e l o p m e n t  w h e n  t h e  a n i m a l  i s
i n i t i a t i n g  p r o d u c t i o n .  W e  c a n  t h e r e f o r e  e x a m i n e  t h e  t i m i n g  o f

c o m p o n e n t  e x p r e s s i o n  a n d  p o l y m e r i s a t i o n  f r o m  n a s c e n t  i m m a t u r e
s t a g e s  t h r o u g h  t o  n e t w o r k  h o m e o s t a s i s .  I  w i l l  s h o w  h o w  o u r  a b i l i t y  t o
e x a m i n e  B M  i n i t i a t i o n ,  w h e n  t h e  n e t w o r k  i s  f a r  f r o m  e q u i l i b r i u m ,  h a s
a l l o w e d  u s  t o  e l u c i d a t e  n o v e l  d y n a m i c s  i n v o l v e d  i n  B M  f o r m a t i o n  a n d

f u n c t i o n  d u r i n g  a n i m a l  d e v e l o p m e n t .  

Stably l inking basement membranes—insights from C. elegans
C l a i r e  A .  G i a n a k a s ,  D a n  K e e l e y ,  a n d  D a v i d  S h e r w o o d

D u k e  U n i v e r s i t y ,  D e p a r t m e n t  o f  B i o l o g y ,  D u r h a m  N C ,  U S A

B a s e m e n t  m e m b r a n e s  ( B M s )  o f  a d j a c e n t  t i s s u e s  a r e  o f t e n  l i n k e d  t o g e t h e r  t o
m a i n t a i n  l o n g - t e r m  a d h e s i o n s .  L o n g - t e r m  B M - B M  a d h e s i o n s  o c c u r  i n  m a n y

v e r t e b r a t e  t i s s u e s  s u c h  a s  t h e  k i d n e y ,  b r a i n ,  e y e ,  a n d  l u n g .  U s u a l l y ,  t h e s e  a d h e s i o n s
l i n k  a  t i s s u e  t o  n e i g h b o r i n g  v a s c u l a t u r e  a l l o w i n g  t h e  e x c h a n g e  o f  n u t r i e n t s  o r
w a s t e .  D i s r u p t i o n  o f  t h e s e  a d h e s i o n s  c a n  l e a d  t o  p a t h o l o g i e s  s u c h  a s  A l p o r t ’ s

s y n d r o m e ,  i n  w h i c h  g e n e t i c  m u t a t i o n s  i n  m a t r i x  c o m p o n e n t s  l e a d  t o  g l o m e r u l a r  B M
s p l i t t i n g  a n d  k i d n e y  d i s f u n c t i o n .  D e s p i t e  t h e  i m p o r t a n c e  o f  B M  a d h e s i o n s ,  v e r y

l i t t l e  i s  k n o w n  a b o u t  t h e i r  r e g u l a t i o n  a n d  m a i n t e n a n c e .  W e  a r e  e s t a b l i s h i n g  a  n e w
m o d e l  f o r  i n v e s t i g a t i n g  t h e s e  a d h e s i o n s — t h e  b a s e m e n t  m e m b r a n e  l i n k a g e  ( B - L I N K )

i n  C .  e l e g a n s .  T h e  B - L I N K  i s  a n  a d h e s i o n  c o m p l e x  t h a t  m e d i a t e s  B M - B M  a d h e s i o n
b e t w e e n  t h e  B M s  o f  t h e  u t e r i n e  a n d  e p i d e r m a l  t i s s u e s  a n d  p l a y s  a  c r i t i c a l  r o l e  i n

s u p p o r t i n g  t h e  u t e r i n e  t i s s u e  d u r i n g  e g g - l a y i n g .  O u r  c u r r e n t  s t u d i e s  a r e  i d e n t i f y i n g
a n d  c h a r a c t e r i z i n g  n e w  c o m p o n e n t s  o f  t h e  B - L I N K .  W e  h a v e  r e c e n t l y  c o m p l e t e d  a

v i s u a l  s c r e e n  o f  B M  p r o t e i n s  t o  i d e n t i f y  c o m p o n e n t s  t h a t  a r e  e n r i c h e d  a t  t h e  B - L I N K
a n d  p a i r e d  t h i s  w i t h  a n  R N A i  s c r e e n  t o  d e t e r m i n e  t h o s e  r e q u i r e d  f o r  f o r m i n g  a n d

m a i n t a i n i n g  t h e  B - L I N K .  T o  d a t e ,  w e  h a v e  d i s c o v e r e d  f o u r  n e w  B - L I N K  m a t r i x
c o m p o n e n t s  ( t y p e  I V  c o l l a g e n ,  f i b u l i n ,  p a p i l i n ,  a n d  p e r l e c a n )  a n d  f u r t h e r

c h a r a c t e r i z e d  a  p r e v i o u s l y  i d e n t i f i e d  B - L I N K  c o m p o n e n t  h e m i c e n t i n .  W e  h a v e
d e t e r m i n e d  t h e  f u n c t i o n a l  r o l e  o f  t h e s e  B - L I N K  c o m p o n e n t s  t o  g e n e r a t e  a  w o r k i n g
m o d e l  o f  B - L I N K  d e v e l o p m e n t .  B r o a d l y ,  w e  h a v e  f o u n d  t h a t  t h e s e  c o m p o n e n t s  a r e

k e y  r e g u l a t o r s  o f  B M  a d h e s i o n ,  w i t h  h e m i c e n t i n  ( a n d  p o s s i b l y  f i b u l i n )  f a c i l i t a t i n g
t h e  i n i t i a l  B M - B M  a d h e s i o n  u p o n  w h i c h  p e r l e c a n  a n d  t y p e  I V  c o l l a g e n  ( w h i c h

r e q u i r e s  p a p i l i n  f o r  i t s  r e g u l a t e d  d e p o s i t i o n )  a r e  a d d e d  t o  f o r m  t h e  s e c u r e  l o n g -
t e r m  c o n n e c t i o n .  T h i s  w o r k  a i m s  t o  e x p a n d  o u r  k n o w l e d g e  o f  B M s  a n d  h e l p  u s

d t d t i d h i i d t i f t t t f d i d b B M



Mechanisms of leukocyte penetration of endothelial
basement membranes

L y d i a  S o r o k i n
U n i v e r s i t y  o f  M u n s t e r ,  G e r m a n y  

What’s the ‘FUS’ about fibrosis
A m b r a  P o z z i ,  P h D

O u r  l a b o r a t o r y  s t u d i e s  m e c h a n i s m s  o f  f i b r o s i s ,  a  d i s e a s e  c h a r a c t e r i z e d  b y
e x c e s s i v e  a c c u m u l a t i o n  o f  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  ( E C M )  c o m p o n e n t s  w h i c h  l e a d

t o  a l t e r e d  t i s s u e  f u n c t i o n  a n d  c o n s e q u e n t  l o s s  o f  o r g a n  f u n c t i o n .   A l t h o u g h
m a n y  f a c t o r s  c o n t r i b u t e  t o  p a t h o l o g i c a l  E C M  s y n t h e s i s ,  w e  s t u d y  h o w  c e l l -

E C M  i n t e r a c t i o n  v i a  i n t e g r i n s  r e g u l a t e s  E C M  p r o d u c t i o n  i n  h e a l t h y  a n d
d i s e a s e d  o r g a n s .  A m o n g  t h e  i n t e g r i n  f a m i l y  m e m b e r s ,  w e  f o c u s  o n  t h e

c o l l a g e n  I V  b i n d i n g  r e c e p t o r  i n t e g r i n  α1β1  a n d  p r o v i d e  e v i d e n c e  t h a t  t h i s
r e c e p t o r  p l a y s  a n  a n t i - f i b r o t i c  a c t i o n .  T o  t h i s  e n d ,  i t s  g e n e t i c  d e l e t i o n  l e a d s
t o  e x c e s s i v e  a c c u m u l a t i o n  o f  E C M  a n d  f i b r o s i s  f o l l o w i n g  i n j u r y .  O n e  o f  o u r
g o a l s  i s  t o  u n d e r s t a n d  t h e  m e c h a n i s m ( s )  w h e r e b y  t h i s  c o l l a g e n  I V  r e c e p t o r
p l a y s  a n  a n t i - f i b r o t i c  a c t i o n  i n  o r d e r  t o  d e v i s e  m o r e  s e l e c t i v e  t h e r a p i e s  f o r

t h e  t r e a t m e n t  o f  f i b r o s i s .  U s i n g  p r o t e o m i c  a n a l y s i s  w e  f o u n d  t h a t  a  p l a u s i b l e
m e c h a n i s m  i s  n e g a t i v e  r e g u l a t i o n  o f  g r o w t h  f a c t o r  r e c e p t o r s ,  i n c l u d i n g  t h e

E G F  r e c e p t o r .   I n t e g r i n  α1β1 - m e d i t e d  d o w n r e g u l a t i o n  o f  E G F  r e c e p t o r
s i g n a l i n g  l e a d s  t o  r e d u c e d  p r o d u c t i o n  o f  p r o - f i b r o t i c  r e a c t i v e  o x y g e n  s p e c i e s ,
a n d  r e d u c e d  a c t i v a t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  i n v o l v e d  i n  E C M  s y n t h e s i s .   A s

i n h i b i t i o n  o f  E G F  r e c e p t o r  a n d  p r e v e n t i o n  o f  n u c l e a r  t r a n s l a t i o n  o f  t h e s e
t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  a m e l i o r a t e  f i b r o t i c  r e s p o n s e  i n  m i c e  l a c k i n g  i n t e g r i n
α1β1 ,  w e  s u g g e s t  t h a t  t a r g e t i n g  s e l e c t i v e  d o w n s t r e a m  s i g n a l i n g  m o l e c u l e s

r e g u l a t e d  b y  t h i s  c o l l a g e n  I V  r e c e p t o r  r e p r e s e n t s  a  p r o m i s i n g  a p p r o a c h  f o r
t h e  t r e a t m e n t  o f  f i b r o s i s .    



LaNt α31,  the “missing” member of the laminin-superfamily
K e v i n  J  H a m i l l ,  U n i v e r s i t y  o f  L i v e r p o o l

L a m i n i n s  a n d  n e t r i n s  a r e  e v o l u t i o n a r y  r e l a t e d  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  p r o t e i n s
t h a t  t o g e t h e r  m a k e  u p  t h e  l a m i n i n  s u p e r - f a m i l y .  T h e  l a m i n i n s  a r e  b r o k e n  i n t o
α ,  β   a n d  γ   c h a i n s  w i t h  e a c h  l a m i n i n  b e i n g  a n   a b g h e t e r o t r i m e r .  T h e  n e t r i n s ,  i n
c o n t r a s t ,  c o n t a i n  o n l y  t w o  g r o u p s ;  t h e  γ   l a m i n i n - l i k e  n e t r i n s  ( n e t r i n - 1 ,  - 3 ,  a n d
t h e  G P I  a n c h o r e d  n e t r i n - G 1  a n d  - G 2 )  a n d  t h e  β   l a m i n i n - l i k e  n e t r i n  ( n e t r i n - 4 ) .
T o  t h i s  s u p e r - f a m i l y ,  w e  h a v e  a d d e d  t h e  “ m i s s i n g ”  s i x t h  g r o u p :  t h e  α - l a m i n i n -

l i k e  n e t r i n s ,  w h i c h  w e  h a v e  t e r m e d  t h e  l a m i n i n  N - t e r m i n u s  ( L a N t )  p r o t e i n s .
U n l i k e  t h e  n e t r i n s ,  t h e  L a N t  p r o t e i n s  a r e  p r o d u c e d  v i a  i n t r o n - r e t e n t i o n  a n d

a l t e r n a t i v e  p o l y a d e n y l a t i o n  f r o m  l a m i n i n  e n c o d i n g  g e n e s .
  O u r  w o r k  h a s  f o c u s e d  o n  o n e  m e m b e r  o f  t h i s  n e w  c l a s s  o f  p r o t e i n ,  L a N t  α3 1 ,

d e r i v e d  f r o m  t h e  L A M A 3  g e n e .  W e  h a v e  d e t e r m i n e d  t h a t  L a N t  α3 1  d i s p l a y s
w i d e s p r e a d  e x p r e s s i o n  a t  t h e  t r a n s c r i p t  a n d  p r o t e i n  l e v e l  i n  i n t a c t  t i s s u e  w i t h

n o t a b l e  e n r i c h m e n t  t h r o u g h o u t  t h e  v a s c u l a t u r e ,  b a s a l  e p i t h e l i u m  a n d  i n
k i d n e y  t u b u l e s .  M o r e o v e r ,  L a N t  α3 1  u p r e g u l a t i o n  w a s  o b s e r v e d  d u r i n g  w o u n d
r e e p i t h e l i a l i s a t i o n ,  o n c e  l i m b a l  s t e m  c e l l s  w e r e  a c t i v a t e d ,  a n d  w a s  a s s o c i a t e d

w i t h  b r e a s t  d u c t a l  c a r c i n o m a  a n d  o r a l  s q u a m o u s  c e l l  c a r c i n o m a .  F u n c t i o n a l
s t u d i e s  i n  c o r n e a l  e p i t h e l i a l  k e r a t i n o c y t e s  r e v e a l e d  t h a t  L a N t  α3 1  c o -

d i s t r i b u t e s  a n d  c a n  f o r m  a  c o m p l e x  w i t h  l a m i n i n  3 3 2 ,  a n d  t h a t  i n c r e a s i n g  L a N t
α3 1  e x p r e s s i o n  l e d  t o  c h a n g e s  t o  l a m i n i n  3 3 2  o r g a n i s a t i o n ,  i n d u c e d  r a p i d

a s s e m b l y  o f  h e m i d e s m o s o m e s  a n d  i n c r e a s e d  m a t r i x  m e t a l l o p r o t e i n a s e  ( M M P )
a c t i v i t y .  M o r e o v e r ,  i n d u c e d  L a N t  α3 1  e x p r e s s i o n  c h a n g e d  t h e  m o d e  o f  b r e a s t

c a r c i n o m a  c e l l  i n v a s i o n  t h r o u g h  a  l a m i n i n - r i c h  m a t r i x  b u t  n o t  t h r o u g h
c o l l a g e n .  T h e  i m p a c t  o f  L a N t  α3 1  e x p r e s s i o n  d u r i n g  d e v e l o p m e n t  w a s

i n v e s t i g a t e d  I n  v i v o  b y  g e n e r a t i n g  a  n e w  t r a n s g e n i c  m o u s e  l i n e  w h e r e  t h e  U B C
p r o m o t e r  d r i v e s  L a N t  α3 1  p r e c e d e d  b y  a  f l o x - s t o p  c a s s e t t e  a n d  c r o s s i n g  t h o s e
a n i m a l s  w i t h  R o s a 2 6 - C r e E R 2   t h e n  u s i n g  t a m o x i f e n  t o  d r i v e  C r e  a c t i v a t i o n  a t
e m b r y o n i c  d a y  1 5 . 5 .  T h e  r e s u l t i n g  o f f s p r i n g  w e r e  b o r n  i n t a c t  b u t  n o t  v i a b l e ,

p r e s e n t i n g  w i t h  l o c a l i s e d  e r y t h e m a .  H i s t o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n  r e v e a l e d  e x t r a -
v a s c u l a r  e r y t h r o c y t e s  a n d  w i d e s p r e a d  d i s o r g a n i s a t i o n  i n  m u l t i p l e  t i s s u e s

c o n s i s t e n t  w i t h  b a s e m e n t  m e m b r a n e  d e f e c t s .  I n  p a r t i c u l a r ,  t h e  k i d n e y s  o f  t h e
t r a n s g e n i c  a n i m a l s  d i s p l a y e d  e p i t h e l i a l  d e t a c h m e n t ,  t u b u l a r  d i l a t i o n ,

i n t e r s t i t i a l  b l e e d i n g ,  a n d  t h i c k e n i n g  o f  t h e  k i d n e y  t u b u l e  b a s e m e n t
m e m b r a n e s .  C h a n g e s  w e r e  a l s o  a p p a r e n t  i n  t h e  l i v e r  w h e r e  a  d e p l e t i o n  i n

h e m a t o p o i e t i c  e r y t h r o c y t i c  f o c i  w a s  i d e n t i f i e d .  I n  t h e  s k i n ,  d i s r u p t i o n  o f  t h e
b a s a l  e p i t h e l i a l  l a y e r s  w a s  e v i d e n t  i n  t h e  i n t e r f o l l i c u l a r  e p i t h e l i u m .  

T o g e t h e r ,  t h e s e  f i n d i n g s  p o i n t  t o  t h e  L a N tα3 1  p r o t e i n ,  a n d  b y  e x t e n s i o n  t h e
o t h e r  L a N t  f a m i l y  m e m b e r s ,  a s  b e i n g  c a p a b l e  o f  i n f l u e n c i n g  i m p o r t a n t

p h y s i o l o g i c a l  p r o c e s s e s ,  p a r t i c u l a r l y  d u r i n g  t i m e s  o f  t i s s u e  r e m o d e l l i n g .
I m p o r t a n t l y ,  t h e  a d d i t i o n  o f  a  n e w  c l a s s  o f  p r o t e i n  t o  t h e  l a m i n i n  s u p e r -

f a m i l y  h a s  p o t e n t i a l  t o  h a v e  w i d e - r a n g i n g  e f f e c t s  o n  m a n y  l a m i n i n - m e d i a t e d
p r o c e s s e s .



Collagen fibril  formation, the circadian clock, and collagen
reporters 

K a r l  E .  K a d l e r ,  B e n  C .  C a l v e r l e y ,  J o a n  C h a n g ,  R i c h a  G a r v a ,  A d a m  P i c k a r d ,  a n d
C h i n g - Y a n  C h l o é  Y e u n g

W e l l c o m e  C e n t r e  f o r  C e l l - M a t r i x  R e s e a r c h ,  F a c u l t y  o f  B i o l o g y ,  M e d i c i n e  &  H e a l t h ,
U n i v e r s i t y  o f  M a n c h e s t e r ,  M a n c h e s t e r  A c a d e m i c  H e a l t h  S c i e n c e  C e n t r e ,  M a n c h e s t e r ,  M 1 3
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C o l l a g e n  i s  t h e  m o s t  a b u n d a n t  s e c r e t e d  p r o t e i n  i n  v e r t e b r a t e s  a n d  a l s o  o n e  o f  t h e  m o s t
l o n g  l i v e d  w i t h  a  t u r n o v e r  h a l f - l i f e  e x c e e d i n g  h u n d r e d s  o f  y e a r s  1 - 4 .  T h e  p e r m a n e n c y  o f

c o l l a g e n  c o n t r a s t s  w i t h  c o n t i n u e d  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  b y  f i b r o b l a s t s  t h r o u g h o u t  a d u l t
l i f e  a n d  w i t h  t r a n s c r i p t i o n a l / t r a n s l a t i o n a l  h o m e o s t a t i c  m e c h a n i s m s  t h a t  r e p l a c e

d a m a g e d  p r o t e i n s  w i t h  n e w  c o p i e s .  I n  a  p a p e r  p u b l i s h e d  e a r l i e r  t h i s  y e a r ,  w e  s h o w
c i r c a d i a n  c l o c k  r e g u l a t i o n  o f  s e c r e t o r y  p a t h w a y - r e s i d e n t  p r o t e i n s  t h a t  n a v i g a t e

p r o c o l l a g e n - I  f r o m  i t s  s i t e  o f  s y n t h e s i s  i n  t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  t o  s e c r e t i o n  a t  t h e
p l a s m a  m e m b r a n e  5 .  T h e  r e s u l t  i s  n o c t u r n a l  p r o c o l l a g e n - I  s y n t h e s i s  a n d  d a y t i m e

c o l l a g e n  f i b r i l  a s s e m b l y ,  i n  m i c e .  R h y t h m i c  d e g r a d a t i o n  m a i n t a i n s  c o l l a g e n
h o m e o s t a s i s .  T h i s  c i r c a d i a n  c y c l e  o f  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  a n d  d e g r a d a t i o n  a f f e c t s  a  p o o l  o f

n e w l y  s y n t h e s i s e d  c o l l a g e n - I  w h i l s t  m a i n t a i n i n g  t h e  p e r m a n e n t  c o l l a g e n  n e t w o r k .
D i s a b l i n g  t h e  c i r c a d i a n  c l o c k  c a u s e s  c o l l a g e n  a c c u m u l a t i o n .  T h u s ,  t h e  c i r c a d i a n  c l o c k

c o n t r o l s  a  s a c r i f i c i a l  p o o l  o f  c o l l a g e n  t o  m a i n t a i n  n o r m a l  t i s s u e  f u n c t i o n .  
I n  a  r e c e n t  s t u d y ,  w e  d e v e l o p e d  a  n e w  c o l l a g e n  r e p o r t e r  s y s t e m ,  D y P r o Q  6 ,  w h i c h  u s e s

C R I S P R - C a s 9  t o  i n t r o d u c e  n l u c  ( e n c o d i n g  N a n o L u c i f e r a s e ,  N L u c )  i n t o  t h e  C o l 1 a 2  l o c u s .
T h i s  n e w  m e t h o d  i s  u p w a r d s  o f  1 0 0 0 x  m o r e  s e n s i t i v e  t h a n  h y d r o x y p r o l i n e

d e t e r m i n a t i o n ,  m a i n t a i n s  e n d o g e n o u s  r e g u l a t o r y  m e c h a n i s m s ,  a n d  c a n  b e  u s e d  i n  l i v e
c e l l  i m a g i n g  a n d  m u l t i w e l l  f o r m a t s .  W e  d e m o n s t r a t e d  c i r c a d i a n  c l o c k  r e g u l a t i o n  o f

c o l l a g e n  h o m e o s t a s i s ,  i m a g e d  p r o c o l l a g e n - c o n t a i n i n g  t r a n s p o r t  v e s i c l e s  i n  l i v i n g  c e l l s ,
a n d  s c r e e n e d  a  l i b r a r y  o f  1 , 9 7 1  F D A - a p p r o v e d  c o m p o u n d s  i n  w h i c h  w e  i d e n t i f i e d  1 0

c a n d i d a t e s  f o r  r e p u r p o s i n g  i n  t h e  t r e a t m e n t  o f  f i b r o t i c  a n d  7  f o r  d e g e n e r a t i v e  d i s e a s e s .  

T h e  r e s e a r c h  w a s  g e n e r o u s l y  f u n d e d  b y  W e l l c o m e  i n  t h e  f o r m  o f  a  C e n t r e  a w a r d  ( 2 0 3 1 2 8 / Z / 1 6 / Z ) ,  a
S e n i o r  I n v e s t i g a t o r  A w a r d  ( 1 1 0 1 2 6 / Z / 1 5 / Z )  a n d  a  4 - y e a r  P h D  s t u d e n t s h i p  ( 2 1 0 0 6 2 / Z / 1 7 / Z ) .  F o r
c o r r e s p o n d e n c e ,  k a r l . k a d l e r @ m a n c h e s t e r . a c . u k  
1 .  V e r z i j l ,  N .  e t  a l .  E f f e c t  o f  c o l l a g e n  t u r n o v e r  o n  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  a d v a n c e d  g l y c a t i o n  e n d
p r o d u c t s .  J  B i o l  C h e m  2 7 5 ,  3 9 0 2 7 - 3 9 0 3 1 ,  d o i : 1 0 . 1 0 7 4 / j b c . M 0 0 6 7 0 0 2 0 0  ( 2 0 0 0 ) .
2 .  T h o r p e ,  C .  T .  e t  a l .  A s p a r t i c  a c i d  r a c e m i z a t i o n  a n d  c o l l a g e n  d e g r a d a t i o n  m a r k e r s  r e v e a l  a n
a c c u m u l a t i o n  o f  d a m a g e  i n  t e n d o n  c o l l a g e n  t h a t  i s  e n h a n c e d  w i t h  a g i n g .  J  B i o l  C h e m  2 8 5 ,  1 5 6 7 4 -
1 5 6 8 1 ,  d o i : 1 0 . 1 0 7 4 / j b c . M 1 0 9 . 0 7 7 5 0 3  ( 2 0 1 0 ) .
3 .  H e i n e m e i e r ,  K .  M . ,  S c h j e r l i n g ,  P . ,  H e i n e m e i e r ,  J . ,  M a g n u s s o n ,  S .  P .  &  K j a e r ,  M .  L a c k  o f  t i s s u e
r e n e w a l  i n  h u m a n  a d u l t  A c h i l l e s  t e n d o n  i s  r e v e a l e d  b y  n u c l e a r  b o m b  ( 1 4 ) C .  F A S E B  J  2 7 ,  2 0 7 4 - 2 0 7 9 ,
d o i : 1 0 . 1 0 9 6 / f j . 1 2 - 2 2 5 5 9 9  ( 2 0 1 3 ) .
4 .  S i v a n ,  S .  S .  e t  a l .  C o l l a g e n  t u r n o v e r  i n  n o r m a l  a n d  d e g e n e r a t e  h u m a n  i n t e r v e r t e b r a l  d i s c s  a s
d e t e r m i n e d  b y  t h e  r a c e m i z a t i o n  o f  a s p a r t i c  a c i d .  J  B i o l  C h e m  2 8 3 ,  8 7 9 6 - 8 8 0 1 ,
d o i : 1 0 . 1 0 7 4 / j b c . M 7 0 9 8 8 5 2 0 0  ( 2 0 0 8 ) .
5 .  C h a n g ,  J .  e t  a l .  C i r c a d i a n  c o n t r o l  o f  t h e  s e c r e t o r y  p a t h w a y  m a i n t a i n s  c o l l a g e n  h o m e o s t a s i s .  N a t
C e l l  B i o l  2 2 ,  7 4 - 8 6 ,  d o i : 1 0 . 1 0 3 8 / s 4 1 5 5 6 - 0 1 9 - 0 4 4 1 - z  ( 2 0 2 0 ) .
6 .  C a l v e r l e y ,  B .  C . ,  K a d l e r ,  K .  E .  &  P i c k a r d ,  A .  D y n a m i c  p r o t e i n  q u a n t i t a t i o n  ( D y P r o Q )  o f
p r o c o l l a g e n - I  b y  C R I S P R - C a s 9  N a n o L u c i f e r a s e  t a g g i n g .  b i o R x i v ,
d o i : h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 1 0 1 / 2 0 2 0 . 0 5 . 1 7 . 0 9 9 1 1 9  ( 2 0 2 0 ) .



From target identification to disease-modifying therapies
for a basement membrane disease

A l e x a n d e r  N y s t r ö m
D e p a r t m e n t  o f  D e r m a t o l o g y ,  M e d i c a l  F a c u l t y ,  M e d i c a l  C e n t e r  –  U n i v e r s i t y  o f

F r e i b u r g ,  G e r m a n y

I n  s k i n ,  c o l l a g e n  V I I  e n a b l e s  f i r m  a t t a c h m e n t  o f  t h e  e p i d e r m a l  b a s e m e n t
m e m b r a n e  t o  t h e  s u p e r f i c i a l  p a p i l l a r y  d e r m a l  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x .   I t s

d e f i c i e n c y  c a u s e s  t h e  s k i n  b l i s t e r i n g  d i s e a s e  d y s t r o p h i c  e p i d e r m o l y s i s  b u l l o s a
( D E B ) ,  w h i c h  c a n  b e  r e c e s s i v e l y  o r  d o m i n a n t l y  i n h e r i t e d .  S e c o n d a r y  t o  s k i n

b l i s t e r i n g ,  D E B  m a n i f e s t s  w i t h  p r o g r e s s i v e ,  d e b i l i t a t i n g  f i b r o s i s ,  m a k i n g  D E B  a
m o d e l  o f  t i s s u e  f r a g i l i t y - d r i v e n  f i b r o s i s .  T h e  d i s e a s e  s e v e r i t y  o f  D E B  i s  o n  o n e

h a n d  d e t e r m i n e d  b y  t h e  a b u n d a n c e  a n d  r e s i d u a l  f u n c t i o n a l i t y  o f  m u t a t e d
c o l l a g e n  V I I  a n d  o n  t h e  o t h e r  o n e  h a n d  d e t e r m i n e d  b y  m e c h a n i s m s  a c t i v e
d u r i n g  t h e  n a t u r a l  p r o g r e s s i o n  o f  t h e  d i s e a s e .  S t a r t i n g  f r o m  a n  i n c r e a s e d

u n d e r s t a n d i n g  o f  d i s e a s e  m e c h a n i s m s  i n  r e c e s s i v e  a n d  d o m i n a n t  D E B ,  I  w i l l
d i s c u s s  t h e  s u b s e q u e n t  d e s i g n  a n d  u s e  o f  a n t i s e n s e  o l i g o n u c l e o t i d e s  a n d

n a t u r a l  p e p t i d e s  f o r  d i s e a s e - m o d i f y i n g  t r e a t m e n t  o f  D E B .  

Towards a comprehensive view of the physiology and
pathology of collagen 18 

T a i n a  P i h l a j a n i e m i
U n i v e r s i t y  o f  O u l u ,  F i n l a n d



Matrix,  Cells,  and Kidney Glomerular Filtration
Jeffrey Miner, PhD

W a s h i n g t o n  U n i v e r s i t y  S c h o o l  o f  M e d i c i n e
S t .  L o u i s ,  M i s s o u r i  U S A  6 3 1 1 0

T h e  g l o m e r u l a r  b a s e m e n t  m e m b r a n e  ( G B M )  i s  a n  i n t e g r a l  c o m p o n e n t  o f  t h e
k i d n e y ’ s  f i l t r a t i o n  b a r r i e r  t h a t  a l l o w s  e f f i c i e n t  c r o s s i n g  o f  w a t e r  a n d  s m a l l

s o l u t e s  b u t  r e s t r i c t s  t h e  p a s s a g e  o f  p l a s m a  p r o t e i n s  g r e a t e r  t h a n  6 0  k i l o d a l t o n s .   
T h e  G B M  l i k e l y  c o n t a i n s  d o z e n s  o f  m a t r i x  p r o t e i n s ,  b u t  l a m i n i n - 5 2 1 ,  t y p e  I V

c o l l a g e n ,  a g r i n ,  a n d  n i d o g e n s  a p p e a r  t o  b e  t h e  m a j o r  c o m p o n e n t s .   H u n d r e d s  o f
m u t a t i o n s  i n  L A M B 2 ,  C O L 4 A 3 ,  C O L 4 A 4 ,  a n d  C O L 4 A 5  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  c a u s e

t h e  h u m a n  k i d n e y  d i s e a s e s  P i e r s o n  s y n d r o m e ,  A l p o r t  s y n d r o m e ,  a n d  t h i n
b a s e m e n t  m e m b r a n e  n e p h r o p a t h y .  T h i s  d e m o n s t r a t e s  t h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e

l a m i n i n  a n d  c o l l a g e n  I V  n e t w o r k s  i n  e s t a b l i s h i n g  a n d  m a i n t a i n i n g  t h e
g l o m e r u l a r  f i l t r a t i o n  b a r r i e r .  W e  h a v e  i n v e s t i g a t e d  h o w  t h e  t h r e e  p r i m a r y

g l o m e r u l a r  c e l l  t y p e s ,  t h e  p o d o c y t e s ,  e n d o t h e l i a l  c e l l s ,  a n d  m e s a n g i a l  c e l l s ,
r e s p o n d  t o  d e f e c t s  i n  t h e  l a m i n i n  a n d  t y p e  I V  c o l l a g e n  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  G B M .
O u r  r e c e n t  s t u d i e s  o f  p o d o c y t e s ,  s p e c i a l i z e d  e p i t h e l i a l  c e l l s  t h a t  a r e  c r i t i c a l  f o r

p r o p e r  g l o m e r u l a r  f i l t r a t i o n ,  r e v e a l  t h a t  t h e i r  a c t i n  c y t o s k e l e t o n  i s  s p e c i a l l y
t a i l o r e d  t o  w i t h s t a n d  d e f e c t s  i n  t h e  G B M ,  a s  w e l l  a s  t o  w i t h s t a n d  t o x i c  i n j u r y .  

 T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  t h e  a c t i n  c y t o s k e l e t o n  c o u l d  b e  a  t a r g e t  f o r  t h e r a p y
i n  d i s e a s e s  t h a t  i m p a c t  t h e  p o d o c y t e .
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Lamb1Dendra2 – A new mouse model to study basement
membrane dynamics in vivo

J e s s i c a  M o r g n e r 1 ,  K e r s t i n  H a h n 1 ,  C a r m e n  L o p e z  I g l e s i a s 3 ,  L o n a  K r o e s e 2 ,  C o l i n
P r i t c h a r d 2 ,  P e t e r  P e t e r s 3 ,  I v o  H u i j b e r s 2 ,  J a c c o  v a n  R h e e n e n 1

1 . D e p a r t m e n t  o f  M o l e c u l a r  P a t h o l o g y ,  O n c o d e  I n s t i t u t e ,  N e t h e r l a n d s  C a n c e r  I n s t i t u t e ,
A m s t e r d a m ,  T h e  N e t h e r l a n d s
2 . M o u s e  C l i n i c  f o r  C a n c e r  a n d  A g i n g ,  T h e  N e t h e r l a n d s  C a n c e r  I n s t i t u t e ,  A m s t e r d a m ,  T h e
N e t h e r l a n d s
3 . T h e  M a a s t r i c h t  M u l t i m o d a l  M o l e c u l a r  I m a g i n g  I n s t i t u t e ,  M a a s t r i c h t  U n i v e r s i t y ,
M a a s t r i c h t ,  T h e  N e t h e r l a n d s

Introduction
T h e  b a s e m e n t  m e m b r a n e  ( B M )  m a i n t a i n s  t i s s u e  a r c h i t e c t u r e  b y  s e p a r a t i n g

e p i t h e l i a  a n d  b l o o d  v e s s e l s  f r o m  t h e  s u r r o u n d i n g  t i s s u e .  I t s  f u n c t i o n  a s  a  b a r r i e r
i s  e s p e c i a l l y  c r i t i c a l  d u r i n g  t u m o r i g e n e s i s  w h e r e  i t  r e s t r i c t s  m a l i g n a n t  c e l l
i n v a s i o n  i n t o  t h e  s t r o m a  a n d  i n t r a v a s a t i o n  i n t o  t h e  v a s c u l a t u r e  i n  o r d e r  t o

p r e v e n t  m e t a s t a s i s  f o r m a t i o n .  H o w e v e r ,  h o w  B M  f o r m a t i o n  a n d  t u r n o v e r  a r e
d y n a m i c a l l y  r e g u l a t e d  a n d  w h i c h  c e l l s  t y p e s  c o n t r i b u t e  t o  i t s  r e m o d e l i n g  i s  n o t

u n d e r s t o o d .  T o  s t u d y  B M  d y n a m i c s  i n  v i v o  w e  d e v e l o p e d  a  f l u o r e s c e n t  B M  m o u s e
m o d e l  b a s e d  o n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  a  f u s i o n  p r o t e i n  o f  l a m i n i n  b e t a 1  ( L a m b 1 )  a n d

t h e  p h o t o s w i t c h a b l e  f l u o r o p h o r e  D e n d r a 2  t h a t  a l l o w s  u s  t o  f o l l o w  t h e  d y n a m i c s  o f
B M  r e m o d e l i n g  d u r i n g  h o m e o s t a s i s  a n d  t u m o r i g e n e s i s  b y  u s i n g  i n t r a v i t a l

m i c r o s c o p y  ( I V M ) .

Materials and Methods
U s i n g  t h e  C R I S P R / C a s  t e c h n o l o g y ,  a  c a s s e t t e  c o n t a i n i n g  a  f l e x i b l e  l i n k e r  f o l l o w e d
b y  t h e  D e n d r a 2  f l u o r o p h o r e  a n d  3 x F l a g  w a s  i n s e r t e d  i n - f r a m e  i n t o  t h e  l a s t  e x o n  o f
L a m b 1  a c h i e v i n g  t h e  e x p r e s s i o n  o f  a  L a m b 1 - D e n d r a 2 - 3 x F l a g  f u s i o n  p r o t e i n  i n  m i c e

( L a m b 1 D e n d r a 2 ) .  A l l  o r g a n s  w e r e  h i s t o p a t h o l o g i c a l l y  a n a l y z e d ,  L a m b 1 - D e n d r a 2
f l u o r e s c e n c e  e x p r e s s i o n  w a s  d e t e r m i n e d  i n  a  v a r i e t y  o f  o r g a n s ,  a n d  t h e

u l t r a s t r u c t u r e  o f  t h e  B M  w a s  e x a m i n e d  b y  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y .  L a m b 1 D e n d r a 2
m i c e  w e r e  c o m b i n e d  w i t h  g e n e t i c  m o d e l s  o f  b r e a s t  c a n c e r  a n d  o r g a n o i d

t r a n s p l a n t a t i o n  a p p r o a c h e s  w e r e  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  s o u r c e  o f  B M  p r o d u c t i o n .

Results
H e t e r o z y g o u s  a n d  h o m o z y g o u s  L a m b 1 - D e n d r a 2  m i c e  e x p r e s s  g r e e n  f l u o r e s c e n t

B M s  i n  m o s t  t i s s u e s ,  i n c l u d i n g  e p i t h e l i a ,  e n d o t h e l i a  a n d  n e u r o n a l  t i s s u e s .
H i s t o p a t h o l o g i c a l  a n d  u l t r a s t r u c t u r a l  a n a l y s i s  r e v e a l e d  n o  d i f f e r e n c e s  c o m p a r e d

t o  w i l d - t y p e  a n i m a l s .  H o w e v e r ,  v i a b l e  h o m o z y g o u s  m i c e  w e r e  s t r o n g l y
u n d e r r e p r e s e n t e d  ( 1 / 1 0 0 ) ,  s u g g e s t i n g  e m b r y o n i c  l e t h a l i t y  i n  h o m o z y g o u s  m i c e .
A p p l y i n g  r e p e t i t i v e  I V M  t h r o u g h  a n  i m a g i n g  w i n d o w  t o  b r e a s t  t u m o r s  i n  P y M T

L a m b 1 D e n d r a 2  m i c e ,  w e  f o l l o w  B M  f o r m a t i o n  a n d  r e m o d e l i n g  d u r i n g  t u m o r
p r o g r e s s i o n  o v e r  m u l t i p l e  d a y s  t o  w e e k s .  U s i n g  i n t r a v i t a l  t i m e  l a p s e  i m a g i n g  w e

d e t e r m i n e  h o w  e p i t h e l i a l  c a n c e r  c e l l s  a n d  s t r o m a l  c e l l s  b e h a v e  i n  r e s p e c t  t o  B M s
a n d  h o w  B M  t u r n o v e r  i s  r e g u l a t e d  b y  e a c h  c e l l  t y p e .

Discussion
W i t h  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h i s  u n i q u e  m o u s e  m o d e l  w e  c a n  a n s w e r  f u n d a m e n t a l

q u e s t i o n s  o f  B M  b i o l o g y  d u r i n g  t u m o r i g e n e s i s  a n d  h o m e o s t a s i s .  F o r  t h e  f i r s t  t i m e
w e  l o o k  a t  t h e  d y n a m i c s  o f  m a m m a l i a n  s t r u c t u r e s  t h a t  w e r e  p r e v i o u s l y  a s s u m e d  t o

b e  o n l y  s t a t i c .
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Introduction
D i s r u p t i o n  o f  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  ( E C M )  h o m e o s t a s i s  i s  l i n k e d  t o  m a n y  d i s e a s e s .
F o r  e x a m p l e ,  i n c r e a s e d  a c t i v i t y  o f  m a t r i x - d e g r a d i n g  p r o t e a s e s  l e a d s  t o  c a r t i l a g e

l o s s  i n  o s t e o a r t h r i t i s  ( O A ) .  H o w e v e r ,  t h e r a p e u t i c  t a r g e t i n g  o f  t h e s e  p r o t e a s e s  h a s  s o
f a r  b e e n  u n s u c c e s s f u l .  T o  i d e n t i f y  n o v e l  m e c h a n i s m s  r e g u l a t i n g  p r o t e a s e  a c t i v i t y ,

o u r  g r o u p  h a s  f o c u s e d  o n  a n  o r g a n e l l e  c a l l e d  t h e  p r i m a r y  c i l i u m ,  a s  p r o t e i n s
i n v o l v e d  i n  c i l i a  a s s e m b l y  a n d  f u n c t i o n  h a v e  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  m a t r i x

e x p r e s s i o n ,  o r g a n i s a t i o n ,  a n d  r e m o d e l l i n g .  W e  h a v e  s e e n  t h a t  i n d u c i b l e ,  c a r t i l a g e -
s p e c i f i c  d e l e t i o n  o f  t h e  c i l i a r y  p r o t e i n  I F T 8 8  i n  m i c e  r e s u l t s  i n  t i s s u e  a t r o p h y  a n d
O A ,  a n d  t h a t  a  h y p o m o r p h i c  I F T 8 8  m u t a t i o n  r e s u l t s  i n  e l e v a t e d  m a t r i x  c a t a b o l i s m

i n  v i t r o ,  p o s s i b l y  d u e  t o  d i s r u p t e d  r e g u l a t i o n  o f  p r o t e a s e  a c t i v i t y  b y  L R P - 1 -
m e d i a t e d  e n d o c y t o s i s .  H e r e ,  w e  a i m e d  t o  i d e n t i f y  o t h e r  c i l i a r y  p r o t e i n s  t h a t

r e g u l a t e  p r o t e o l y t i c  m a t r i x  d e g r a d a t i o n  a n d  d e t e r m i n e  t h e  m e c h a n i s m  b y  w h i c h
t h i s  o c c u r s .

Materials and Methods
P r o t e i n s  w i t h  d i f f e r e n t  c i l i a r y  r o l e s  w e r e  d e p l e t e d  i n  a  m o u s e  c h o n d r o c y t e  l i n e

u s i n g  s i R N A s .  P r o t e o l y t i c  m a t r i x  d e g r a d a t i o n  w a s  m e a s u r e d  b y  c u l t u r i n g  c e l l s  w i t h
p u r i f i e d  a g g r e c a n  a n d  s u b s e q u e n t l y  d e t e c t i n g  t h e  a g g r e c a n  n e o e p i t o p e  A G E G  b y
w e s t e r n  b l o t .  q P C R  a n d  w e s t e r n  b l o t t i n g  w e r e  u s e d  t o  i n v e s t i g a t e  m e c h a n i s m s  o f

p r o t e a s e  a c t i v i t y  r e g u l a t i o n .

Results
K n o c k d o w n  o f  t h e  c i l i a r y  k i n a s e  T T B K 2  r e s u l t e d  i n  i n c r e a s e d  a g g r e c a n  d e g r a d a t i o n ,

w h i c h  w a s  m a i n l y  m e d i a t e d  b y  t h e  p r o t e a s e  A D A M T S - 5 .  T h i s  i n c r e a s e  w a s  n o t
a s s o c i a t e d  w i t h  l a r g e  i n c r e a s e s  i n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  a g g r e c a n o l y t i c  p r o t e a s e s ,

i n c l u d i n g  A D A M T S - 5 ,  o r  h e d g e h o g  s i g n a l l i n g  p a t h w a y  t a r g e t s .  L e v e l s  o f  t h e
e n d o g e n o u s  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  T I M P - 3  w e r e  u n a f f e c t e d  b y  T T B K 2  k n o c k d o w n .

Discussion
T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  T T B K 2  i s  a  n o v e l  r e g u l a t o r  o f  A D A M T S - 5 - m e d i a t e d

a g g r e c a n  d e g r a d a t i o n .  E x p e r i m e n t s  t o  d e t e r m i n e  h o w  T T B K 2  r e g u l a t e s  A D A M T S - 5
a c t i v i t y ,  s u c h  a s  v i a  A D A M T S - 5  e n d o c y t o s i s  o r  a c t i v a t i o n ,  a r e  c u r r e n t l y  u n d e r w a y ,

a l o n g s i d e  a n a l y s i s  o f  t h e  e x p r e s s i o n  o f  T T B K 2  a n d  o t h e r  g e n e s  o f  i n t e r e s t  i n  h u m a n
O A  a n d  n o n - O A  c a r t i l a g e ,  a n d  o n g o i n g  i n v e s t i g a t i o n s  i n t o  t h e  e f f e c t  o f  c i l i a r y  g e n e

k n o c k d o w n  o n  t h e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  i n  v i v o .  T o g e t h e r ,  t h i s  w o r k  c o u l d
p o t e n t i a l l y  h e l p  t o  i d e n t i f y  t a r g e t s  f o r  r e s t o r i n g  p h y s i o l o g i c a l  l e v e l s  o f  p r o t e a s e

a c t i v i t y  i n  O A ,  a n d  p r o v i d e  f u r t h e r  m e c h a n i s t i c  i n s i g h t  i n t o  t h e  r e g u l a t i o n  o f
m a t r i x  c a t a b o l i s m  i n  c a r t i l a g e  a n d  o t h e r  t i s s u e s  a f f e c t e d  b y  d i s e a s e s  o f

p a t h o l o g i c a l  m a t r i x  d e g r a d a t i o n .
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Introduction
S t r o k e  i s  t h e  s e c o n d  l e a d i n g  c a u s e  o f  d e a t h  w o r l d w i d e .  C o m m o n  g e n e t i c  v a r i a n t s  i n
C O L 4 A 1  a n d  C O L 4 A 2  h a v e  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  i n t r a c e r e b r a l  h a e m o r r h a g e  ( I C H )  i n
t h e  g e n e r a l  p o p u l a t i o n  w h i l e  r a r e  m u t a t i o n s ,  m o s t l y  a f f e c t i n g  g l y c i n e  r e s i d e s ,  c a u s e

t h e  h e r e d i t a r y  C O L 4 A 1  s y n d r o m e .  I n  a d d i t i o n  t o  t h e  c o m m o n  v a r i a n t s  w e  h y p o t h e s i s e d
t h a t  r a r e  c o d i n g  v a r i a n t s  i n  C O L 4 A 1  a n d  C O L 4 A 2  c o u l d  c o n t r i b u t e  t o  I C H  i n  t h e

g e n e r a l  p o p u l a t i o n .

Materials and Methods
W e  a n a l y s e d  s e q u e n c i n g  d a t a  a c r o s s  5 5 9 K b p  a t  1 3 q 3 4  i n c l u d i n g  C O L 4 A 1  a n d  C O L 4 A 2

a m o n g  1 , 4 9 2  i n d i v i d u a l s  ( 1 9 2  I C H  c a s e s  a n d  1 , 3 0 0  c o n t r o l s )  f r o m  a  S c o t l a n d - b a s e d
c o h o r t .  T h e  s i n g l e  n u c l e o t i d e  v a r i a n t s  ( S N V s )  w e r e  a n n o t a t e d  f o r  m i n o r  a l l e l e

f r e q u e n c y  a n d  f u n c t i o n a l  i m p a c t  u s i n g  S n p E f f ,  E n s e m b l ’ s  V a r i a n t  E f f e c t  P r e d i c t o r
( V E P )  a n d  g n o m A D ,  t h e  v a r i a n t s  w e r e  f u r t h e r  a n n o t a t e d  w i t h  C A D D  s c o r e s  f r o m  t h e

C o m b i n e d  A n n o t a t i o n  D e p e n d a n t  D a t a b a s e .  T h e  t h e r m a l  s t a b i l i t y  o f  v a r i a n t s  w i t h  t h e
c o l l a g e n  t r i p l e  h e l i x  w a s  a n a l y s e d  u s i n g  t h e  C o l l a g e n  S t a b i l i t y  C a l c u l a t o r .

Results
W i t h i n  t h e  I C H  c o h o r t ,  w e  i d e n t i f i e d  4  r a r e  m i s s e n s e  v a r i a n t s  a n d  o n e  t h a t  c r e a t e d  a

p r e m a t u r e  s t o p  c o d o n  i n  C O L 4 A 1 ,  v a r i a n t s  w e r e  e i t h e r  n o t  p r e s e n t  i n  t h e  c o n t r o l
c o h o r t  o r  h a d  a  d i f f e r i n g  m i n o r  a l l e l e  f r e q u e n c y .  T h e s e  r a r e  v a r i a n t s  a r e  a l l  c l a s s i f i e d

a s  p a t h o g e n i c  b y  V E P  a n d  g n o m A D  a n d  f u n c t i o n a l l y  d e s c r i b e d  a s  d e l e t e r i o u s .
A d d i t i o n a l l y ,  t h e  C A D D  s c o r e s  f o r  t h e  r a r e  v a r i a n t s  w e r e  a l l  g r e a t e r  t h a n  2 4 .  T w o  o f
t h e  m i s s e n s e  v a r i a n t s ,  C O L 4 A 1 P 8 9 0 S    a n d  C O L 4 A 2 G 1 1 2 3 E ,  w e r e  l o c a t e d  w i t h i n  t h e

c o l l a g e n o u s  d o m a i n .  T h e r m a l  s t a b i l i t y  a n a l y s i s  o f  t h e s e  v a r i a n t s  c h a n g e d  t h e  m e l t i n g
t e m p e r a t u r e  o f  t h e  h e l i x  c o m p a r e d  w i t h  t h e  w i l d  t y p e  p r o t e i n .  

Discussion
B y  p e r f o r m i n g  t h e  f i r s t  l a r g e  s c a l e  a n a l y s i s  o f  c o l l a g e n  I V  i n  s t r o k e ,  w e  u n c o v e r e d  t h a t

r a r e  C o l l a g e n  I V  v a r i a n t s  c a n  o c c u r  i n  3 %  o f  I C H  i n  t h e  g e n e r a l  p o p u l a t i o n .  O u r  i n
s i l i c o  a n a l y s i s  r e v e a l  t h e  p a t h o g e n i c  n a t u r e  o f  t h e s e  v a r i a n t s ,  w h i c h  w i l l  n e e d  t o  b e

v e r i f i e d .  I n  c o n t r a s t  t o  C O L 4 A 1  s y n d r o m e ,  n o  v a r i a n t s  a f f e c t  t h e  g l y c i n e  r e s i d u e s
h i g h l i g h t i n g  a  g e n o t y p e - p h e n o t y p e  c o r r e l a t i o n .  H o w e v e r ,  t w o  v a r i a n t s  d o  e f f e c t  t h e

s t a b i l i t y  o f  t h e  C o l l a g e n  t r i p l e  h e l i x .  T h e s e  d a t a  h i g h l i g h t  t h e  i m p o r t a n t  r o l e  o f
c o l l a g e n  I V  i n  s p o r a d i c  s t r o k e ,  i n c r e a s i n g  o u r  k n o w l e d g e  o f  i t s  g e n e t i c  b a s i s  .  
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Introduction 
M e c h a n i c s  o f  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i c e s  c o n t r o l  d i v e r s e  c e l l u l a r  f u n c t i o n s ,  y e t
s u r p r i s i n g l y  l i t t l e  i s  k n o w n  a b o u t  t h e  m e c h a n i c s  o f  t h e  d i f f e r e n t  c o l l a g e n s

t h a t  c o m p r i s e  t h e s e  s t r u c t u r e s .  W h i l e  t h e  m o r e  a b u n d a n t  f i b r i l l a r  c o l l a g e n s
a r e  b e s t  d e s c r i b e d  a s  s e m i - f l e x i b l e  p o l y m e r s ,  m u c h  l e s s  i s  k n o w n  a b o u t  t h e

f l e x i b i l i t y  o f  t h e  n e t w o r k - f o r m i n g  c o l l a g e n  t y p e  I V ,  a n  i n t e g r a l  c o m p o n e n t  o f
t h e  b a s e m e n t  m e m b r a n e .  A  k e y  f e a t u r e  t h a t  d i f f e r e n t i a t e s  c o l l a g e n  I V  f r o m

f i b r i l l a r  c o l l a g e n s  i s  t h e  p r e s e n c e  o f  i n t e r r u p t i o n s  o f  t h e  t r i p l e - h e l i x -
d e f i n i n g  ( G l y - X - Y ) n  s e q u e n c e  w i t h i n  t h e  c o l l a g e n o u s  d o m a i n .  

Materials and Methods 
H e r e ,  w e  u s e d  a t o m i c  f o r c e  m i c r o s c o p y  t o  s a m p l e  t h e  t w o - d i m e n s i o n a l
c o n f o r m a t i o n s  a d o p t e d  b y  c o l l a g e n  o n  m i c a  a n d  p e r f o r m e d  s t a t i s t i c a l

a n a l y s i s  t o  c a l c u l a t e  p o s i t i o n - d e p e n d e n t  f l e x i b i l i t y  p r o f i l e s .  

Results 
O u r  f l e x i b i l i t y  p r o f i l e  r e v e a l s  t h a t  c o l l a g e n  I V  p o s s e s s e s  h i g h l y

h e t e r o g e n e o u s  m e c h a n i c s ,  r a n g i n g  f r o m  s e m i - f l e x i b l e  r e g i o n s  t o  a  l e n g t h y
r e g i o n  o f  h i g h  f l e x i b i l i t y  t o w a r d s  t h e  N  t e r m i n u s .  A  v a r i a b l e  f l e x i b i l i t y  m o d e l

b a s e d  o n  d i s t i n c t  p h y s i c a l  i n t e r r u p t i o n  c l a s s e s  f i t  t h e  o b s e r v e d  p r o f i l e
r e a s o n a b l y  w e l l ,  p r o v i d i n g  i n s i g h t  i n t o  t h e  a l i g n m e n t  o f  c h a i n s  i n  c o l l a g e n  I V
a n d  s u p p o r t i n g  t h e  r o l e  o f  i n t e r r u p t i o n s  i n  i n s t i l l i n g  f l e x i b i l i t y .  L i m i t a t i o n s
o f  t h i s  m o d e l  w e r e  i l l u m i n a t e d  i n  a n  i n v e s t i g a t i o n  o f  p N - I I I  c o l l a g e n ,  w h i c h ,

a l t h o u g h  c o n t i n u o u s l y  t r i p l e  h e l i c a l ,  a l s o  e x h i b i t e d  v a r i a b l e  f l e x i b i l i t y  a l o n g
i t s  l e n g t h ,  n o t a b l y  p o s s e s s i n g  a  h i g h - f l e x i b i l i t y  r e g i o n  a r o u n d  t h e  m a t r i x -

m e t a l l o p r o t e a s e  b i n d i n g  s i t e .  

Discussion 
A s  p r e d i c t e d  f o r  p o l y m e r s  o f  d i f f e r e n t  r i g i d i t y  s u b j e c t  t o  d e p l e t i o n

i n t e r a c t i o n s ,  t h e  h i g h e r  r i g i d i t y  o f  t h e  t r i p l e  h e l i x  m a y  d r i v e  m o r e  f a c i l e
l a t e r a l  c o l l a g e n  a s s e m b l y  i n t o  t h i c k  f i b r i l s ,  w h i l e  t h e  c o m p a r a t i v e l y  f l e x i b l e

c o l l a g e n  I V  i s  m o r e  l i m i t e d  i n  i t s  a s s e m b l y  b e c a u s e  o f  t h e  h i g h e r  e n t r o p i c
c o s t  o f  p a c k i n g  i t s  f l e x i b l e  d o m a i n s  i n t o  o r d e r e d  s t r u c t u r e s .  S t u d y i n g

d i f f e r e n t  c o l l a g e n s  o f f e r s  t h e  o p p o r t u n i t y  t o  e x a m i n e  t h e  i n t e r p l a y  b e t w e e n
m e c h a n i c a l  f l e x i b i l i t y  a n d  h i g h e r - o r d e r  a s s e m b l y ,  w h i c h  m a y  p r o v i d e  i n s i g h t

i n t o  t h e i r  b i o l o g i c a l  s t r u c t u r e s  a n d  f u n c t i o n s .  
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Introduction
G l o m e r u l a r  d i s e a s e  i s  c h a r a c t e r i s e d  b y  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  d e p o s i t i o n  a n d  t h e  l o s s  o f
f i l t r a t i o n  b a r r i e r  i n t e g r i t y .  T h e  r o l e  o f  i m m u n e  c e l l s  i n  g l o m e r u l a r  d i s e a s e  i s  c r u c i a l
f o r  d a m p e n i n g  i n f l a m m a t i o n  a n d  m a i n t a i n i n g  h o m e o s t a s i s .  M a c r o p h a g e s  a r e  i n n a t e

i m m u n e  c e l l s  t h a t  r e s p o n d  t o  k i d n e y  i n f l a m m a t i o n ,  h o w e v e r  t h e i r  r o l e  i n  m a t r i x
r e g u l a t i o n  i s  u n k n o w n .  T h i s  p r o j e c t  i s  a i m e d  t o  c h a r a c t e r i s e  k i d n e y  m a c r o p h a g e s  a n d

t h e i r  i n t e r a c t i o n s  w i t h  t h e  g l o m e r u l a r  m a t r i x .

Materials and Methods
K i d n e y  i m m u n e  c e l l s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  C 5 7 B L / 6 J ,  C x 3 c r 1 C r e E R  X  R 2 6 - y f p  a n d  C c r 2 - / -

m i c e  a n d  a n a l y s e d  u s i n g  f l o w  c y t o m e t r y .  M a c r o p h a g e  s u b s e t s  w e r e  i s o l a t e d  b y
f l u o r e s c e n c e -  a c t i v a t e d  c e l l  s o r t i n g  a n d  R N A  e x t r a c t e d  f o r  b u l k  R N A - s e q u e n c i n g .

M a t r i s o m e - a s s o c i a t e d  s e c r e t e d  f a c t o r s  f r o m  c u l t u r e d  m a c r o p h a g e  s u b s e t s  w e r e
e x a m i n e d  u s i n g  a  c y t o m e t r i c  b e a d  a r r a y .

Results
W e  f o u n d  t h a t  m a c r o p h a g e s  c a n  b e  d e f i n e d  p h e n o t y p i c a l l y  a n d  t r a n s c r i p t i o n a l l y  i n t o

d i s t i n c t  s u b s e t s  u s i n g  t h e  C X 3 C  c h e m o k i n e  r e c e p t o r  1  ( C X 3 C R 1 )  a n d  a  r e c e n t l y
d i s c o v e r e d  r e s i d e n t  m a c r o p h a g e  c a n d i d a t e  C D 8 1  i n  t h e  k i d n e y s .  T h e s e  m a c r o p h a g e
s u b s e t s  w e r e  d e f i n e d  a s  C D 4 5 + L i n e a g e - C X 3 C R 1 - C D 8 1 -  ( P 1 ) ,  C X 3 C R 1 - C D 8 1 +  ( P 2 )  a n d

C X 3 C R 1 + C D 8 1 +  ( P 3 )  c e l l s .
T h e s e  m a c r o p h a g e  s u b s e t s  v a r i e d  i n  t h e i r  e n r i c h m e n t  o f  m a t r i s o m e - a s s o c i a t e d

s e c r e t e d  f a c t o r s ,  i n c l u d i n g  T N F -�  a n d  I L - 1 0 .  E x a m i n i n g  m a c r o p h a g e  r e c r u i t m e n t  u s i n g
t a m o x i f e n -  t r e a t e d  C x 3 c r 1 C r e E R  X  R 2 6 - y f p  m i c e ,  t h e  P 3  s u b s e t  d i s p l a y e d  t h e  l o w e s t

r a t e  o f  m o n o c y t e  r e p l e n i s h m e n t  c o m p a r e d  t o  P 1  a n d  P 2  c e l l s .  I n  C c r 2 - / -  m i c e ,  a  k n o w n
m o d e l  o f  d e f e c t i v e  b o n e  m a r r o w  e g r e s s ,  P 1  a n d  P 2  s u b s e t s  w e r e  d e p e n d e n t  o n  C C R 2  i n

m a i n t a i n i n g  m a c r o p h a g e  r e c r u i t m e n t .  B u l k  R N A - s e q u e n c i n g  o f  i s o l a t e d  k i d n e y
m a c r o p h a g e s  r e v e a l e d  t h a t  t h e s e  s u b s e t s  h a d  t r a n s c r i p t i o n a l  p r o f i l e s  d i s t i n c t  f r o m

c i r c u l a t i n g  b l o o d  m o n o c y t e s .  I n t e r e s t i n g l y ,  i n  g e n e  o n t o l o g y  a n a l y s e s  a p p l i e d  t o
p a i r w i s e  c o m p a r i s o n s  o f  d i f f e r e n t i a l l y  e x p r e s s e d  g e n e s  b e t w e e n  e a c h  p o p u l a t i o n ,  m a n y

c l u s t e r s  w e r e  f o u n d  w i t h  d i s t i n c t  t r a n s c r i p t i o n a l  p a t h w a y s  o f  c e l l  a d h e s i o n  a n d
e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  o r g a n i s a t i o n .  O f  t h e  t r a n s c r i p t s  h i g h l i g h t e d ,  t h e s e  i n c l u d e d

C o l 4 a 4 ,  C o l 4 a 3  a n d  C o l 5 a 2  g e n e s ,  w i t h  p r e v i o u s l y  e s t a b l i s h e d  r o l e s  i n  t h e  g l o m e r u l a r
b a s e m e n t  m e m b r a n e .

Discussion
O u r  d a t a  s u g g e s t  t h a t  m a c r o p h a g e s ,  i n  a d d i t i o n  t o  t h e i r  p r e v a i l i n g  f u n c t i o n  w i t h i n  t h e

i m m u n e  s y s t e m ,  a r e  e s t a b l i s h e d  i n  t h e i r  d i v e r s i t y  a n d  m a y  i n f l u e n c e  t h e  m a t r i x  i n
k i d n e y s .  T h e s e  n o v e l  f i n d i n g s  s u g g e s t  c r u c i a l l y ,  t h a t  m a c r o p h a g e s  m a y  c o n t r i b u t e  t o

m a t r i x  o r g a n i s a t i o n ,  w h i c h  m a y  i n  t u r n  s h a p e  t h e  a c t i v a t i o n  o f  i m m u n e  r e s p o n s e s .
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Introduction
I d e n t i f i c a t i o n  o f  g e n e t i c  m o d i f i e r s  o f  d i s e a s e  i n c r e a s e s  o u r  u n d e r s t a n d i n g  o f

p a t h o m o l e c u l a r  m e c h a n i s m s  a n d  h o l d s  t h e  p r o m i s e  o f  f i n d i n g  n o v e l
t h e r a p e u t i c  t a r g e t s .  M u t a t i o n s  i n  t h e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  c o m p o n e n t

c o l l a g e n  I V  ( C o l 4 a 1 )  c a u s e  c e r e b r o v a s c u l a r ,  e y e  a n d  k i d n e y  d i s e a s e ,  f o r  w h i c h
t h e r e  a r e  n o  t r e a t m e n t s .  e m b - 9 ( g 2 3 )  c o l l a g e n  m u t a n t  a n i m a l s  d i s p l a y

t e m p e r a t u r e - d e p e n d e n t  e m b r y o n i c  l e t h a l i t y  ( a t  2 0  º C ) ,  m a t r i x  d e f e c t s ,  a n d
i n t r a c e l l u l a r  c o l l a g e n  a c c u m u l a t i o n ,  r e f l e c t i n g  t h e  m a m m a l i a n  d i s e a s e .

G e n e t i c  s u p p r e s s o r s  c a n  m o d u l a t e  C o l 4 a 1  d i s e a s e  o u t c o m e ,  h o w e v e r  t h e i r
i d e n t i t y  r e m a i n s  u n k n o w n .  W e  e m p l o y e d  a  m u t a g e n e s i s  a n d  w h o l e  g e n o m e

s e q u e n c i n g  ( W G S )  a p p r o a c h  a n d  c o m p i l e d  a  l i s t  o f  1 0  c a n d i d a t e  s u p p r e s s o r s
o f  t h e  m u t a n t  c o l l a g e n  p h e n o t y p e  a t  2 0  º C .

Materials and Methods
W e  e m p l o y e d  a  s a t u r a t e d  E M S  m u t a g e n e s i s  a p p r o a c h  t o  i n d u c e  r a n d o m  s i n g l e

n u c l e o t i d e  s u b s t i t u t i o n s  i n  t h e  g e n o m e  o f  e m b - 9 ( g 2 3 )  h o m o z y g o u s  m u t a n t
s t r a i n .  W e  e x a m i n e d  t h e  s u r v i v a l  o f  n e w l y  g e n e r a t e d  s t r a i n s  a t  2 0 º C .  W e

c o m p i l e d  a  l i s t  o f  c a n d i d a t e  s u p p r e s s o r s ,  u s i n g  W G S  a p p r o a c h  a n d
c o m p a r a t i v e  g e n o m i c s  a n a l y s i s .  R N A i - m e d i a t e d  k n o c k d o w n  i s  u s e d  t o

d e t e r m i n e  t h e  r e s c u e  p o t e n t i a l  o f  e a c h  c a n d i d a t e  s u p p r e s s o r .

Results
W e  i d e n t i f i e d  4 0  s u p p r e s s o r  p o p u l a t i o n s ,  i n  w h i c h  t h e  e m b r y o n i c  l e t h a l i t y  i s
r e s c u e d ,  d i s p l a y i n g  u p  t o  7 0 %  i n c r e a s e  i n  s u r v i v a l  a t  2 0 º C .  W e  s e l e c t e d  f o u r
s t r a i n s  f o r  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n ,  d i s p l a y i n g  t h e  l a r g e s t  i n c r e a s e  i n  s u r v i v a l .

U s i n g  a  W G S  a p p r o a c h ,  w e  h a v e  i d e n t i f i e d  a  c a n d i d a t e  g e n e  r e g i o n  i n  t w o
s u p p r e s s o r  s t r a i n s .  W e  i d e n t i f y  n o v e l  E M S - i n d u c e d  v a r i a n t s  i n  s u p p r e s s o r

s t r a i n s  w i t h i n  c o d i n g  r e g i o n s .  C u r r e n t l y ,  e m p l o y i n g  R N A i - m e d i a t e d
k n o c k d o w n  s t r a t e g y  t o  i d e n t i f y  c a u s a l  v a r i a n t .

Discussion
I d e n t i f y i n g  g e n e t i c  m o d u l a t o r s  o f  C o l 4 a 1  m u t a n t  p h e n o t y p e s  i s  i m p o r t a n t  i n

r e v e a l i n g  t h e  m o l e c u l a r  m e c h a n i s m s  o f  t h e  d i s e a s e  a n d  i d e n t i f y i n g  n o v e l
t h e r a p e u t i c  a p p r o a c h e s .  R e s c u i n g  t h e  e m b r y o n i c  l e t h a l i t y  o f  e m b - 9 ( g 2 3 )  t o

d i f f e r e n t  e x t e n t  s u g g e s t s  t h a t  w e  h a v e  g e n e r a t e d  a  l i b r a r y  o f  s u p p r e s s o r s  f o r
C o l 4 a 1  d i s e a s e  i n  C .  e l e g a n s .  I d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e s e  g e n e t i c  m o d i f i e r s  o f

c o l l a g e n  I V  d i s e a s e  r e p r e s e n t s  t h e  f i r s t  s t e p  i n  d e l i n e a t i n g  t h e i r  m o l e c u l a r
m e c h a n i s m ,  a n d  t h e i r  “ t r a n s l a t i o n ”  t o  m a m m a l i a n  o r t h o l o g s  t o  d e t e r m i n e  i f
t h e i r  e f f i c a c y  i s  c o n s e r v e d  i n  p a t i e n t  c e l l  l i n e s  a n d  m o u s e  m o d e l s  o f  C o l 4 a 1

d i s e a s e .
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Introduction 
v a s c u l a r  E h l e r s  D a n l o s  S y n d r o m e  ( v E D S )  i s  a  r a r e  a u t o s o m a l  d o m i n a n t

d i s o r d e r  a f f e c t i n g  c o n n e c t i v e  t i s s u e s .  I t  i s  t h e  m o s t  s e r i o u s  f o r m  o f  E D S  d u e
t o  c o m p l i c a t i o n s  s u c h  a s  a r t e r i a l  a n d  o r g a n  r u p t u r e  t h a t  r e d u c e  l i f e

e x p e c t a n c y .  v E D S  i s  c a u s e d  b y  m u t a t i o n s  i n  c o l l a g e n  I I I ,  t h e  m a j o r i t y  o f
w h i c h  a f f e c t  g l y c i n e  r e s i d u e s  i n  t h e  c o l l a g e n  G l y - X - Y  r e p e a t .  T h e  m o l e c u l a r

d i s e a s e  m e c h a n i s m s  o f  v E D S  r e m a i n  u n c l e a r  w h i c h  h i n d e r s  t r e a t m e n t
d e v e l o p m e n t .  T o  a d d r e s s  t h i s  k n o w l e d g e  g a p ,  w e  e m p l o y e d  p r i m a r y  p a t i e n t

c e l l  c u l t u r e s  t o  d e t e r m i n e  t h e  m e c h a n i s m s  o f  C O L 3 A 1  m u t a t i o n s  i n  v E D S .

Materials and Methods 
W e  e s t a b l i s h e d  a n d  i n v e s t i g a t e d  p r i m a r y  p a t i e n t  f i b r o b l a s t  c e l l s  h a r b o u r i n g
C O L 3 A 1  g l y c i n e  m u t a t i o n s  ( G 1 8 9 S  a n d  G 9 0 6 R ) .  W e s t e r n  b l o t t i n g  w a s  u s e d  t o

a s s e s s  c o l l a g e n  I I I  s e c r e t i o n  a n d  E R  s t r e s s .  S e n s i t i v i t y  t o  t r y p s i n  d i g e s t i o n
w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  t r i p l e  h e l i c a l  s t a b i l i t y  o f  s e c r e t e d  c o l l a g e n  I I I  a s  a

m e a s u r e  o f  c o l l a g e n  f o l d i n g  q u a l i t y .  C e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  a  c h e m i c a l
c h a p e r o n e ,  P B A  ( 4 - p h e n y l b u t y r i c  a c i d  ) ,  t o  i n v e s t i g a t e  p o t e n t i a l  t r e a t m e n t s .

Results 
B o t h  m u t a t i o n s  c a u s e d  i n t r a c e l l u l a r  c o l l a g e n  I I I  r e t e n t i o n ,  b u t  t h i s  w a s  m o r e

s e v e r e  i n  C O L 3 A 1  G 9 0 6 R  m u t a n t  c e l l s .  I n c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  t o  t r y p s i n
d i g e s t i o n  o f  s e c r e t e d  c o l l a g e n  I I I  s h o w s  t h a t  t h e  m u t a t i o n s  a l l o w e d  s e c r e t i o n
o f  m u t a n t  m i s f o l d e d  c o l l a g e n  I I I .  T h e  i n t r a c e l l u l a r  a c c u m u l a t i o n  o f  c o l l a g e n

I I I  d u e  t o  G 9 0 6 R  c e l l s  c a u s e d  a c t i v a t i o n  o f  I R E 1  a n d  P E R K  E R  s t r e s s  p a t h w a y s ,
w i t h  i n d u c t i o n  o f  E R  s t r e s s  i n d u c e d  a p o p t o s i s  i n d i c a t e d  b y  h i g h e r  l e v e l s  o f

C H O P .  I n t e r e s t i n g l y ,  t h e  G 1 8 9 S  m u t a t i o n  r e s u l t e d  i n  a n  a p p a r e n t  m i l d e r  l e v e l
o f  E R  s t r e s s  w i t h o u t  C H O P  a c t i v a t i o n .  W e  t r e a t e d  c e l l s  w i t h  t h e  c h e m i c a l

c h a p e r o n e  P B A  t o  d e t e r m i n e  i t s  e f f i c a c y  f o r  C O L 3 A 1  m u t a t i o n s .  A  v a r i e t y  o f
P B A  c o n c e n t r a t i o n s  ( 5 m M - 1 0 0 u M )  w a s  a b l e  r e d u c e  E R  s t r e s s  i n  C O L 3 A 1  G 1 8 9 S
c e l l s ,  w h i l e  o n l y  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  P B A  ( 1 0 0 u M  a n d  5 0 0 u m )  r e d u c e d  E R

s t r e s s  i n  C O L 3 A 1  G 9 0 6 R  c e l l s .

Discussion 
W e  h a v e  i d e n t i f i e d  t h a t  E R  s t r e s s  p l a y s  a  r o l e  i n  t h e  d i s e a s e  m e c h a n i s m  o f

v E D S ,  w h e r e b y  i n d i v i d u a l  C O L 3 A 1  m u t a t i o n s  h a v e  d i f f e r e n t i a l  a c t i v a t i o n  o f
E R  s t r e s s  w i t h  h i g h e r  E R  s t r e s s  l e v e l s  b e i n g  a s s o c i a t e d  w i t h  m o r e  C - t e r m i n a l
g l y c i n e  m u t a t i o n s .  C h e m i c a l  c h a p e r o n e  t r e a t m e n t  w a s  s u c c e s s f u l  i n  r e d u c i n g
E R  s t r e s s  l e v e l s .  H o w e v e r ,  a s  C O L 3 A 1  m u t a t i o n s  c a u s e  s e c r e t i o n  o f  m i s f o l d e d
p r o t e i n ,  i t  i s  n o w  i m p o r t a n t  t o  d e t e r m i n e  e f f e c t s  o f  P B A  o n  m a t r i x  s t r u c t u r e .  
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Introduction
T i n a g  a n d  T i n a g l 1  a r e  f o u n d  i n  b a s e m e n t  m e m b r a n e s  a n d  s o m e  i n t e r s t i t i a l

m a t r i c e s .  T h e y  s h a r e  a  s t r u c t u r e  –  s o m a t o m e d i n  B  d o m a i n  +  i n a c t i v e  c a t h e p s i n  B -
l i k e  d o m a i n  –  n o t  s e e n  i n  o t h e r  p r o t e i n s .  D i r e c t  b i n d i n g  t o  l a m i n i n ,  i n t e g r i n s ,

W n t s ,  a n d  E G F - R  h a s  b e e n  s h o w n  i n  v i t r o ,  a n d  r o l e s  i n  E M T / M E T ,  m e t a s t a s i s
s u p p r e s s i o n ,  a n d  m a i n t e n a n c e  o f  d i f f e r e n t i a t e d  e p i t h e l i a  p r o p o s e d .  Z e b r a f i s h
h a v e  o n l y  a  T i n a g l 1  o r t h o l o g ,  m a k i n g  i t  a n  a t t r a c t i v e  m o d e l  f o r  c h a r a c t e r i z i n g

f u n c t i o n s  i n  v i v o .

Materials and Methods
Z e b r a f i s h  e m b r y o s  w e r e  i n j e c t e d  w i t h  s p l i c e - b l o c k i n g  m o r p h o l i n o s  o r  w i t h  C a s 9
m R N A  +  a  s g R N A  t a r g e t i n g  t h e  f i r s t  c o d i n g  e x o n .  I n  t h e s e  a n i m a l s ,  h e a r t  l o o p i n g
( 2 d ) ;  j a w  c a r t i l a g e  ( 5 d ) ;  a n d  s p i n a l  c o r d  o r g a n i z a t i o n  a n d  p r o n e p h r i c  d u c t  c i l i a

( 1 d )  w e r e  s c o r e d .  I n  a p p r o a c h e s  d i s r u p t e d  b y  t h e  p a n d e m i c ,  g e n e r a t i n g  k n o c k o u t
a n d  t a g g e d  l i n e s  i s  e s s e n t i a l  f o r  c o n f i r m i n g  f u n c t i o n a l  r e q u i r e m e n t s  a n d  f o r

i d e n t i f y i n g  p r o c e s s e s  i n  w h i c h  T i n a g l 1  p a r t i c i p a t e s .

Results
K n o c k d o w n  o f  T i n a g l 1  e x p r e s s i o n  u s i n g  m o r p h o l i n o s  ( M O s ) ,  b u t  n o t  m i s m a t c h

c o n t r o l s  ( M M s ) ,  d e m o n s t r a t e d  p h e n o t y p e s  s i m i l a r  t o  t h o s e  d o c u m e n t e d  f o r
a u t h e n t i c  c i l i a  g e n e s ,  e . g . ,  d i s r u p t i o n  o f  L - R  a s y m m e t r y  o f  h e a r t  l o o p i n g ,  a n d

p r o n e p h r i c  d i l a t a t i o n s .  C i l i a  w e r e  s h o r t e r  a n d  f e w e r  i n  n u m b e r  i n  t h e  l a t e r a l i t y
o r g a n  a n d  p r o n e p h r i c  d u c t .  G 0  C R I S P R / C a s 9 - d i s r u p t e d  e m b r y o s  s h o w e d  s i m i l a r

r e s u l t s ,  s u p p o r t i n g  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e s e  r e s u l t s  a r e  d u e  t o  a  r e a l  r e q u i r e m e n t
f o r  T i n a g l 1  i n  m o t i l e  c i l i a  h o m e o s t a s i s  a n d / o r  f u n c t i o n .  T h i s  w o r k  i s  d e s c r i b e d  i n
a  B i o R x i v  p r e - p r i n t  ( J u n e  2 0 2 0 )  a n d  i s  u n d e r g o i n g  r e v i s i o n  w i t h  a  p e e r - r e v i e w e d

j o u r n a l .

Discussion
M u t a t i o n s  i n  s e v e r a l  p r o t e i n s  i n v o l v e d  i n  m a t r i x  a s s e m b l y ,  i n c l u d i n g  l a m i n i n - 5 ,

O -  x y l o s y l t r a n s f e r a s e ,  a n d  A D A M T S 9 ,  c a n  r e s u l t  i n  p o l y c y s t i c  k i d n e y  d i s e a s e
p h e n o t y p e s  i n  m i c e  o r  h u m a n  p a t i e n t s .  F o r  A D A M T S 9 ,  c i l i o g e n e s i s  o f  t h e  p r i m a r y

c i l i u m  i n  r e n a l  e p i t h e l i a  i s  d i s r u p t e d ,  w h i l e  f o r  t h e  o t h e r s ,  d e f e c t s  i n  b a s e m e n t
m e m b r a n e  a r e  p r o p o s e d  t o  r e s u l t  i n  c y s t o g e n e s i s .  R e l a t i n g  “ c i l i o p a t h y - l i k e ”
p h e n o t y p e s  u s i n g  z e b r a f i s h  m o t i l e  c i l i a  t o  s i m i l a r  p h e n o t y p e s  i n  m a m m a l s

i n v o l v i n g  c e l l s  b e a r i n g  o n l y  p r i m a r y  c i l i a  w o u l d  r e q u i r e  e x t e n s i v e  e x p e r i m e n t s
w e l l  b e y o n d  t h e  c u r r e n t  s t u d i e s .  T h i s  a b s t r a c t  i s  s u b m i t t e d  i n  t h e  s p i r i t  o f

o p e n i n g  c o n v e r s a t i o n  w i t h  b a s e m e n t  m e m b r a n e  r e s e a r c h e r s .
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Introduction
M a r f a n  s y n d r o m e  ( M F S )  i s  c a u s e d  b y  d e f e c t s  i n  t h e  g e n e  e n c o d i n g  t h e

b a s e m e n t  m e m b r a n e  p r o t e i n  f i b r i l l i n - 1  a n d  r e s u l t s  i n  a o r t o p a t h y ,  s k e l e t a l
a b n o r m a l i t i e s  a n d  d i s l o c a t e d  e y e  l e n s .  P a t h o g e n e s i s  i s  t h o u g h t  t o  i n v o l v e

d y s r e g u l a t e d  T G Fβ  a c t i v i t y  a l t h o u g h  t h e  p r e c i s e  n a t u r e  o f  t h i s  i s  o b s c u r e .  I n
t h i s  p r o j e c t  w e  u s e d  m i c e  w i t h  a  h u m a n  k n o c k - i n  m u t a t i o n  i n  f i b r i l l i n - 1  t o
c h a r a c t e r i s e  t h e  s k e l e t a l  m a n i f e s t a t i o n s  o f  M F S  i n  m i c e  a n d  t o  e x p l o r e  h o w

a n d  w h e r e  l a t e n t  T G Fβ  i s  s e q u e s t e r e d  i n  t h e  t i s s u e .

Materials and Methods
M i c e  c o n t a i n i n g  t h e  p . C y s 1 0 4 1 G l y  m u t a t i o n  w e r e  b r e d  a s  h e t e r o z y g o t e s  ( H E T ) .

A n i m a l s  w e r e  c u l l e d  a t  9  a n d  4 5  w e e k s  a n d  t i s s u e s  e x a m i n e d  b y  m i c r o C T  a n d
i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y  ( I H C )  f o r  s k e l e t a l  p r o p o r t i o n s ,  k y p h o s c o l i o s i s ,  g r o w t h

p l a t e  a n a t o m y  a n d  e l a s t i c  l a m i n a  b r e a k s  w i t h i n  t h e  a o r t i c  r o o t .  A  n e w  s c o r e
f o r  k y p h o s c o l i o s i s  w a s  d e v i s e d .  T i s s u e  s e c t i o n s  o f  t h e  a o r t i c  r o o t  a n d  t i b i a l
g r o w t h  p l a t e  w e r e  a l s o  e x a m i n e d  b y  i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y  f o r  l a t e n t  T G Fβ

( L A P 1 )  a n d  p e r l e c a n .   

Results 
M i c e  w i t h  M F S  e x h i b i t e d  a l l  t h e  s k e l e t a l  f e a t u r e s  o f  t h e  h u m a n  c o n d i t i o n

i n c l u d i n g  d i s p r o p o r t i o n a t e l y  e x t e n d e d  l o n g  b o n e s ,  k y p h o s c o l i o s i s  a n d  r i b
c a g e  a b n o r m a l i t i e s .  T h e r e  w e r e  i n c r e a s e d  e l a s t i c  l a m i n a  b r e a k s  o f  t h e  a o r t a  o f
o l d e r  m i c e  c o m p a r e d  w i t h  W T  ( > 4 5  w e e k s ) .  N o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  g r o w t h
p l a t e  l e n g t h  o r  l e n g t h  o f  t h e  h y p e r t r o p h i c  r e g i o n  w a s  o b s e r v e d  i n  W T  a n d  H E T
m i c e ,  a l t h o u g h  t h e  c e l l  p h e n o t y p e  a p p e a r e d  q u a l i t a t i v e l y  d i f f e r e n t .  B y  I H C  i n
W T  m i c e ,  l a t e n t  T G Fβ  c o - l o c a l i s e d  w i t h  p e r l e c a n  i n  t h e  e n d o t h e l i a l  b a s e m e n t
m e m b r a n e  a n d  t u n i c a  m e d i a  o f  t h e  a o r t a ,  l y i n g  a d j a c e n t  t o ,  a n d  o n  e i t h e r  s i d e
o f ,  t h e  e l a s t i c  f i b r e s .  I n  t h e  W T  g r o w t h  p l a t e  l a t e n t  T G Fβ  s t a i n i n g  w a s  l a r g e l y

r e s t r i c t e d  t o  t h e  h y p e r t r o p h i c  r e g i o n .

Discussion
T h i s  s t u d y  p r o v i d e s  e v i d e n c e  t h a t  t h e  m u r i n e  m o d e l  o f  M F S  e x h i b i t s  b o t h  t h e
v a s c u l a r  a n d  s k e l e t a l  m a n i f e s t a t i o n s  o f  t h e  h u m a n  c o n d i t i o n .  I t  s u g g e s t s  t h a t

l a t e n t  T G Fβ  i s  s e q u e s t e r e d  i n  t h e  m a t r i x  o n  p e r l e c a n  w i t h i n  t h e  a o r t a
b a s e m e n t  m e m b r a n e  a n d  i n  a  c o m p l e x  a r o u n d  e l a s t i n  b u n d l e s  o f  t h e  t u n i c a

m e d i a  a n d  i s  l o c a l i s e d  p r e d o m i n a n t l y  i n  t h e  h y p e r t r o p h i c  r e g i o n  o f  t h e
g r o w t h  p l a t e .  I t  r e m a i n s  t o  b e  s e e n  w h e t h e r  l a t e n t  T G Fβ  l o c a l i s a t i o n  i s  a l t e r e d

i n  d i s e a s e  a n d  c o u l d  e x p l a i n  t h e  e x c e s s i v e  g r o w t h  a n d  o t h e r  s k e l e t a l
m a n i f e s t a t i o n s  o f  M F S .
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Introduction
V a s c u l a r  c e l l  p h e n o t y p e  i s  c o n t r o l l e d  p a r t l y  b y  t h e  s u r r o u n d i n g  e x t r a c e l l u l a r
m a t r i x  ( E C M ) .  I n  v a s c u l a r  p a t h o l o g i e s ,  i n c l u d i n g  a t h e r o s c l e r o s i s ,  t h e  E C M  o f

t h e  a r t e r i a l  w a l l  i s  s u b j e c t  t o  m o d i f i c a t i o n  b y  o x i d a n t s  p r o d u c e d  b y
i n f l a m m a t o r y  c e l l s  r e c r u i t e d  t o  t h e  v e s s e l  w a l l .  T h e  d e t e c t i o n  o f  e x t e n s i v e

n i t r a t i o n  o n  E C M  c o m p o n e n t s  i n  a t h e r o s c l e r o t i c  l e s i o n s  h a s  i m p l i c a t e d
p e r o x y n i t r o u s  a c i d  ( O N O O H ) ,  a  p o t e n t  o x i d i s i n g  a n d  n i t r a t i n g  s p e c i e s ,  i n
l e s i o n  d e v e l o p m e n t .  I n  t h e  i n i t i a t i o n  a n d  d e v e l o p m e n t  o f  a t h e r o s c l e r o s i s ,
v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  ( V S M C s )  u n d e r g o  a  p r o n o u n c e d  p h e n o t y p i c

s w i t c h  f r o m  q u i e s c e n t  a n d  c o n t r a c t i l e ,  t o  a  p r o l i f e r a t i v e  a n d  s y n t h e t i c  f o r m .
W e  h y p o t h e s i z e  t h a t  E C M  m o d i f i c a t i o n  b y  O N O O H  d r i v e s  t h i s  p h e n o t y p i c

s w i t c h ,  a n d  t h e r e b y  c o n t r i b u t e s  t o  t h e  p r o g r e s s i o n  o f  a t h e r o s c l e r o s i s .  

Materials and Methods
P r i m a r y  h u m a n  c o r o n a r y  a r t e r y  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  ( H C A S M C s ) - E C M  w e r e

t r e a t e d  w i t h  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  ( 1 - 1 0 0 0  µ M )  o f  O N O O H ,  a n d  t h e  e x t e n t  o f
m o d i f i c a t i o n  d e t e r m i n e d  b y  E L I S A .  C e l l  a d h e s i o n  t o  O N O O H - m o d i f i e d  E C M

a n d  s u b s e q u e n t  p r o l i f e r a t i o n  w e r e  e x a m i n e d  u s i n g  c a l c e i n - A M  s t a i n i n g
f o l l o w e d  b y  t h e  M T S  a s s a y  a f t e r  4 8  h o u r s  a n d  e x p r e s s i o n  o f  m i t o s i s - r e l a t e d
g e n e s .  E x p r e s s i o n  o f  v a r i o u s  E C M  a n d  i n f l a m m a t o r y  g e n e s  w a s  e x a m i n e d  b y

q P C R .

Results
E x t e n s i v e  m o d i f i c a t i o n  a n d  n i t r a t i o n  o f  E C M  c o m p o n e n t s  w a s  d e t e c t e d  o n
H C A S M C - E C M  t r e a t e d  w i t h  1 0 - 1 0 0 0  µ M  O N O O H .  T h i s  w a s  a c c o m p a n i e d  b y

r e d u c e d  H C A S M C  a d h e s i o n  t o  t h e  m o d i f i e d  m a t r i x .  P r o l i f e r a t i o n  o f  H C A S M C s
o n  E C M  m o d i f i e d  b y  1 0 - 1 0 0  µ M  w a s  i n c r e a s e d  a n d  t h e  e x p r e s s i o n  o f  m i t o s i s -

r e l a t e d  g e n e s  w a s  u p  r e g u l a t e d .  E x p r e s s i o n  o f  o t h e r  g e n e s  w a s  a l s o  u p
r e g u l a t e d ,  i n c l u d i n g  E C M  p r o t e i n s  ( l a m i n i n ,  f i b r o n e c t i n ,  a n d  v e r s i c a n ) ,

i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  ( I L - 1β  a n d  I L - 6 ) ,  a n d  v a s c u l a r  c e l l  a d h e s i o n  m o l e c u l e
( V C A M - 1 )  c o n s i s t e n t  w i t h  E C M  r e m o d e l l i n g  a n d  p r o - i n f l a m m a t o r y  s t a t e .  

Discussion
T h i s  s t u d y  p r o v i d e s  a  m e c h a n i s m  t h r o u g h  w h i c h  i n f l a m m a t i o n - i n d u c e d  E C M -
m o d i f i c a t i o n  m a y  c o n t r i b u t e  t o  p h e n o t y p i c  s w i t c h i n g  o f  V S M C s ,  a  k e y  s t e p  i n

t h e  f o r m a t i o n  o f  a t h e r o s c l e r o t i c  l e s i o n s .  S i m i l a r  d a t a  h a v e  b e e n  r e p o r t e d
r e c e n t l y  f o r  a n o t h e r  o x i d a n t ,  h y p o c h l o r o u s  a c i d .  T h e s e  d a t a  h i g h l i g h t  t h e

p o t e n t i a l  o f  t a r g e t i n g  o x i d a n t  f o r m a t i o n  i n  t h e  p r e v e n t i o n  a n d  t r e a t m e n t  o f
a t h e r o s c l e r o s i s .
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Introduction
K i d n e y  d e v e l o p m e n t  i n v o l v e s  m a n y  c o m p l e x  m o r p h o g e n i c  e v e n t s ,  s o m e  o f

w h i c h  r e l y  u p o n  a  t e m p o r a l  a n d  s p a t i a l  r e m o d e l i n g  o f  t h e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x
a n d  a s s e m b l y  o f  b a s e m e n t  m e m b r a n e s  ( B M )  t h a t  a r e  c r i t i c a l  f o r  g l o m e r u l a r
m a t u r a t i o n  a n d  f u n c t i o n .  S i n c e  t h e  c o m p o s i t i o n  a n d  r e m o d e l i n g  o f  k i d n e y

m a t r i x ,  p a r t i c u l a r l y  o f  B M ,  d u r i n g  d e v e l o p m e n t  i s  s t i l l  n o t  c l e a r l y  u n d e r s t o o d ,
w e  s o u g h t  t o  i n v e s t i g a t e  B M  a s s e m b l y  a n d  r e m o d e l i n g  i n  d e v e l o p i n g  k i d n e y s

i n  v i v o  a n d  i n  v i t r o .  

Methods 
W e  u s e d  h i g h  r e s o l u t i o n  l a b e l - f r e e  m a s s  s p e c t r o m e t r y  c o m b i n e d  w i t h  a

f r a c t i o n a t i o n  s t r a t e g y  f o r  m a t r i x  e n r i c h m e n t  t o  d e f i n e  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  B M s
i n  t h e  m o u s e  k i d n e y  o n  e m b r y o n i c  d a y  1 9 ,  a n d  a s  a  t i m e - c o u r s e  t h r o u g h  i P S C -

d e r i v e d  k i d n e y  o r g a n o i d  d i f f e r e n t i a t i o n .  

Results
W e  i d e n t i f i e d  o v e r  2 0 0  m a t r i x  p r o t e i n s  i n  t h e  m o u s e  f e t a l  k i d n e y ,  w h i c h

c o m p r i s e d  5 7  B M  p r o t e i n s  t h a t  i n c l u d e d  w e l l - s t u d i e d  c o r e  c o m p o n e n t s  ( t y p e
I V  c o l l a g e n ,  l a m i n i n s ,  n i d o g e n  a n d  h e p a r a n - s u l p h a t e  p r o t e o g l y c a n s )  p l u s

m i n o r  p r o t e i n s  s u c h  a s  h e m i c e n t i n ,  f i b r i l l i n  a n d  p a p i l i n ,  i d e n t i f i e d  a s  k e y  f o r
B M  g r o w t h  a n d  r e m o d e l i n g  i n  o t h e r  a n i m a l  m o d e l s .  A s  e x p e c t e d ,  t h e  m a t r i x
f r a c t i o n  o b t a i n e d  f r o m  t h e  f e t a l  k i d n e y  w a s  e n r i c h e d  f o r  B M  ( 4 9 %  o f  t o t a l

m a t r i x  a b u n d a n c e )  w h e r e a s  t h e  c e l l u l a r  f r a c t i o n  p r e s e n t e d  h i g h  a b u n d a n c e  o f
m a t r i x  a s s o c i a t e d  p r o t e i n s  ( 6 4 % ) .  C o l l a g e n  V I ,  f i b r o n e c t i n ,  n i d o g e n  a n d

p e r l e c a n  w e r e  t h e  t o p m o s t  a b u n d a n t  B M  c o r e  c o m p o n e n t s  f o u n d  i n  t h e  m a t r i x
f r a c t i o n ,  w h e r e a s  t h e  c o l l a g e n - a s s o c i a t e d  c h a p e r o n e  s e r p i n  H 1  s h o w e d  t h e

h i g h e s t  l e v e l s  w i t h i n  t h e  m a t r i x - a s s o c i a t e d  c a t e g o r y  i n  b o t h  c e l l u l a r  a n d
m a t r i x  f r a c t i o n s .  C r o s s - r e f e r e n c i n g  o f  o u r  f e t a l  k i d n e y  p r o t e o m i c  d a t a  w i t h

h u m a n  a n d  m o u s e  a d u l t  k i d n e y  d a t a s e t s  r e v e a l e d  a  s i g n i f i c a n t  o v e r l a p
p a r t i c u l a r l y  f o r  B M  p r o t e i n s  s u g g e s t i n g  a  c o n s e r v a t i o n  o f  B M  c o m p o s i t i o n
f r o m  d e v e l o p m e n t  t o  a d u l t h o o d  f o r  t h e s e  s p e c i e s ,  a n d  i d e n t i f i e d  n e w  B M
c o m p o n e n t s  f o u n d  i n  t h e  m o u s e  f e t a l  k i d n e y  s u c h  a s  t h r o m b o s p o n d i n - 4 ,

s p o n d i n - 2  a n d  p l e i o t r o p h i n .  W i t h  t h e  k i d n e y  o r g a n o i d s ,  w e  i d e n t i f i e d  7 2  B M
c o m p o n e n t s  i n  t h e  i P S C - d e r i v e d  k i d n e y  o r g a n o i d s ,  o f  w h i c h  a b o u t  5 0  w e r e

a l s o  c o m m o n  t o  t h e  m o u s e  f e t a l  k i d n e y .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  B M
p r o t e i n s  t h a t  u n d e r g o  i s o f o r m  s w i t c h i n g  d u r i n g  k i d n e y  d e v e l o p m e n t ,

i n c r e a s e d  s i g n i f i c a n t l y  t h r o u g h o u t  t h e  o r g a n o i d  d i f f e r e n t i a t i o n  t i m e - c o u r s e ,
w h i c h  i s  s u g g e s t i v e  o f  B M  r e m o d e l i n g  a n d  m a t u r a t i o n  f o r  t h i s  i n  v i t r o  s y s t e m .  

Discussion
I n  s u m m a r y ,  t h e  p r o t e o m i c  d a t a  i n  o u r  s t u d y  r e f l e c t s  t h e  h i g h  c o m p l e x i t y  o f

t h e  f e t a l  k i d n e y  m a t r i x  a t  a  p r o t e i n  l e v e l  a n d  w i l l  s e r v e  a s  a  r e f e r e n c e
d a t a b a s e  f o r  f u t u r e  s t u d i e s  a i m e d  a t  i n v e s t i g a t i n g  n e p h r o g e n e s i s .
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Introduction
C o n g e n i t a l  h e a r t  d i s e a s e s  o c c u r  i n  a r o u n d  1 %  o f  l i v e  b i r t h s ,  a n d  a r e  s t r u c t u r a l

m a l f o r m a t i o n s  o f  t h e  h e a r t ,  a r i s i n g  t h r o u g h  i m p r o p e r  c a r d i a c  d e v e l o p m e n t .
H e a r t  l o o p i n g  m o r p h o g e n e s i s  i s  a  c r i t i c a l  s t a g e  i n  e a r l y  v e r t e b r a t e  h e a r t

d e v e l o p m e n t  w h e n  t h e  h e a r t  t r a n s i t i o n s  f r o m  a  l i n e a r  t u b e  t o  a n
a s y m m e t r i c a l l y  l o o p e d  o r g a n .  C o n c o m i t a n t l y ,  c e l l s  m i g r a t e  i n t o  b o t h  c a r d i a c
p o l e s  f r o m  t h e  S e c o n d  H e a r t  F i e l d  ( S H F ) .  T h e s e  p r o c e s s e s  o f  m o r p h o g e n e s i s

a n d  g r o w t h  a r e  i n t i m a t e l y  l i n k e d ,  a n d  k e y  f o r  p r o g r e s s i v e  h e a r t  d e v e l o p m e n t .
D u r i n g  e a r l y  d e v e l o p m e n t ,  t h e  h e a r t  t u b e  c o m p r i s e s  a n  o u t e r  l a y e r  o f

c o n t r a c t i l e  m y o c a r d i u m  s u r r o u n d i n g  t h e  e n d o c a r d i u m ,  s e p a r a t e d  b y  c a r d i a c
e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  ( E C M ) .  W e  a r e  i n t e r e s t e d  i n  h o w  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n

t h e s e  t w o  t i s s u e  l a y e r s  a n d  t h e  c a r d i a c  E C M  d r i v e s  h e a r t  m o r p h o g e n e s i s .

Materials and Methods
U s i n g  a  c o m b i n a t i o n  o f  t r a n s c r i p t o m i c s  a n d  m R N A  i n  s i t u  h y b r i d i s a t i o n ,  w e
i d e n t i f i e d  d y n a m i c  a n d  t i s s u e - s p e c i f i c  e x p r e s s i o n  o f  l a m i n i n  s u b u n i t  g e n e s
d u r i n g  e a r l y  z e b r a f i s h  h e a r t  m o r p h o g e n e s i s .  S u b s e q u e n t l y ,  c a n d i d a t e  g e n e s
w e r e  t a r g e t e d  f o r  m u t a g e n e s i s  b y  C R I S P R -  C a s 9 .  H e a r t  m o r p h o l o g y  a n d  S H F

m a r k e r s  w e r e  a n a l y s e d  b y  m R N A  i n  s i t u  h y b r i d i s a t i o n  a n d  S H F  a d d i t i o n
q u a n t i f i e d  u s i n g  t h e  t r a n s g e n i c  l i n e s  T g ( m y l 7 : l i f e A c t G F P ) ;  T g ( m y l 7 : d s R e d ) .  T o
i n v e s t i g a t e  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  h e a r t  f u n c t i o n  a n d  S H F  a d d i t i o n ,  w e  u s e d  a n

a n t i s e n s e  m o r p h o l i n o  o l i g o n u c l e o t i d e  t a r g e t i n g  t n n t 2 a  t o  a b r o g a t e  h e a r t
c o n t r a c t i l i t y .

Results
T o  e x a m i n e  l a m i n i n  f u n c t i o n  i n  h e a r t  d e v e l o p m e n t ,  w e  g e n e r a t e d  l a m c 1

( o r t h o l o g  o f  h u m a n  L A M C 1 )  a n d  l a m b 1 a  ( o r t h o l o g  o f  h u m a n  L A M B 1 )  z e b r a f i s h
m u t a n t s .  L o s s  o f  l a m c 1  r e s u l t s  i n  a b n o r m a l  l o o p i n g  m o r p h o g e n e s i s  a t  2 d p f

( d a y s  p o s t  f e r t i l i s a t i o n ) ,  a n d  i n c r e a s e d  h e a r t  s i z e  b y  3 d p f .  D i s t i n c t l y ,  l o s s  o f
l a m b 1 a  a l s o  r e s u l t s  i n  i n c r e a s e d  h e a r t  s i z e  b y  3 d p f ,  b u t  d o e s  n o t  i m p a c t  e a r l y

h e a r t  l o o p i n g ,  h i g h l i g h t i n g  t h a t  d i f f e r e n t  l a m i n i n  t r i m e r s  p e r f o r m  d i s t i n c t
r o l e s  d u r i n g  c a r d i a c  d e v e l o p m e n t .  l a m b 1 a  m u t a n t s  h a v e  a n  i n c r e a s e  i n  n e w l y -
a d d e d  S H F  c e l l s  t o  t h e  a t r i u m  a t  2 d p f ,  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  l a m b 1 a  l i m i t s  S H F
a d d i t i o n  t o  t h e  v e n o u s  p o l e .  F i n a l l y ,  k n o c k d o w n  o f  t n n t 2 a  i n  l a m b 1 a  m u t a n t s

r e s c u e s  h e a r t  s i z e  a t  3 d p f ,  s u g g e s t i n g  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  c e l l  m i g r a t i o n  a n d
b i o m e c h a n i c s  a r e  r e g u l a t e d  b y  l a m b 1 a  d u r i n g  h e a r t  d e v e l o p m e n t .

Discussion
T o g e t h e r ,  t h i s  w o r k  r e p r e s e n t s  t h e  f i r s t  d e s c r i p t i o n  o f  m u l t i p l e  r o l e s  f o r

l a m i n i n s  i n  e a r l y  v e r t e b r a t e  h e a r t  m o r p h o g e n e s i s ,  r e i n f o r c i n g  t h e  i m p o r t a n c e
o f  s p e c i a l i s e d  E C M  c o m p o s i t i o n  i n  d r i v i n g  d i s t i n c t  a s p e c t s  o f  c a r d i a c

d e v e l o p m e n t .
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T h e  s k i n  i s  a  s t r a t i f i e d  o r g a n  c o m p o s e d  o f  d i s t i n c t  l a y e r s ,  w h i c h
o r g a n i s e  d u r i n g  e a r l y  d e v e l o p m e n t .  I n  t h e  z e b r a f i s h  e m b r y o ,  t h e

s u p e r f i c i a l  ( p e r i d e r m a l )  c e l l s  c o v e r  t h e  b a s a l  c e l l s ,  w h i c h  s e c r e t e  a
d e e p e r  l a y e r  o f  b a s e m e n t  m e m b r a n e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  ( E C M ) .  H o w

s u p e r f i c i a l  c e l l s ,  b a s a l  c e l l s  a n d  t h e  b a s e m e n t  m e m b r a n e  E C M  i n t e r a c t
w i t h  e a c h  o t h e r  d u r i n g  d e v e l o p m e n t  t o  e s t a b l i s h  t h e  i n t e g r i t y  o f  t h e
m a t u r e  s k i n  r e m a i n s  p o o r l y  u n d e r s t o o d .  T o  t a c k l e  t h i s  q u e s t i o n ,  w e
s t u d y  t h e  o r g a n i s a t i o n  o f  t h e  s k i n  o v e r l y i n g  t h e  z e b r a f i s h  o l f a c t o r y

p l a c o d e ,  a  c l u s t e r  o f  c e l l s  g i v i n g  r i s e  t o  t h e  o l f a c t o r y  s e n s o r y  n e u r o n s .
W e  f o u n d  t h a t  t h e  s k i n  d o m a i n  c o v e r i n g  t h e  p l a c o d e  i s  d e v o i d  o f  b a s a l

c e l l s  a n d  b a s e m e n t  m e m b r a n e .  S t r i k i n g l y ,  i n  t h i s  d o m a i n  t h e  s u p e r f i c i a l
s k i n  c e l l s  d i s p l a y  d i s o r g a n i s e d  c e l l - c e l l  a d h e r e n t  j u n c t i o n s ,  a n d  i n  l i v e

i m a g i n g  e x p e r i m e n t s  t h e y  s h o w  u n u s u a l  p r o t r u s i v e  a c t i v i t y .  B a s e d  o n
t h e s e  o b s e r v a t i o n s ,  w e  h y p o t h e s i s e  t h a t  b a s a l  c e l l s  a n d / o r  t h e  b a s e m e n t

m e m b r a n e  t h e y  s e c r e t e  r e g u l a t e  t h e  m e c h a n i c a l  i n t e g r i t y  o f  t h e  a b o v e
s u p e r f i c i a l  l a y e r .  T h e  a b s e n c e  o f  b a s a l  c e l l s  a n d  b a s e m e n t  m e m b r a n e
E C M  i n  t h e  o l f a c t o r y  p l a c o d e  a r e a  w o u l d  f a c i l i t a t e  s k i n  r e m o d e l l i n g

r e q u i r e d  f o r  t h e  m o r p h o g e n e s i s  o f  t h e  o l f a c t o r y  s e n s o r y  o r g a n .  W e  a r e
c u r r e n t l y  f u r t h e r  c h a r a c t e r i s i n g  t h e  o n s e t  o f  a p p e a r a n c e  o f  t h i s

p e c u l i a r  s k i n  d o m a i n  d u r i n g  d e v e l o p m e n t  a n d  t h e  c o n s e q u e n c e s  o f  t h e
a b s e n c e  o f  b a s a l  c e l l s  a n d  b a s e m e n t  m e m b r a n e  o n  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n

a n d  i n t e g r i t y  o f  t h e  r e m a i n i n g  s u p e r f i c i a l  s k i n  c e l l  l a y e r .  F u r t h e r m o r e ,
w e  i d e n t i f i e d  a  g e n e t i c  m a n i p u l a t i o n  r e s t o r i n g  t h e  b a s a l  c e l l  l a y e r  i n
t h i s  a r e a .  W e  a r e  n o w  i n v e s t i g a t i n g  w h e t h e r  t h e  i n t e g r i t y  o f  t h e  s k i n
a b o v e  t h e  o l f a c t o r y  p l a c o d e  i s  r e s t o r e d  ( p r e s e n c e  o f  b a s a l  m e m b r a n e

a n d  i n t e g r i t y  o f  t h e  s u p e r f i c i a l  l a y e r )  i n  s u c h  a  c o n t e x t .  T h i s  r e p r e s e n t s
a  u n i q u e  m o d e l  t o  d i s s e c t  t h e  c r o s s t a l k  b e t w e e n  t h e  d i f f e r e n t  l a y e r s  o f
t h e  s k i n  d u r i n g  d e v e l o p m e n t  a n d  w i l l  b r i n g  n e w  i n s i g h t  t o  u n d e r s t a n d

h o w  t h e  m e c h a n i c a l  i n t e g r i t y  o f  t h e  s k i n  c a n  b e  p r e s e r v e d .
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Introduction 
C a r d i a c  f i b r o s i s  a n d  h e a r t  r e m o d e l l i n g  a r e  i n i t i a l l y  e s s e n t i a l  r e s p o n s e  p r o c e s s e s

f o l l o w i n g  c a r d i a c  d a m a g e .  H o w e v e r ,  p r o l o n g e d  p r o g r e s s i o n  c a n  l e a d  t o  h e a r t
f a i l u r e ,  c o n t r i b u t i n g  t o  t h e  b i g g e s t  c a u s e  o f  d e a t h  w o r l d w i d e .  C u r r e n t l y  t h e r e  i s  n o

t r e a t m e n t  f o r  c a r d i a c  f i b r o s i s ,  b u t  h e p a r a n  s u l f a t e  p r o t e o g l y c a n s  ( H S P G s )  a r e
b e c o m i n g  t a r g e t s  o f  i n t e r e s t .  P e r l e c a n  ( H S P G 2 ) ,  i s  a  b a s e m e n t  m e m b r a n e

p r o t e o g l y c a n  k n o w n  f o r  i t s  b i n d i n g  t o  g r o w t h  f a c t o r s  a n d  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x
( E C M )  c o m p o n e n t s  t h a t  b e c o m e  d y s r e g u l a t e d  i n  c a r d i a c  f i b r o s i s .  P e r l e c a n  h a s  a l s o

b e e n  s h o w n  t o  a l t e r  c a l c i u m  s i g n a l l i n g  a n d  m e t a b o l i s m  i n  o t h e r  t i s s u e s ,  r a i s i n g  t h e
p o s s i b i l i t y  t h a t  i t  m a y  p e r f o r m  s i m i l a r  r o l e s  d u r i n g  h e a r t  f a i l u r e .

Materials and Methods
H u m a n  i n d u c e d  p l u r i p o t e n t  s t e m  c e l l s  ( h i P S C s )  w e r e  d i f f e r e n t i a t e d  i n t o  c a r d i a c

f i b r o b l a s t s  a n d  g e n e  e x p r e s s i o n  p r o f i l e s  w e r e  d e t e r m i n e d  t h r o u g h  q R T - P C R  d u r i n g
e a c h  m a j o r  s t a g e  o f  t h e  p r o c e s s ;  c a r d i a c  p r o g e n i t o r  c e l l  s t a g e  ( C P C ) ,  e p i c a r d i a l

p r o g e n i t o r  c e l l  s t a g e  ( E P C )  a n d  c a r d i a c  f i b r o b l a s t  s t a g e  ( C F ) .  C F s  w e r e  c u l t u r e d
w i t h  r e c o m b i n a n t  T G F -β ,  a n d  i m m u n o c y t o c h e m i s t r y  s t a i n i n g  u s e d  t o  d e t e r m i n e
t h e  f o r m a t i o n  o f  αS M A +  s t r e s s  f i b r e s .  I n  p a r a l l e l ,  t h e  C R I S P R / C a s 9  s y s t e m  w a s

u s e d  t a r g e t  p e r l e c a n  i n  h i P S C  l i n e s .

Results 
E x p r e s s i o n  a n a l y s i s  d u r i n g  C F  d i f f e r e n t i a t i o n  s h o w e d  t h e  c a r d i a c  d e v e l o p m e n t a l

g e n e s  T B X 2 0  a n d  G A T A 4  w e r e  u p r e g u l a t e d  i n  t h e  C P C  s t a g e ,  i n d i c a t i n g  p r o g r e s s i o n
d o w n  a  c a r d i a c  s p e c i f i c  l i n e a g e .  H S P G 2  e x p r e s s i o n  i n c r e a s e d  t h r o u g h o u t  t h e

d i f f e r e n t i a t i o n ,  l e a d i n g  t o  h i P S C - C F s  w i t h  a n  e x p r e s s i o n  l e v e l  s i m i l a r  t o  t h a t  o f
p r i m a r y  C F s .  A c t i v a t i o n  o f  h i P S C - C F s  f o r  7 2  h o u r s  w i t h  1 0 n g / m l  T G Fβ  i n d u c e d  t h e

e x p r e s s i o n  o f  αS M A +  s t r e s s  f i b r e s ,  i n d i c a t i o n  t h a t  a  m y o f i b r o b l a s t  f i b r o t i c
p h e n o t y p e  c o u l d  b e  m o d e l l e d .  S c r e e n i n g  o f  t h e  C R I S P R / C a s 9  t a r g e t e d  h i P S C s ,

i d e n t i f i e d  h e t e r o z y g o u s  c l o n e s  w i t h  r e d u c e d  p e r l e c a n  m R N A  ( ~ 5 0 %  b y  q P C R ) ,  a n d
p r o t e i n  e x p r e s s i o n  b y  i m m u n o f l u o r e s c e n c e .

Discussion 
O u r  r e s u l t s  s h o w  t h a t  w e  c a n  s u c c e s s f u l l y  m o d e l  c a r d i a c  f i b r o s i s  t h r o u g h  t h e

d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  a c t i v a t i o n  o f  h i P S C - C F s .  O u r  C R I S P R / C a s 9  s y s t e m  s u c c e s s f u l l y
t a r g e t e d  t h e  H S P G 2  g e n e ,  c r e a t i n g  c l o n a l  h i P S C  l i n e s  w i t h  r e d u c e d  e x p r e s s i o n .  
 O u r  f u t u r e  w o r k  w i l l  u s e  t h e s e  p e r l e c a n  t a r g e t e d  h i P S C  l i n e s  w i t h i n  o u r  m o d e l

s y s t e m  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  r e g u l a t o r y  r o l e  o f  p e r l e c a n  d u r i n g  c a r d i a c  f i b r o s i s .  
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Introduction 
C o r n e a l  l y m p h a n g i o g e n e s i s  a n d  a n g i o g e n e s i s  l e a d s  t o  t h e  l o s s  o f  c o r n e a l

t r a n s p a r e n c y .  W e  h a v e  r e c e n t l y  s h o w n  t h a t  i n  t h e  c o r n e a  h y a l u r o n a n  ( H A )  i s
p r e s e n t  p r i m a r i l y  i n  t h e  l i m b a l  r e g i o n .  W e  i n v e s t i g a t e d  w h e t h e r  H A  c o u l d

p l a y  a  r o l e  i n  r e g u l a t i n g  c o r n e a l  l y m p h a n g i o g e n e s i s .

Materials and Methods 
W i l d - t y p e  ( w t )  a n d  h y a l u r o n a n  s y n t h a s e  ( H A S )  k n o c k o u t  m i c e  -  s p e c i f i c a l l y
c o m b i n e d  H a s 1 - / -  a n d  H a s 3  - / -  n u l l  m i c e  ( H A S 1 - / - ; H A S 3 - / - )  a n d  c o n d i t i o n a l
H a s 2  k n o c k - o u t  m i c e  ( H A S 2Δ/ΔC o r E p i ) ,  w e r e  u s e d .  T h e  m i c e  w e r e  s u b j e c t e d

t o  i n j u r y ,  a l k a l i  b u r n  o r  s u t u r e  p l a c e m e n t ,  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  r o l e  o f  H A  o n
c o r n e a l  l y m p h a n g i o g e n e s i s .  C o r n e a l  b u t t o n s  w e r e  a l s o  o b t a i n e d  f r o m

d i f f e r e n t  d e v e l o p m e n t a l  t i m e - p o i n t s  t o  s t u d y  t h e  r o l e  o f  H A  i n  l y m p h a t i c
v e s s e l  d e v e l o p m e n t .  T h e  c o r n e a s  w e r e  a n a l y z e d  b y  w h o l e  m o u n t

i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y  a n d  e n t i r e  c o r n e a s  w e r e  i m a g e d  u n d e r  a n  L S M  8 0 0
c o n f o c a l  m i c r o s c o p e  u s i n g  t h e  b o t h  t h e  z - s t a c k  a n d  t i l i n g  m o d e .  P r i m a r y

l y m p h a t i c  v e s s e l  e n d o t h e l i a l  c e l l s  f r o m  h u m a n  d e r m i s  ( h D L E C s )  a n d  l y m p h
n o d e  ( h L L E C s )  w e r e  u s e d  f o r  t u b e  f o r m a t i o n  a s s a y  a n d  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a s s a y

i n  v i t r o .

Results 
A f t e r  i n j u r y  b o t h  w i l d - t y p e  a n d  H A S 1 - / - ; H A S 3 - / -  m i c e  p r e s e n t e d  b o t h  a n

i n c r e a s e  i n  H A  e x p r e s s i o n  a n d  l y m p h a n g i o g e n e s i s .  I n t e r e s t i n g l y ,  l y m p h a t i c
v e s s e l s  e x t e n d e d  e x c l u s i v e l y  i n t o  H A  r i c h  a r e a s .  I n  s t a r k  c o n t r a s t ,  H A S 2Δ/
ΔC o r E p i  m i c e  d i d  n o t  u p r e g u l a t e  H A  s y n t h e s i s  a f t e r  i n j u r y  a n d ,  i n  t u r n ,  d i d

n o t  p r e s e n t  l y m p h a n g i o g e n e s i s .  O u r  d e v e l o p m e n t a l  s t u d i e s  r e v e a l e d  f i r s t  H A
i s  e x p r e s s e d  i n  t h e  c o r n e a l  l i m b u s  a n d  t h e r e a f t e r  l y m p h a t i c  v e s s e l s  i n v a d e

t h i s  r e g i o n .  O u r  i n  v i t r o  s t u d i e s  c o r r o b o r a t e d  o u r  i n  v i v o  d a t a ,  w i t h  b o t h  H A
i n c r e a s i n g  t h e  p r o l i f e r a t i o n  a n d  t u b e  f o r m a t i o n  a b i l i t y  o f  h D L E C s  a n d

h L L E C s .

Discussion
H A  r e g u l a t e s  c o r n e a l  l y m p h a n g i o g e n e s i s ,  b o t h  d u r i n g  d e v e l o p m e n t  a n d  a f t e r
i n j u r y .  T h e s e  f i n d i n g s  r a i s e  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e r a p e u t i c  b l o c k a d e  o f  H A -

m e d i a t e d  l y m p h a n g i o g e n e s i s  c o u l d  b e  u s e d  t o  r e d u c e  c o r n e a l  s c a r r i n g  a n d
a l s o  p r e v e n t  r e j e c t i o n  a f t e r  c o r n e a l  t r a n s p l a n t a t i o n .
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Introduction
T h e  l a m i n i n  α5  c h a i n  i s  e s s e n t i a l  f o r  e m b r y o n i c  d e v e l o p m e n t  a n d ,  i n

a s s o c i a t i o n  w i t h  l a m i n i n  β2  a n d  l a m i n i n  γ1 ,  i s  a  m a j o r  c o m p o n e n t  o f  t h e
g l o m e r u l a r  b a s e m e n t  m e m b r a n e  ( G B M ) .  V a r i a n t s  i n  L A M A 5  w e r e  r e c e n t l y

i d e n t i f i e d  i n  c h i l d r e n  w i t h  n e p h r o t i c  s y n d r o m e .  W e  h a v e  i d e n t i f i e d  a  n o v e l
m i s s e n s e  v a r i a n t  ( E 8 8 4 G )  o f  L a m a 5  i n  t h e  u n c h a r a c t e r i s e d  L 4 a  d o m a i n  o f

L A M A 5  w h e r e  h o m o z y g o u s  m i c e  d e v e l o p  m a s s i v e  p r o t e i n u r i a .  

Materials and Methods
M i c e  w e r e  o r i g i n a l l y  i d e n t i f i e d  a s  f r o m  a  p h e n o t y p e - d r i v e n  s c r e e n  o f  E N U

m u t a g e n i s e d  m i c e  a n d  s u b s e q u e n t l y  b a c k c r o s s e d .  M i c e  u n d e r w e n t
b i o c h e m i c a l  a n a l y s i s  o f  p l a s m a  a n d  u r i n e .  H i s t o l o g i c a l  a n d  e l e c t r o n

m i c r o s c o p y  a n a l y s e s  w e r e  u s e d  t o  e x a m i n e  m o r p h o l o g y .  A s s e m b l y  a n d  e x p o r t
o f  m u t a n t  a n d  w i l d  t y p e  l a m i n i n  h e t e r o t r i m e r s  w e r e  a s s e s s e d  b y  t r a n s f e c t i o n

a n d  i m m u n o b l o t t i n g .  P r o t e o m i c  a n a l y s i s  o f  m a t r i x  w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e
p r o t e i n  c o m p o s i t i o n  a t  d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  d i s e a s e .

Results 
W e  c h a r a c t e r i s e d  L a m a 5 E 8 8 4 G / E 8 8 4 G  m i c e  t h a t  w e r e  i d e n t i f i e d  a s  p a r t  o f  a

p h e n o t y p e - d r i v e n  s c r e e n  t o  i d e n t i f y  m o d e l s  o f  c h r o n i c  a n d  a g e - r e l a t e d
d i s e a s e .  M u t a n t  L A M A 5  w a s  i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  G B M ,  b u t  p r o t e o m i c  a n d  i n
v i t r o  a n a l y s e s  s u g g e s t  a  r e d u c e d  e x p o r t  o f  m u t a n t  p r o t e i n  a n d  i n c o r p o r a t i o n
i n t o  t h e  G B M .  O n  t w o  d i f f e r e n t  g e n e t i c  b a c k g r o u n d s  ( C 3 H  a n d  C 5 7 B L / 6 J ) ,  t h e

p h e n o t y p e  w a s  s i g n i f i c a n t  p r o t e i n u r i a ,  h y p e r l i p i d a e m i a  a n d  p r o g r e s s i v e
c h r o n i c  k i d n e y  d i s e a s e .  T h e  p r o t e i n u r i a  p r e c e d e d  a  d e t e r i o r a t i o n  i n  k i d n e y

f u n c t i o n  a n d  w e  o b s e r v e d  p o d o c y t e  e f f a c e m e n t  a n d  i n v a s i o n  o f  t h e  G B M .  T h e
p r o g r e s s i o n  o f  d i s e a s e  w a s  s l o w e d  s i g n i f i c a n t l y  o n  t h e  C 5 7 B L / 6 J  b a c k g r o u n d ,

s u g g e s t i n g  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  r e s p o n s e  t o  t h e  d y s f u n c t i o n a l  G B M .  

Discussion
T h i s  n o v e l  m o d e l  w i l l  p r o v i d e  i n s i g h t s  i n t o  p a t h o - m e c h a n i s m s  o f  n e p h r o t i c

s y n d r o m e ,  t h r o u g h  a  c l o s e r  m o d e l l i n g  o f  p a t i e n t  s y m p t o m s ,  a n d  p a t h w a y s  t h a t
i n f l u e n c e  t h e  r e s p o n s e  t o  a  d y s f u n c t i o n a l  g l o m e r u l a r  b a s e m e n t  m e m b r a n e .

T h e  r e s u l t s  p r o v i d e  i n s i g h t  i n t o  h o w  b a c k g r o u n d  g e n e t i c  f a c t o r  m a y  a f f e c t  t h e
o n s e t  a n d  s e v e r i t y  o f  n e p h r o t i c  s y n d r o m e ’ .



Fibulin-1 is critical for anterior,  left coronary, non
coronary leaflet formation during pulmonary and

aortic valve morphogenesis
K e e r t h i  H a r i k r i s h n a n 1 #  a n d  W .  S c o t t  A r g r a v e s 1 *

1 D e p a r t m e n t  o f  R e g e n e r a t i v e  M e d i c i n c e  a n d  C e l l  B i o l o g y ,  M e d i c a l  U n i v e r s i t y
o f  S o u t h  C a r o l i n a ,  C h a r l e s t o n ,  S C ,  U S A

# B i o l o g y  D e p a r t m e n t ,  I n d i a n  I n s t i t u t e  o f  S c i e n c e  E d u c a t i o n  a n d  R e s e a r c h
( I I S E R )  P u n e ,  M a h a r a s h t r a ,  I n d i a .

* P a s s e d  a w a y  d u r i n g  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  m a n u s c r i p t

Introduction
F i b u l i n - 1  ( F b l n 1 ) ,  a n  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  p r o t e i n ,  i s  p r o m i n e n t l y  e x p r e s s e d

d u r i n g  o u t f l o w   t r a c t  ( O F T )  m o r p h o g e n e s i s  a s  a  c o m p o n e n t  o f  b o t h  t h e
e n d o c a r d i a l  c u s h i o n s  a n d  O F T  v a l v e s .  H e r e  w e  s o u g h t  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  r o l e

o f  F b l n 1  d u r i n g  s e m i l u n a r  v a l v e  f o r m a t i o n .

Materials and Methods
W T  a n d  F b l n 1 - d e f i c i e n t  e m b r y o s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t i m e d  p r e g n a n t  F b l n 1

h e t e r o z y g o u s  f e m a l e s .  A M I R A ™  5 . 3 . 3  w a s  u s e d  t o  g e n e r a t e  t h r e e - d i m e n s i o n a l
( 3 D )  i m a g e s  o f  t h e  v a l v e s   a n d  e x p r e s s i o n  o f  F b l n 1 .  C e l l  c o u n t s  w e r e  p e r f o r m e d
u s i n g  A d o b e  P h o t o s h o p  c o u n t  t o o l .  I m m u n o l a b e l i n g  a n d  c o n f o c a l  m i c r o s c o p y

w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  T G F b 2 ,  S m a d 2 / 3  l e v e l s   i n  t h e  O F T .  B r d U  a n d
T U N N E L  s t a i n i n g  w a s  p e r f o r m e d  t o  e v a l u a t e  p r o l i f e r a t i o n  a n d   a p o p t o s i s .

Results
M o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s  r e v e a l e d  t h a t  i n  F b l n 1  n u l l  m o u s e  e m b r y o s ,  t h e  v o l u m e

o f  t h e  l e f t ,  n o n - c o r o n a r y  c u s p  o f  t h e  a o r t i c  v a l v e  ( A O V )  a n d  t h e  a n t e r i o r
l e a f l e t  o f  t h e  p u l m o n a r y  v a l v e  ( P V )  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  i n  s i z e  a s

c o m p a r e d  t o  w i l d  t y p e  ( W T ) .  I n  t h e  l e f t ,  n o n -  c o r o n a r y  c u s p  o f  t h e  A O V  a n d
a n t e r i o r  l e a f l e t  o f  t h e  P V ,  t h e   s i z e  c o r r e l a t e d  w i t h  d e c r e a s e d   c e l l  n u m b e r s .   

 F b l n 1  n u l l  E 1 4 . 5  e m b r y o s  s h o w e d  a   d e c r e a s e  i n  c e l l  n u m b e r s  o f  b o t h  A O V   
 a n d  P V  a l o n g  w i t h  a  l o c a l i z e d  r e g i o n  o f  a p o p t o s i s .  A n a l y s i s  o f  E 1 2 . 5  h e a r t s

r e v e a l e d   a   d e c r e a s e  i n  c e l l  n u m b e r s  a c c o m p a n i e d  b y  a n  i n c r e a s e  i n  a p o p t o s i s
w i t h  n o  c h a n g e  i n  t h e  l e v e l   o f  p r o l i f e r a t i o n .  S c r e e n i n g  o f  g e n e s  t h a t  r e g u l a t e

a p o p t o s i s  a t  E 1 2 . 5 ,  s h o w e d  t h a t  b o t h  T G Fβ2  a n d  i t s  s i g n a l i n g  m o l e c u l e  
 p S m a d 2 / 3  l e v e l s  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  i n  t h e  O F T  c u s h i o n s   o f  F b l n 1

n u l l s  . F u r t h e r m o r e ,  w e  a l s o  f o u n d  F b l n 1  e x p r e s s i o n  t o  b e  h i g h l y  r e s t r i c t e d  i n
t h e  p r o x i m a l  O F T  c u s h i o n s  a t  E 1 2 . 5  i n  W T .  T o g e t h e r ,  t h e  f i n d i n g s  i n d i c a t e  t h a t

F b l n 1  i s  r e q u i r e d   t o  p r e v e n t  h y p o p l a s t i c  s e m i l u n a r  v a l v e  f o r m a t i o n .

Discussion
I n  t h i s  s t u d y ,   w e   h a v e  s h o w n  t h a t  F b l n 1  i s  h i g h l y  e x p r e s s e d  b y  t h e  p r o x i m a l
O F T  c u s h i o n s   a n d  i s  n o r m a l l y  r e q u i r e d  t o  p r e v e n t  e x c e s s i v e  a p o p t o s i s .  O u r

r e s e a r c h  f i n d i n g s  a r e  t h e  f i r s t  t o  i d e n t i f y  a  g e n e  t h a t  i s  i n v o l v e d  i n  t h e
m o r p h o g e n e s i s  o f  s p e c i f i c  s e m i l u n a r  v a l v e  l e a f l e t s  h i g h l i g h t i n g  t h e  c l i n i c a l
r e l e v a n c e .  T h i s  s t u d y  h a s  a l s o  i d e n t i f i e d  F b l n 1  a s  a  n o v e l  c a n d i d a t e  g e n e  f o r

p u l m o n a r y  a n d  A O V  m a l f o r m a t i o n s .



ILC1-derived TGFβ1 drives epithelial and matrix
remodelling in human iPSC-derived intestinal organoids
G e r a l d i n e  M .  J o w e t t 1 , 2 ,  M i c h a e l  D . A .  N o r m a n 1 ,  T r a c y  T . L .  Y u 1 ,  P a t r i c i a  R o s e l l 1 , 2 ,

E m i l y  R e a d 2 ,  J o a n a  F .  N e v e s 2  &  E i l e e n  G e n t l e m a n 1
1 .  C e n t r e  f o r  C r a n i o f a c i a l  &  R e g e n e r a t i v e  B i o l o g y ,  K i n g ’ s  C o l l e g e  L o n d o n

2 .  C e n t r e  f o r  H o s t  M i c r o b i o m e  I n t e r a c t i o n s ,  K i n g ’ s  C o l l e g e  L o n d o n

Introduction
T y p e - 1  i n n a t e  l y m p h o i d  c e l l s  ( I L C 1 )  a r e  e n r i c h e d  i n  p a t i e n t  m u c o s a  w i t h  a c t i v e
i n f l a m m a t o r y  b o w e l  d i s e a s e  ( I B D ) ,  b u t  t h e  i m p a c t  o f  t h i s  a c c u m u l a t i o n  r e m a i n s
e l u s i v e ,  a n d  𝛂 - I F N y  t h e r a p e u t i c s  a g a i n s t  t h e i r  s i g n a t u r e  c y t o k i n e  l a c k  c l i n i c a l

e f f i c a c y .

Materials and Methods
W e  e s t a b l i s h e d  c o - c u l t u r e s  o f  m u r i n e  s m a l l  i n t e s t i n a l  o r g a n o i d s  ( S I O )  w i t h  I L C 1 ,

a n d  h u m a n  i P S C - d e r i v e d  i n t e s t i n a l  o r g a n o i d s  ( H I O )  w i t h  p a t i e n t  I L C 1 .  W e  a l s o
d e v e l o p e d  a  f u n c t i o n a l i z e d ,  P E G - b a s e d  s y n t h e t i c  h y d r o g e l  s y s t e m  d e s i g n e d  t o

f o r m  e f f i c i e n t  n e t w o r k s  a t  l o w  p o l y m e r  c o n c e n t r a t i o n s .

Results
P i c o - S M A R T S e q 2  t r a n s c r i p t o m i c s  o n  S I O  c o - c u l t u r e s  r e v e a l e d  t h a t  I F Nγ

s e n s i t i s e s  e p i t h e l i a l  c e l l s  t o  F a s - m e d i a t e d  a p o p t o s i s .  H o w e v e r ,  I L C 1  a l s o  d r i v e
e x p a n s i o n  o f  t h e  e p i t h e l i a l  s t e m  c e l l  c r y p t  t h r o u g h  p 3 8γ  p h o s p h o r y l a t i o n  a n d
a b e r r a n t  C d 4 4 v 6  e x p r e s s i o n ,  w h i c h  i s  u n e x p e c t e d l y  r e g u l a t e d  b y  I L C 1 - d e r i v e d

T G Fβ1 ,  n o t  I F Nγ .  W e  n e x t  e s t a b l i s h e d  t h a t  h u m a n  I L C 1  a l s o  s e c r e t e  T G Fβ1 ,  a n d
d r i v e  C D 4 4 v 6  e x p r e s s i o n  i n  b o t h  H I O  e p i t h e l i u m  a n d  t h e  s u r r o u n d i n g

m e s e n c h y m e ,  t h o u g h  n o t a b l y  t h i s  p h e n o t y p e  i s  o n l y  r e c a p i t u l a t e d  b y  I L C 1  f r o m
p a t i e n t  b i o p s i e s  w i t h  a c t i v e  i n f l a m m a t i o n .  A s  T G Fβ1  i s  a  m a s t e r  r e g u l a t o r  o f
f i b r o s i s ,  t h e  l e a d i n g  i n d i c a t o r  f o r  s u r g e r y  i n  I B D ,  w e  n e x t  c h a r a c t e r i s e d  t h e
a b i l i t y  o f  I L C 1  t o  r e g u l a t e  m a t r i x  r e m o d e l l i n g .  W e  c r e a t e d  m o d i f i a b l e  P E G
h y d r o g e l s  t h a t  c r o s s - l i n k  q u i c k l y  b u t  a t  l o w  s t i f f n e s s e s  a n d  h a r n e s s e d  t h i s

p l a t f o r m  t o  p e r f o r m  m i c r o r h e o l o g y  a n d  a t o m i c  f o r c e  m i c r o s c o p y  o n  e n c a p s u l a t e d
H I O .  W e  s h o w  t h a t  I L C 1  d r i v e  m a t r i x  s t i f f e n i n g  a n d  d e g r a d a t i o n ,  w h i c h  w e  p o s i t
o c c u r s  t h r o u g h  a  b a l a n c e  o f  M M P 9  d e g r a d a t i o n  a n d  T G Fβ1 -  i n d u c e d  f i b r o n e c t i n

d e p o s i t i o n .

Discussion
O u r  s y n t h e t i c  o r g a n o i d  c o - c u l t u r e  s y s t e m  e n a b l e d  u s  t o  t e a s e  a p a r t  a n  i m p o r t a n t

r o l e  f o r  i n t e s t i n a l  I L C 1  i n  e p i t h e l i a l  a n d  m a t r i x  r e m o d e l l i n g ,  w h i c h  m a y  d r i v e
e i t h e r  w o u n d  h e a l i n g  o r  f i b r o t i c  p a t h o l o g i e s  i n  I B D .  M o r e o v e r ,  t h i s  c o n t r o l l e d
3 D  m i c r o e n v i r o n m e n t  p r o v i d e s  a  b r o a d e r  p l a t f o r m  f o r  d i s s e c t i n g  i n t e r a c t i o n s
b e t w e e n  c o m p l e x  h i P S C - d e r i v e d  t i s s u e s  a n d  r a r e  c e l l  s u b t y p e s  i n  d e v e l o p m e n t

a n d  d i s e a s e .
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Production of soluble basement membrane proteins in
the cytoplasm of E. coli

A n i l  A .  S o h a i l  1 ,  M a d h u r i  G a i k w a d  1  a n d  L l o y d  W .  R u d d o c k  1
1  U n i v e r s i t y  o f  O u l u ,  F i n l a n d

Introduction
B a s e m e n t  m e m b r a n e s  ( B M )  a r e  t h i n  l a y e r s  o f  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  d e p o s i t i o n

w h i c h  s u r r o u n d s  c e l l s  o f  e p i t h e l i a l ,  m u s c l e ,  a d i p o s e  a n d  t h e  e n d o t h e l i u m
l i n i n g .  P r o t e i n s  w h i c h  a r e  m a j o r  c o m p o n e n t s  o f  B M  a r e  p e r l e c a n ,  a g r i n ,
c o l l a g e n  I V ,  l a m i n i n s  a n d  n i d o g e n s .  T h e s e  p r o t e i n s  a r e  r i c h  i n  d i s u l f i d e

b o n d s ,  w h i c h  a r e  e s s e n t i a l  f o r  p r o t e i n ś  s t r u c t u r e  a n d  f u n c t i o n .  U n f o r t u n a t e l y ,
v e r y  l i m i t e d  a t o m i c  s t r u c t u r e s  o f  B M  p r o t e i n s  a r e  a v a i l a b l e  d u e  t o  l o w  p r o t e i n

y i e l d .  O u r  g r o u p  h a s  c r e a t e d  a  t e c h n o l o g y ,  C y D i s C o ,  w h i c h  h e l p s  E .  c o l i  t o
p r o d u c e  d i s u l f i d e  r i c h  p r o t e i n s  i n c l u d i n g  B M  p r o t e i n s  i n  t h e i r  n a t i v e  f o l d i n g

s t a t e  w i t h  g o o d  y i e l d s .

Materials and Methods
S y n t h e t i c  g e n e s  w e r e  u s e d  t o  p r o d u c e  B M  p r o t e i n  f r a g m e n t s  u s i n g  P C R

a m p l i f i c a t i o n .  E x p r e s s i o n  o f  f r a g m e n t s  i s  o p t i m i z e d  u s i n g  d i f f e r e n t  v a r i a b l e s
e . g . ,  c o m p e t e n t  c e l l s ,  c u l t u r e  m e d i a ,  t e m p e r a t u r e s  a n d  C y D i s C o  v a r i a n t s .
O p t i m a l  c o n d i t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  t o  a  s c a l e  t o  a l l o w  m u l t i - m i l l i g r a m

y i e l d s .  P r o t e i n  p u r i f i c a t i o n  w a s  i n i t i a t e d  w i t h  i m m o b i l i z e d  m e t a l -  a f f i n i t y
c h r o m a t o g r a p h y ,  f o l l o w e d  b y  i o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  a n d  f i n a l l y  w i t h

s i z e  e x c l u s i v e  c h r o m a t o g r a p h y .  Q u a l i t y  o f  t h e  f r a g m e n t s  i s  a n a l y s e d  u s i n g
S D S - P A G E ,  m a s s  s p e c t r o p h o t o m e t e r  ( M S ) ,  c i r c u l a r  d i c h r o i s m  ( C D )  a n d

t h e r m o f l u o r .

Results
M u l t i p l e  B M  p r o t e i n  f r a g m e n t s  h a v e  b e e n  p r o d u c e d  a n d  a n a l y s e d  u s i n g

C y D i s C o .  F o r  e x a m p l e ,  m o u s e  p e r l e c a n  f r a g m e n t  ( G 5 0 3 - T 1 6 7 2 )  w h i c h  h a s  1 1 6 9
a m i n o  a c i d s  a n d  i s  t h o u g h t  t o  c o n t a i n  4 4  d i s u l f i d e  b o n d s  w a s  s u c c e s s f u l l y

p r o d u c e d  i n  a  s o l u b l e  s t a t e ,  w i t h  a  p u r i f i e d  y i e l d  o f  4 . 4  m g / L .  A  s i n g l e  b a n d  o n
n o n ‐ r e d u c i n g  S D S ‐ P A G E  s u g g e s t e d  a  s i n g l e  r e d o x  s t a t e  a n d  M S  a n a l y s i s

v e r i f i e d  t h a t  i t  h a s  t h e  e x p e c t e d  m o l e c u l a r  w e i g h t  w i t h  a l l  t h e  c y s t e i n e s  i n
d i s u l f i d e  b o n d s .  I n f o r m a t i o n  f r o m  C D  a n d  t h e r m o f l u r  a n a l y s i s  c o n f i r m e d  t h a t

t h e  p r o t e i n  i s  i n  f o l d e d  s t a t e  a n d  i s  t h e r m a l l y  s t a b l e .

Discussion
S u c c e s s f u l  p r o d u c t i o n  o f  a  l a r g e  d i s u l f i d e  r i c h  B M  p r o t e i n  f r a g m e n t  i n  E .  c o l i

i s  a  r e m a r k a b l e  a c h i e v e m e n t .  T h i s  e n c o u r a g e s  u s  t o  t e s t  o t h e r  B M  p r o t e i n s  a n d
t h e i r  c o m p l e x e s .  T h e  g r o u p  i s  a l s o  d e v e l o p i n g  a  s e c o n d  g e n e r a t i o n  o f  C y D i s C o

t e c h n o l o g y ,  w h i c h  m i g h t  h e l p  i n  p r o d u c i n g  f u l l  l e n g t h  B M  p r o t e i n s  i n
c y t o p l a s m  o f  E .  c o l i .

 



Aβ  toxicity rescued by ER-retention of laminin monomers
J H  C a t t e r s o n 1 , 2 , † ,  L  M i n k l e y 1 ,  S  A s p e 1 ,  S  J u d d - M o l e 1 ,  A S  M o u r a 1 ,  M C  D y s o n 1 ,  A

R a j a s i n g a m 1 ,  N S  W o o d l i n g 1 ,  M L  A t i l a n o 1 ,  M A h m a d 1 ,  T L  S p i r e s - J o n e s 2 ,  a n d  L
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Introduction
A c c u m u l a t i o n  o f  Aβ  i n  t h e  b r a i n  i s  o n e  o f  t h e  h a l l m a r k s  o f  A l z h e i m e r ’ s  d i s e a s e

( A D ) .  I n  t h e  a d u l t  D r o s o p h i l a  b r a i n ,  h u m a n  Aβ  o v e r - e x p r e s s i o n  i s  t o x i c  a n d  l e a d s
t o  d e t e r i o r a t i o n  o f  c l i m b i n g  a b i l i t y  a n d  s h o r t e n e d  l i f e s p a n .  H o w e v e r ,  i t  r e m a i n s

u n k n o w n  i f  Aβ  i s  i n h e r e n t l y  t o x i c  o r  i f  i t  t r i g g e r s  t o x i c  d o w n s t r e a m  p a t h w a y s  t h a t
l e a d  t o  n e u r o d e g e n e r a t i o n .

Materials and Methods
W e  u s e d  a  d r u g - i n d u c i b l e  D r o s o p h i l a  A D  m o d e l  t h a t  e x p r e s s e d  t h e  h i g h l y

a g g r e g a t i v e  A r c t i c  Aβ4 2  ( AβA r c ) ,  w h i c h  w h e n  e x p r e s s e d  i n  t h e  n e u r o n s  o f  a d u l t
f l i e s  s h o r t e n s  l i f e s p a n  a n d  i n d u c e s  b e h a v i o u r a l  d e f e c t s  a n d  n e u r o d e g e n e r a t i o n .

W e  u s e d  t h e  s h o r t - l i f e s p a n  p h e n o t y p e  o f  t h i s  m o d e l  t o  s c r e e n  f o r  m o d i f i e r s  o f  Aβ
t o x i c i t y .  F o r  v e r i f i e d  h i t s ,  w e  t h e n  d i d  f u r t h e r  a n a l y s i s  i n c l u d i n g  m e a s u r i n g  e f f e c t s

o f  t h e  m o d i f i e r  o n  Aβ  l e v e l s  -  i n c l u d i n g  q P C R  a n d  E L I S A .  I m m u n o h i s t o c h e m i s t r y
w a s  u s e d  t o  m e a s u r e  s e c r e t i o n  o f  Aβ ,  a n d  t o  i d e n t i f y  c e l l u l a r  l o c a l i s a t i o n  o f

p r o t e i n s  o f  i n t e r e s t .  

Results
W e  i d e n t i f i e d  t h e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  p r o t e i n  s u b u n i t  L a m i n i n  B 1  ( L a n B 1 )  a s  a

r o b u s t  m o d i f i e r  o f  Aβ  t o x i c i t y .  D e s p i t e  h i g h  Aβ  l e v e l s ,  L a n B 1  o v e r - e x p r e s s i o n
r e s u l t e d  i n  a  r o b u s t  r e s c u e  o f  t o x i c i t y ,  h i g h l i g h t i n g  a  p o t e n t i a l  p r o t e c t i v e

m e c h a n i s m  o f  r e s i s t a n c e  t o  Aβ .  O v e r - e x p r e s s i o n  o f  o t h e r  L a m i n i n  s u b u n i t s  a n d  a
C o l l a g e n  I V  s u b u n i t  a l s o  s i g n i f i c a n t l y  r e s c u e d  Aβ  t o x i c i t y ,  w h i l e  c o m b i n i n g  L a n B 1

w i t h  t h e s e  s u b u n i t s  l e d  t o  a n  e v e n  l a r g e r  r e s c u e  o f  t o x i c i t y .  I m a g i n g  r e v e a l e d
r e t e n t i o n  o f  L a n B 1  i n  t h e  E R ,  w h i l e  L a n B 1  h a d  n o  e f f e c t  o n  t h e  s e c r e t i o n  o f  Aβ  i n t o

t h e  e x t r a c e l l u l a r  m i l i e u .  L a n B 1  a l s o  r e s c u e d  t o x i c i t y  i n d e p e n d e n t l y  o f  t h e
I R E 1α/ X B P 1 - m e d i a t e d  b r a n c h  o f  t h e  E R  s t r e s s  r e s p o n s e .  I n t e r e s t i n g l y ,  o v e r -
e x p r e s s i o n  o f  E R - t a r g e t e d  G F P  a l s o  r e s c u e d  Aβ  t o x i c i t y  i n d i c a t i n g  a  b r o a d e r

b e n e f i t  o f  E R  p r o t e i n  r e t e n t i o n  i n  t h e  c o n t e x t  o f  n e u r o n a l  Aβ .

Discussion
T y p i c a l l y ,  r e t e n t i o n  o f  l a m i n i n s  i n  t h e  E R  i s  d e t r i m e n t a l  t o  c e l l u l a r  h e a l t h ,  b u t  i n

t h e  c o n t e x t  o f  n e u r o n a l  Aβ  t o x i c i t y  i t  m a y  p r o v e  t o  b e  b e n e f i c i a l ,  a n d  c o u l d  b e  a
n e w  t h e r a p e u t i c  a v e n u e  f o r  A D .

 



von Willebrand factor D domains production in
cytoplasm of E. coli
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Introduction
E x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  ( E C M )  i s  a  c o m p l e x  s y s t e m  m a d e  u p  v a r i o u s  l a r g e

p r o t e i n s .  M u c i n  2  a n d  A l p h a  t e c t o r i n  a r e  e x a m p l e s  o f  E C M  p r o t e i n s .  T h e s e
s e e m i n g l y  u n r e l a t e d  p r o t e i n s  c o n t a i n  h o m o l o g o u s  d o m a i n s  c a l l e d  t h e  v o n

W i l l e b r a n d  D  ( V W D )  d o m a i n s .  T h e s e  V W D  d o m a i n s  a r e  i n d i c a t e d  t o  p l a y
i m p o r t a n t  r o l e s  i n  t h e  f o l d i n g  a n d  f o r m a t i o n  o f  m a t u r e  p r o t e i n s .  M u t a t i o n s  i n
t h e s e  p r o t e i n s  o f t e n  l e a d  t o  d i s e a s e  s t a t e s .  D u e  t o  t h e i r  h i g h  d i s u l p h i d e  b o n d

d e n s i t y  a n d  c o m p l e x  n a t u r e ,  t h e s e  p r o t e i n s  a r e  h a r d  t o  p r o d u c e  i n  n o n -
m a m m a l i a n  s y s t e m s .  W e  h a v e  r e c e n t l y  e x p r e s s e d  s o m e  V W D  d o m a i n

c o n t a i n i n g  p r o t e i n s  i n  E .  c o l i  c e l l s  w i t h  t h e  h e l p  o f  t h e  C y D i s C o  s y s t e m
d e v e l o p e d  b y  o u r  g r o u p .

Materials and Methods
C o d o n  o p t i m i s e d  s y n t h e t i c  g e n e s  w e r e  u s e d  a s  t e m p l a t e s  f o r  P C R

a m p l i f i c a t i o n  o f  t h e  t a r g e t  p r o t e i n  c o n s t r u c t s .  E x p r e s s i o n  t e s t  w e r e  c a r r i e d
o u t  f o r  e a c h  c o n s t r u c t  b y  u s i n g  d i f f e r e n t  e x p r e s s i o n  s t r a i n s ,  m e d i a  a n d
t e m p e r a t u r e .  T h e  b e s t  r e s u l t s  w e r e  u s e d  f o r  l a r g e  s c a l e  p r o d u c t i o n .  T h e

p u r i f i c a t i o n  o f  t h e s e  c o n s t r u c t s  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  a  3 - s t e p  p r o c e s s  w h i c h
i n c l u d e d  I M A C ,  a n i o n  e x c h a n g e  a n d  g e l  f i l t r a t i o n  r e s p e c t i v e l y .  T h e  p u r i f i e d
c o n s t r u c t s  w e r e  a n a l y s e d  u s i n g  m a s s  s p e c t r o m e t r y ,  c i r c u l a r  d i c h r o i s m  a n d

t h e r m o f l o u r .

Results
V W F - D  d o m a i n s  f r o m  m u c i n  2  a n d  a l p h a  t e c t o r i n  w e r e  s u c c e s s f u l l y  p r o d u c e d .
T h e  a l p h a  t e c t o r i n  c o n s t r u c t  c o n t a i n s  2 8 3  a m i n o  a c i d s  ( 8  d i s u l p h i d e  b o n d s )
w h i l e  m u c i n  2  r e g i o n  c o n t a i n s  3 6 2  a m i n o  a c i d s  ( 1 5  d i s u l p h i d e  b o n d s ) .  B o t h

t h e  c o n s t r u c t s  w e r e  s u c c e s s f u l l y  p u r i f i e d  w i t h  y i e l d s  o f  5 . 5  m g / L  a n d  6 . 5  m g / L
r e s p e c t i v e l y .  T h e i r  C D  a n a l y s i s  w e r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  p u b l i s h e d  s t r u c t u r e s

o f  t h e  h o m o l o g o u s  d o m a i n s .  T h e r m o f l o u r  a n a l y s i s  s h o w e d  t h e  c o n s t r u c t s  t o
b e  v e r y  t h e r m o s t a b l e .

Discussion
A s  p e r  o u r  k n o w l e d g e ,  t h i s  i s  t h e  f i r s t - t i m e  d i s u l p h i d e  r i c h  h u m a n  v o n

W i l l e b r a n d  f a c t o r  D  d o m a i n s  h a v e  b e e n  s u c c e s s f u l l y  e x p r e s s e d  i n  E .  c o l i  c e l l s .
T h i s  o p e n s  a  w h o l e  n e w  a v e n u e  w h e r e  d i f f e r e n t  E C M  p r o t e i n s  c a n  b e  t e s t e d

a n d  e x p r e s s e d  i n  E .  c o l i  s y s t e m s .  T h i s  c o u l d  m a k e  i t  e a s i e r  t o  s t u d y  t h e
p r o t e i n  t h a t  h a v e  t i l l  n o w  b e e n  u n d e r  s t u d i e d .
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Introduction
M u t a t i o n s  i n  E X T 1  a n d  E X T 2  h e p a r a n  s u l p h a t e  ( H S )  c o - p o l y m e r a s e s  d i s r u p t

n o r m a l  g l y c o s a m i n o g l y c a n  ( G A G )  p r o d u c t i o n  a n d  G A G - r e l a t e d  s i g n a l l i n g .  I n
m i c e ,  E X T  m u t a t i o n s  r e s u l t  i n  e m b r y o n i c  l e t h a l i t y .  I n  h u m a n s ,  E X T  m u t a t i o n s
a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  r a r e  d e v e l o p m e n t a l  d i s e a s e  M u l t i p l e  O s t e o c h o n d r o m a
( M O ) .  W e  h a v e  c o m b i n e d  h u m a n  i n d u c e d  p l u r i p o t e n t  s t e m  c e l l s  ( h i P S C )  a n d  a

3 D  c u l t u r e  e n v i r o n m e n t  t o  g e n e r a t e  a  d e f i n e d ,  G A G - f r e e  M O  d i s e a s e  m o d e l .  

Materials and Methods
h i P S C s  ( E X T 1 + / - ,  E X T 2 - / - )  w e r e  c r e a t e d  b y  r e p r o g r a m m i n g  M O  p a t i e n t
f i b r o b l a s t s  a n d  b y  C R I S P R / C a s 9  g e n e  e d i t i n g  o f  w i l d  t y p e  h i P S C s .  C e l l

b e h a v i o u r  a n d  G A G  c o m p o s i t i o n  w a s  a s s e s s e d  i n  s t a n d a r d  2 D  c u l t u r e  a n d
d u r i n g  3 D  c u l t u r e  i n  a  d e f i n e d  p e p t i d e  h y d r o g e l .  G e l - e n c a p s u l a t e d  c e l l

c l u s t e r s  w e r e  h i g h - p r e s s u r e  f r o z e n  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  c r y o - O r b i S I M S  f o r  h i g h
r e s o l u t i o n  m a s s  s p e c t r o m e t r y  i m a g i n g  o f  3 D  d e p o s i t e d  G A G .

Results
A s  e x p e c t e d ,  w e  w e r e  n o t  a b l e  t o  d e t e c t  a n y  H S  i n  E X T 2 - / -  h i P S C s .   H o w e v e r ,

w e  d i d  s e e  d i f f e r e n c e s  i n  c h o n d r o i t i n  s u l p h a t e / d e r m a t a n  s u l p h a t e
c o m p o s i t i o n  a n d ,  i n t e r e s t i n g l y ,  o b s e r v e d  a n  i n c r e a s e  i n  l e v e l s  o f  a  n o n -

H S / C S / D S  s u l p h a t e d  G A G  s p e c i e s .  C o n t r a r y  t o  s t u d i e s  u s i n g  H S - d e f i c i e n t
m o u s e  e m b r y o n i c  s t e m  c e l l s ,  E X T 2 - / -  h i P S C s  c o u l d  s i g n a l  v i a  F G F 2 ,  a n d  w e r e

a b l e  t o  d i f f e r e n t i a t e  t o  n e u r a l  p r e c u r s o r s .  

Discussion
T h e s e  d a t a  h i g h l i g h t  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  r o l e s  o f  H S  i n  m o u s e  a n d  h u m a n
d e v e l o p m e n t ,  s t r e n g t h e n i n g  t h e  n e e d  t o  d e v e l o p  r o b u s t  i n  v i t r o  h u m a n

m o d e l s .  W e  d e m o n s t r a t e  g e n e r a t i o n  o f  n o v e l  c e l l  t o o l s  a n d  a  G A G - f r e e  3 D
b i o m a t e r i a l ,  a n d  c o m b i n i n g  t h e s e  h a s  a l l o w e d  d e t a i l e d  a n a l y s i s  l i n k i n g  G A G

c o m p o s i t i o n  a n d  l o c a t i o n .  T h i s  w i l l  b r o a d e n  o u r  u n d e r s t a n d i n g  o f  c e l l - m a t r i x
i n t e r a c t i o n s ,  a n d  b e g i n  t o  u n r a v e l  c o m p l e x  G A G  s t r u c t u r e - f u n c t i o n

r e l a t i o n s h i p s .  
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Introduction
O s t e o a r t h r i t i s  ( O A )  i s  a  d e g e n e r a t i v e  j o i n t  d i s e a s e  a n d  t h e  l e a d i n g  c a u s e  o f

g l o b a l  d i s a b i l i t y  i n  p e o p l e  o v e r  t h e  a g e  o f  5 0 .  O A  i s  c h a r a c t e r i s e d  b y  c a r t i l a g e
e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  d e g r a d a t i o n  a n d  h a s  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  a b e r r a n t

c a r t i l a g e  D N A  m e t h y l a t i o n .  A  g e n o m e - w i d e  D N A  m e t h y l a t i o n  m e t a - a n a l y s i s
p e r f o r m e d  i n  o u r  l a b o r a t o r y  i d e n t i f i e d  o s t e o a r t h r i t i s - a s s o c i a t e d  D N A

m e t h y l a t i o n  c h a n g e s ,  w h i c h  w e r e  d e p l e t e d  i n  g e n e  p r o m o t e r s  a n d  h i g h l y
e n r i c h e d  i n  p u t a t i v e  t r a n s c r i p t i o n a l  e n h a n c e r  r e g i o n s .  W e  t h e r e f o r e  a i m e d  t o

i n v e s t i g a t e  t h e  e f f e c t  o f  t h e s e  e n h a n c e r  D N A  m e t h y l a t i o n  c h a n g e s  o n  g e n e
e x p r e s s i o n  a n d  d i s e a s e .

Materials and Methods
F o u r t e e n  r e g i o n s  w i t h  O A - a s s o c i a t e d  D N A  m e t h y l a t i o n  c h a n g e s  a n d  a n  a c t i v e
e n h a n c e r  s i g n a t u r e  i n  c a r t i l a g e  b a s e d  o n  h i s t o n e  m a r k s  a n d  o p e n  c h r o m a t i n

w e r e  s e l e c t e d .  T h e  c h o n d r o s a r c o m a  c e l l  l i n e  S W 1 3 5 3  w a s  u s e d  t o  s t u d y  t h e
e f f e c t  o f  D N A  m e t h y l a t i o n  i n  v i t r o .  E n h a n c e r  a c t i v i t y  a n d  t h e  e f f e c t  o f  i n  v i t r o
D N A  m e t h y l a t i o n  o f  t h e s e  r e g i o n s  i n  S W 1 3 5 3  c e l l s  w a s  a s s e s s e d  b y  l u c i f e r a s e
a s s a y s ,  i n  w h i c h  t h e  e n h a n c e r  w a s  c l o n e d  i n  t h e  C p G - f r e e  p C p G L - E F 1  v e c t o r .

S W 1 3 5 3  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  D N A  h y p o m e t h y l a t i n g  a g e n t  5 - A z a - 2 ′ -
d e o x y c y t i d i n e  ( 5 - A z a ,  0 . 2 5  µ M ,  7 2  h o u r s ) .  G e n e  e x p r e s s i o n  a n d  c h r o m a t i n

a c c e s s i b i l i t y  c h a n g e s  w e r e  a s s e s s e d  b y  R N A - s e q  a n d  A T A C - s e q ,  r e s p e c t i v e l y .

Results
T h e  s e l e c t e d  e n h a n c e r  r e g i o n s  e x h i b i t e d  u p  t o  e l e v e n  f o l d  h i g h e r  l u c i f e r a s e

a c t i v i t y  t h a n  c o n t r o l ,  b u t  e n h a n c e r  a c t i v i t y  w a s  s t r o n g l y  r e d u c e d  u p o n  i n
v i t r o  D N A  m e t h y l a t i o n .  D N A  m e t h y l a t i o n  w a s  r e d u c e d  u p  t o  3 0 %  u p o n  5 - A z a
t r e a t m e n t ,  a l t h o u g h  t h e  l e v e l  o f  t h i s  l o s s  w a s  v a r i a b l e  b e t w e e n  s i t e s .  A l t e r e d
c h r o m a t i n  a c c e s s i b i l i t y  w a s  i d e n t i f i e d  i n  2 9 , 4 0 1  r e g i o n s ,  o f  w h i c h  7 3 . 7 %  h a d

d e c r e a s e d  a c c e s s i b i l i t y ,  i n c l u d i n g  5  o f  t h e  1 4  O A - a s s o c i a t e d  e n h a n c e r  r e g i o n s
s t u d i e d .  A  t o t a l  o f  1 3 8 2  a n d  1 4 2 0  g e n e s  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  1 . 5  f o l d  u p -  a n d

d o w n r e g u l a t e d  r e s p e c t i v e l y  a f t e r  5 - A z a  t r e a t m e n t .  T o g e t h e r  t h e s e  d a t a
i n d i c a t e  t h a t  l o s s  o f  D N A  m e t h y l a t i o n  c a n  h a v e  o p p o s i n g  e f f e c t s  o n  b o t h

e n h a n c e r  c h r o m a t i n  a c c e s s i b i l i t y ,  e n h a n c e r  a c t i v i t y  a n d  p u t a t i v e  t a r g e t  g e n e
e x p r e s s i o n ,  w i t h  t h e  e f f e c t  o f  m e t h y l a t i o n  b e i n g  c o n t e x t  d e p e n d e n t .

Discussion
O A - a s s o c i a t e d  D N A  m e t h y l a t i o n  c h a n g e s  a r e  e n r i c h e d  i n  c a r t i l a g e  e n h a n c e r

r e g i o n s ,  w i t h  h y p o m e t h y l a t i o n  a s s o c i a t e d  w i t h  c h a n g e s  i n  e n h a n c e r  c h r o m a t i n
a c c e s s i b i l i t y ,  a c t i v i t y  a n d  t a r g e t  g e n e  e x p r e s s i o n .  U n d e r s t a n d i n g  h o w

e n h a n c e r  D N A  m e t h y l a t i o n  r e g u l a t e s  c h o n d r o g e n i c  g e n e  e x p r e s s i o n  w i l l  g i v e
m o r e  i n s i g h t  i n  o s t e o a r t h r i t i s  p r o g r e s s i o n  a n d  p o s s i b l e  t r e a t m e n t .
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Introduction 
I n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  s u c h  a s  i n t e r l e u k i n  1β  ( I L - 1β )  a r e  p r e s e n t  w i t h i n  t h e  s y n o v i a l  j o i n t  a t  l o w

c o n c e n t r a t i o n s  a n d  d e m o n s t r a t e  a  s l i g h t  e l e v a t i o n  i n  r e s p o n s e  t o  m e c h a n i c a l  s t r e s s  a n d  j o i n t
d i s e a s e s  s u c h  a s  o s t e o a r t h r i t i s  ( O A ) .  A l t h o u g h  e l e v a t e d  i n  d i s e a s e ,  t h e s e  w e l l  s t u d i e d  f a c t o r s  d o

n o t  r e a c h  t h e  l e v e l s  r o u t i n e l y  u s e d  i n  e x p e r i m e n t a l  m o d e l  s y s t e m s .  O u r  u n d e r s t a n d i n g  o f  c a r t i l a g e
r e s p o n s e s  t o  p h y s i o l o g i c a l l y  r e l e v a n t  l e v e l s  o f  i n f l a m m a t o r y  f a c t o r s  i s  t h e r e f o r e  m o r e  l i m i t e d .  I n

t h i s  s t u d y ,  w e  u s e d  t h e  s e c r e t i o n  o f  t r a n s l a t i o n a l l y  r e g u l a t e d  c y t o k i n e s  t o  a s s a y  t h e  e a r l y  r e s p o n s e
o f  c h o n d r o c y t e  c e l l s  t o  p h y s i o l o g i c a l l y  r e l e v a n t  l e v e l s  o f  i n f l a m m a t o r y  s t i m u l a t i o n .

Materials and Methods 
S W 1 3 5 3  c h o n d r o s a r c o m a  c e l l s  a n d  h u m a n  a r t i c u l a r  c h o n d r o c y t e s  ( H A C s )  c o l l e c t e d  f r o m  p a t i e n t s
u n d e r g o i n g  t o t a l  k n e e  r e p l a c e m e n t  w e r e  c u l t u r e d  a s  a  m o d e l  o f  c h o n d r o c y t e  f u n c t i o n .  C e l l s  w e r e
s t i m u l a t e d  w i t h  e i t h e r  h i g h  ( 1 0  n g / m l )  o r  p h y s i o l o g i c a l l y  r e l e v a n t  ( 1 0  p g / m l )  l e v e l s  o f  I L - 1β  a n d

d o w n s t r e a m  c y t o k i n e  s e c r e t i o n  a n d  a c t i v a t i o n  o f  s i g n a l l i n g  p a t h w a y s  w e r e  c h a r a c t e r i s e d  b y  E L I S A
a n d  w e s t e r n  b l o t t i n g .

Results 
D o s e  d e p e n d e n t  E L I S A  e x p e r i m e n t s  d e m o n s t r a t e  t h a t  S W 1 3 5 3  a n d  H A C s  s h o w  a  s i m i l a r  p a t t e r n  o f

I L - 6  s e c r e t i o n  i n  r e s p o n s e  t o  I L - 1β  s t i m u l a t i o n ,  w i t h  a  d y n a m i c  r a n g e  o f  m i n i m a l  t o  m a x i m a l
s e c r e t i o n  r a n g i n g  f r o m  1  p g / m l  t o  1 0 0  p g / m l .  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  s h o w e d  t h a t  s t i m u l a t i o n  o f

S W 1 3 5 3  c e l l s  w i t h  h i g h  d o s e  ( 1 0  n g / m l )  o f  I L - 1β  a c t i v a t e s  M A P K  s i g n a l i n g  p a t h w a y s  v e r y  r a p i d l y .  A
l o w e r ,  p h y s i o l o g i c a l l y  r e l e v a n t  c y t o k i n e  d o s e  ( 1 0  p g / m l )  r e s u l t e d  i n  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  M A P K

s i g n a l i n g ,  d e s p i t e  c a u s i n g  5 0 %  o f  m a x i m a l  I L - 6  s e c r e t i o n ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e r e  i s  a  d i s t i n c t
s i g n a l l i n g  e n v i r o n m e n t  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h a t  p r o d u c e d  b y  t h e  h i g h  l e v e l s  c o m m o n l y  u s e d

e x p e r i m e n t a l l y .  F i n a l l y ,  p u l s e d  e x p o s u r e  o f  c e l l s  t o  I L - 1β  s h o w e d  t h a t  s t i m u l a t i o n  f o r  a t  l e a s t  t h e
f i r s t  t h r e e  h o u r s  o f  a  2 4 - h o u r  p e r i o d  w i t h  l o w  l e v e l s  o f  I L - 1β  r e s u l t s  i n  t h e  s a m e  t o t a l  s e c r e t i o n  o f

I L - 6  a s  t h a t  c a u s e d  b y  c o n s t a n t  e x p o s u r e .  

Discussion
M e a s u r i n g  t h e  s e c r e t i o n  o f  t r a n s l a t i o n a l l y  r e g u l a t e d  c y t o k i n e s  s u c h  a s  I L - 6  h a s  p r o v i d e d  a  n o v e l

o u t p u t  f o r  h o w  p h y s i o l o g i c a l  l e v e l s  o f  a  c y t o k i n e  i n f l u e n c e  c h o n d r o c y t e  f u n c t i o n .  U s i n g  t h i s
a p p r o a c h ,  w e  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  c h o n d r o c y t i c  c e l l s  r e q u i r e  l o w ,  p h y s i o l o g i c a l l y - r e l e v a n t

l e v e l s  o f  I L - 1β  t o  d r i v e  I L - 6  s e c r e t i o n .  I n t e r e s t i n g l y ,  t h e  l e v e l  o f  I L - 1β  r e q u i r e d  t o  d r i v e  5 0 %
s e c r e t i o n  r e s u l t e d  i n  v e r y  l o w  l e v e l s  o f  M A P K  s i g n a l l i n g  c o m p a r e d  t o  t h a t  d r i v e n  b y  c o m m o n l y  u s e d

e x p e r i m e n t a l  c o n c e n t r a t i o n s .  W h e t h e r  I L - 6  s e c r e t i o n  l e v e l s  a r e  c o n t r o l l e d  b y  a l t e r e d  s i g n a l l i n g
l e v e l s  o r  v i a  d i s c r e t e  s i g n a l l i n g  s y s t e m s  n e e d s  t o  b e  d e t e r m i n e d .  F i n a l l y ,  w e  f o u n d  t h a t

c h o n d r o c y t i c  c e l l s  c o n t i n u e  t o  e x h i b i t  a  r e s p o n s e  t o  t h e  I L - 1β  s t i m u l u s  f o l l o w i n g  i t s  r e m o v a l ,  w i t h
t h e  c e l l s  p r i m e d  t o  s t i m u l a t e  m a x i m a l  l e v e l s  o f  I L - 6  o v e r  2 4  h o u r s ,  a f t e r  o n l y  1 - 3  h o u r s  o f  i n i t i a l
s t i m u l a t i o n .  O u r  f i n d i n g s  s u g g e s t  t h a t  p h y s i o l o g i c a l l y  r e l e v a n t  c y t o k i n e  s t i m u l a t i o n  c a n  r a p i d l y

i n i t i a t e  a  s u s t a i n e d  c h a n g e  i n  c h o n d r o c y t e  s e c r e t o r y  p r o f i l e s  F u t u r e  w o r k  w i l l  e x a m i n e  t h e
s i g n a l l i n g  p r o c e s s  i n v o l v e d  i n  p h y s i o l o g i c a l l y  r e l e v a n t  c y t o k i n e  r e s p o n s e s ,  t h e  r o l e  o f  p r o t e i n

t r a n s l a t i o n  r e g u l a t i o n ,  a n d  t h e  e f f e c t s  t h a t  s e c o n d a r y  c y t o k i n e  r e l e a s e  h a v e  o n  c h o n d r o c y t e
f u n c t i o n .



In a surgical model of OA female mice compared to
males display pain at an early stage of disease and
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Introduction
A f t e r  t h e  a g e  o f  5 0  t h e  i n c i d e n c e  o f  o s t e o a r t h r i t i s  ( O A )  a n d  r i s k  o f  k n e e  p a i n  i s

g r e a t e r  i n  f e m a l e s ,  c o i n c i d i n g  w i t h  t h e  t i m e  o f  h o r m o n a l  c h a n g e s  a s s o c i a t e d
w i t h  m e n o p a u s e .  I t  h a s  p r e v i o u s l y  b e e n  s h o w n  b y  o t h e r s  t h a t  f e m a l e  m i c e

h a v e  r e d u c e d  c h o n d r o p a t h y  c o m p a r e d  t o  m a l e s  a f t e r  s u r g i c a l  j o i n t
d e s t a b i l i s a t i o n .  T h i s  s t u d y  i n v e s t i g a t e d  t h e  m e c h a n i s m s  b e h i n d  t h i s

d i f f e r e n c e .    

Materials and Methods
S u r g i c a l  i n d u c t i o n  o f  O A  w a s  p e r f o r m e d  i n  C 5 7 B L 6  a n d  D B A 1  m a l e s  a n d

f e m a l e s .  R a n d o m i s e d  g r o u p s  r e c e i v e d  e i t h e r  s h a m ,  d e s t a b i l i s a t i o n  o f  t h e
m e d i a l  m e n i s c u s  ( D M M ) ,  o r  p a r t i a l  m e n i s c e c t o m y  ( P M X )  s u r g e r y .  O v a r i e c t o m y
( O V X )  w a s  p e r f o r m e d  o n  a  g r o u p  o f  f e m a l e  C 5 7 B L 6  m i c e  p r i o r  t o  P M X  s u r g e r y .

S p o n t a n e o u s  p a i n - l i k e  b e h a v i o u r  w a s  e v a l u a t e d  b y  w e i g h t  b e a r i n g
a s s e s s m e n t s  o n  a  L i n t o n  i n c a p a c i t a n c e  t e s t e r .  B e h a v i o u r a l  a c t i v i t y  w a s

a s s e s s e d  u s i n g  t h e  L a b o r a t o r y  A n i m a l  B e h a v i o u r  O b s e r v a t i o n  R e g i s t r a t i o n  a n d
A n a l y s i s  S y s t e m  ( L A B O R A S )  t o  c o m p a r e  t h e  s e x e s  i n  b o t h  t h e  C 5 7 B L 6  N a ï v e
a n d  P M X  s u r g e r y  g r o u p s .  W h o l e  k n e e  j o i n t s  w e r e  c o l l e c t e d  f o r  e i t h e r  g e n e
e x p r e s s i o n  o f  p a i n - a s s o c i a t e d  m o l e c u l e s  o r  t o  a s s e s s  d i s e a s e  s e v e r i t y  f r o m

h i s t o l o g i c a l  s e c t i o n s  f o l l o w i n g  t h e  O s t e o a r t h r i t i s  R e s e a r c h  S o c i e t y
I n t e r n a t i o n a l  ( O A R S I )  s c o r i n g  s y s t e m .

Results
W e  c o n f i r m e d  t h a t ,  a t  b o t h  8  a n d  1 2  w e e k s ,  i n  b o t h  s t r a i n s ,  a n d  f o l l o w i n g

e i t h e r  d e s t a b i l i s a t i o n  s u r g e r y ,  f e m a l e s  h a d  r e d u c e d  c h o n d r o p a t h y  c o m p a r e d
t o  m a l e s .  D e s p i t e  t h i s ,  m a l e  a n d  f e m a l e  m i c e  d i s p l a y e d  t h e  s a m e  o n s e t  a n d

s e v e r i t y  o f  s p o n t a n e o u s  p a i n  b e h a v i o u r ,  b y  i n c a p a c i t a n c e  t e s t i n g ,  f o l l o w i n g
j o i n t  d e s t a b i l i s a t i o n  ( o n s e t  1 1  w e e k s  p o s t  D M M ,  8  w e e k s  p o s t  P M X ) .  L A B O R A S

a c t i v i t y  w a s  u n a b l e  t o  d i s t i n g u i s h  c h a n g e s  i n  b e h a v i o u r  b e t w e e n  s e x e s  o r
s u r g i c a l  g r o u p s .  D i s e a s e  s e v e r i t y  a n d  p a i n  b e h a v i o u r  w a s  n o t  a f f e c t e d  b y  O V X

p r i o r  t o  j o i n t  d e s t a b i l i s a t i o n .  A t  t h e  t i m e  o f  o n s e t  o f  p a i n ,  f e m a l e  m i c e ,  b u t
n o t  m a l e  m i c e ,  d i s p l a y e d  u p r e g u l a t i o n  o f  g e n e s  e n c o d i n g  G d n f ,  N r t n ,  N t f 3  a n d

N t f 5 ,  a n d  P s p n  w a s  s i g n i f i c a n t l y  d o w n r e g u l a t e d .

Discussion
D e s p i t e  r e d u c e d  c h o n d r o p a t h y ,  y o u n g  f e m a l e s  d e m o n s t r a t e d  t h e  s a m e  o n s e t  o f

p a i n - l i k e  b e h a v i o u r  c o m p a r e d  t o  m a l e s  s u g g e s t i n g  f e m a l e s  h a v e  h e i g h t e n e d
p a i n  s e n s i t i v i t y  i n  O A .  T h i s  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  b e  d u e  t o  s e x  d i f f e r e n c e s  i n

b e h a v i o u r a l  a c t i v i t y .   R e g u l a t i o n  o f  a  d i s t i n c t  s e t  o f  p a i n - a s s o c i a t e d  m o l e c u l e s
i n  f e m a l e  j o i n t s  a t  t h e  t i m e  o f  p a i n  o n s e t  m a y  i d e n t i f y  n o v e l  p u t a t i v e  s e x -

d e p e n d e n t  p a i n  t a r g e t s .
 



FHL2 promoter DNA methylation increases with
chronological age in joint tissues and could impact

target gene expression
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Introduction
G e n o m e - w i d e  D N A  m e t h y l a t i o n  a n a l y s i s  o f  1 7 9  c a r t i l a g e  s a m p l e s  r e v e a l e d  7 1 6
C p G  s i t e s  t h a t  s h o w  a g e - r e l a t e d  c h a n g e s ,  m a j o r i t y  l o c a t e d  i n  g e n e  p r o m o t e r s .

T h e  e f f e c t  o f  t h e s e  c h a n g e s  o n  g e n e  e x p r e s s i o n  i s  u n k n o w n ,  a l t h o u g h  D N A
m e t h y l a t i o n  i s  u s u a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  d e c r e a s e d  t a r g e t  e x p r e s s i o n .  T h e  a i m s

o f  t h i s  s t u d y  w e r e  t o  v a l i d a t e  s e v e r a l  o f  t h e s e  C p G s  w i t h i n  t h e  F H L 2  g e n e
p r o m o t e r  i n  j o i n t  t i s s u e s  a n d  t o  d e t e r m i n e  w h a t  e f f e c t  t h e y  h a v e  o n  F H L 2

e x p r e s s i o n .

Materials and Methods
K n e e  c a r t i l a g e ,  s y n o v i u m  a n d  f a t  p a d  f r o m  o s t e o a r t h r i t i s  p a t i e n t s  w e r e

a c q u i r e d  f r o m  t h e  N e w c a s t l e  B i o b a n k .  D N A  m e t h y l a t i o n  w a s  a s s e s s e d  u s i n g
b i s u l p h i t e  p y r o s e q u e n c i n g .  T h e  r e g i o n s  e n c o m p a s s i n g  t h e  C p G s  w e r e  c l o n e d
i n  a  p C p G L - b a s i c - l u c i f e r a s e  v e c t o r ,  i n  v i t r o  m e t h y l a t e d  a n d  t r a n s f e c t e d  i n t o

S W 1 3 5 3  c h o n d r o s a r c o m a  c e l l s  t o  a n a l y s e  t h e  r e g u l a t o r y  a c t i v i t y .

Results
T h r e e  F H L 2  C p G s  i d e n t i f i e d  i n  t h e  i n i t i a l  s t u d y  a n d  s i x  n e w  n e i g h b o u r i n g

C p G s  s h o w e d  i n c r e a s e d  D N A  m e t h y l a t i o n  w i t h  i n c r e a s i n g  a g e  i n  a  n e w  c o h o r t
o f  c a r t i l a g e  s a m p l e s  ( p < 0 . 0 0 0 1 ,  n = 7 2 ) .  T h e s e  c h a n g e s  w e r e  o b s e r v e d  a l s o  i n
s y n o v i u m  a n d  f a t  p a d  t i s s u e s  ( p < 0 . 0 0 5 ,  n = 2 2  p e r  t i s s u e ) .  T h e  a c t i v i t y  o f  t h e

F H L 2  p r o m o t e r ,  s h o w e d  s e v e n  f o l d  i n c r e a s e  i n  r e p o r t e r  a c t i v i t y  c o m p a r e d  t o
t h e  p r o m o t e r  f r e e  c o n t r o l  ( p < 0 . 0 0 0 1 ) .  U p o n  i n  v i t r o  m e t h y l a t i o n  o f  t h e

p r o m o t e r  r e g i o n ,  r e p o r t e r  a c t i v i t y  w a s  3 . 5 x  l o w e r  t h a n  w h e n  t h e  r e g i o n  w a s
u n m e t h y l a t e d  ( p < 0 . 0 0 0 1 ) .

Discussion
T h e  C p G s  i n  F H L 2  p r o m o t e r  r e g i o n  s h o w  a g e - a s s o c i a t e d  c h a n g e s  i n  c a r t i l a g e ,
s y n o v i u m  a n d  f a t  p a d  t i s s u e .  T h e  l u c i f e r a s e  a s s a y  s h o w e d  t h a t  t h i s  r e g i o n  c a n

f u n c t i o n  a s  a  p r o m o t e r  a n d  m o r e o v e r  t h i s  a c t i v i t y  i s  i n h i b i t e d  b y  D N A
m e t h y l a t i o n .  T h e s e  c h a n g e s  s u g g e s t  t h a t  t h e  e x p r e s s i o n  o f  F H L 2  c a n  b e

i m p a c t e d  b y  a g e i n g  a n d  t h e r e f o r e  c o u l d  g i v e  i n s i g h t  i n t o  a  m e c h a n i s m  o f  j o i n t
a g e i n g .
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Introduction
T h e  o s t e o c h o n d r a l  i n t e r f a c e  b e t w e e n  c a r t i l a g e  a n d  b o n e  e n a b l e s  e f f e c t i v e
t r a n s m i s s i o n  o f  s t r e s s e s  d u r i n g  a r t i c u l a t i o n  o f  j o i n t s .  T h i s  i s  e n a b l e d  b y

t r a n s i t i o n s  i n  t h e  c o m p o s i t i o n  a n d  o r g a n i z a t i o n  o f  t h e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x ,
s t r u c t u r a l  f e a t u r e s  t h a t  d e v e l o p  u n d e r  t h e  i n f l u e n c e  o f  m o r p h o g e n  g r a d i e n t s .

H e r e ,  I  w i l l  i n t r o d u c e  o u r  b e n c h t o p  a p p r o a c h  e n a b l i n g  b i o m a t e r i a l s  t o  b e
e n c o d e d  w i t h  m o r p h o g e n  g r a d i e n t s  t o  d i r e c t  m a t r i x  a s s e m b l y  d u r i n g

o s t e o c h o n d r a l  t i s s u e  e n g i n e e r i n g .  

Materials and Methods
D e n s i t y - d r i v e n  p h a s e  s e p a r a t i o n  w a s  a c h i e v e d  b y  i n j e c t i n g  a  h y d r o g e l

p r e c u r s o r  a t  a  d e f i n e d  r a t e  i n t o  a n o t h e r  b a s e  s o l u t i o n  o f  h y d r o g e l  p r e c u r s o r
c o n t a i n i n g  a  d e n s i t y  m o d i f i e r .  F o r  o s t e o c h o n d r a l  t i s s u e  e n g i n e e r i n g ,  b o t h

s o l u t i o n s  c o n t a i n e d  g e l a t i n  m e t h a c r y l o y l  ( G e l M A ) ,  h u m a n  m e s e n c h y m a l  s t e m
c e l l s  a n d  p h o t o i n i t i a t o r ,  w h i l e  t h e  b a s e  s o l u t i o n  c o n t a i n e d  F i c o l l  a s  a  d e n s i t y
m o d i f i e r  a n d  t h e  i n j e c t i o n  s o l u t i o n  c o n t a i n e d  b o n e  m o r p h o g e n e t i c  p r o t e i n  2

( B M P 2 )  s e q u e s t e r e d  i n  h e p a r i n  m e t h a c r y l a t e  ( H e p M A ) .  A f t e r  t h e  g r a d i e n t  w a s
e s t a b l i s h e d ,  t h e  s y s t e m  w a s  p h o t o c r o s s l i n k e d  a n d  c u l t u r e d  f o r  2 8  d  i n

o s t e o c h o n d r a l  d i f f e r e n t i a t i o n  m e d i u m .

Results
W e  u s e d  d e n s i t y - d r i v e n  p h a s e  s e p a r a t i o n  t o  g e n e r a t e  t u n a b l e  f l u i d  g r a d i e n t s

t h a t  w e r e  t h e n  e n c a p s u l a t e d  b y  g e l a t i o n  o r  p o l y m e r i z a t i o n .  T h i s  m e t h o d ,
r e q u i r i n g  o n l y  a  m o l d  a n d  a  m i c r o p i p e t t e  i n j e c t o r ,  w a s  u s e d  t o  e n c o d e  a  r a n g e

o f  g r a d i e n t s  i n t o  c o m m o n  b i o m a t e r i a l  s y s t e m s .  U s i n g  t h i s  a p p r o a c h ,  w e  c a s t
g r a d i e n t s  o f  B M P 2  i n t o  G e l M A  h y d r o g e l s  c o n t a i n i n g  h u m a n  m e s e n c h y m a l  s t e m

c e l l s .  O s t e o c h o n d r a l  t i s s u e s  w e r e  g e n e r a t e d  o v e r  2 8  d ,  w i t h  t h e  s u s t a i n e d
r e l e a s e  o f  B M P 2  t r i g g e r i n g  l o c a l  o s t e o g e n e s i s  a n d  m i n e r a l i z a t i o n  a t  o n e  e n d  o f

t h e  c a r t i l a g i n o u s  t i s s u e  c o n s t r u c t ,  a s  e v i d e n c e d  b y  h i s t o l o g y  a n d  R a m a n
s p e c t r o s c o p y .

Discussion
T h e  u s e  o f  a  f l u i d  r e d i s t r i b u t i o n  s t r a t e g y  e n s u r e d  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  t i s s u e

w i t h  h i g h l y  i n t e g r a t e d  z o n a l  m a t r i x ,  a v o i d i n g  c o m m o n  i s s u e s  w i t h
d e l a m i n a t i o n  o r  t h e  e x c l u s i o n  o f  c e l l s  a t  t h e  t i s s u e  i n t e r f a c e .  A s  w e l l  a s

p o t e n t i a l  s u i t a b i l i t y  a s  a  t i s s u e  g r a f t ,  t h i s  s y s t e m  p r o v i d e d  i n s i g h t  i n t o  t h e
f o r m a t i o n  o f  t h e  o s t e o c h o n d r a l  t i d e m a r k ,  s u g g e s t i n g  p o t e n t i a l  a p p l i c a t i o n s

f o r  m o d e l i n g  t i s s u e  d e v e l o p m e n t .  M o r e o v e r ,  t h e  s i m p l i c i t y ,  a c c e s s i b i l i t y  a n d
v e r s a t i l i t y  o f  t h i s  g r a d i e n t - c a s t i n g  p l a t f o r m  l e n d s  i t s e l f  t o  w i d e s p r e a d

a p p l i c a t i o n  f o r  t h e  e n g i n e e r i n g  o t h e r  g r a d i e n t  t i s s u e s  o r  h e t e r o g e n e o u s
c u l t u r e  s y s t e m s .
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Introduction 
H u m a n  p l u r i p o t e n t  s t e m  c e l l s  ( h P S C s ) ,  a r e  a  p r o m i s i n g  t o o l  i n  c e l l  b i o l o g y .

R e c e n t l y ,  h u m a n  n a ï v e  p l u r i p o t e n t  c e l l s  ( h N P S C s )  h a v e  b e e n  r e p o r t e d ,
s h o w i n g  a  b i o m o l e c u l a r  p r o f i l e  c l o s e r  t o  t h e  p r e - i m p l a n t a t i o n  e m b r y o  a n d

i n c r e a s e d  d i f f e r e n t i a t i o n  p o t e n t i a l .  T h e  d e r i v a t i o n  o f  h N P S C s  i s  s t i l l  r e l i a n t
o n  f e e d e r  c e l l s  a n d  h y p o x i c  c o n d i t i o n s .  W e  h a v e  s h o w n  t h a t  h u m a n  s e r u m -

d e r i v e d  I n t e r - a - i n h i b i t o r  ( I� I )  c a n  s u p p o r t  t h e  l o n g - t e r m  e x p a n s i o n  o f  h P S C s
i n  v i t r o  u s i n g  c o a t i n g - f r e e  c o n d i t i o n s .  W e  n o w  s h o w  t h a t  I� I  s u p p o r t s

t r a n s i t i o n  a n d  e x p a n s i o n  o f  h P S C s  i n t o  t h e  n e w l y  d i s c o v e r e d  n a ï v e
p l u r i p o t e n c y  i n  f e e d e r - f r e e ,  n o r m o x i c  c o n d i t i o n s .

Materials and Methods 
h P S C s  c u l t u r e d  o n  I� I  w e r e  t r a n s i t i o n e d  t o  h N P S C s  u s i n g  m o d i f i e d  R S e T  a n d

2 i G ö Y  f o r m u l a t i o n s  i n  n o r m o x i c ,  f e e d e r - f r e e  a n d  c o a t i n g - f r e e  c o n d i t i o n s .
W e s t e r n  B l o t t i n g ,  q P C R  a n d  h i g h - r e s o l u t i o n  c o n f o c a l  m i c r o s c o p y  w a s

p e r f o r m e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  h N P S C s  b i o m o l e c u l a r  p r o f i l e .  S e a h o r s e  X 9 6  M i t o -
s t r e s s  a s s a y  w a s  p e r f o r m e d  t o  m e a s u r e  o x i d a t i v e  r e s p i r a t i o n .   

Results 
T h e  h N P S C s  o b t a i n e d  i n  I� I  c o n d i t i o n s  s h o w  t y p i c a l  d o m e  m o r p h o l o g y ,

i n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  n a ï v e  m a r k e r s  a n d  r e l e v a n t  i n t r a c e l l u l a r  s i g n a l l i n g .
I n t e g r i n  p r o f i l e  s h o w s  r e d u c e d  t o t a l  i n t e g r i n  p r o t e i n  c o n t e n t  a s  w e l l  a s

r e d u c e d  F A K  p h o s p h o r y l a t i o n .  D N A  h y p o m e t h y l a t i o n  w a s  c o n f i r m e d  u s i n g  5 -
m C  s t a i n i n g  c o u p l e d  w i t h  c o n f o c a l  i m a g i n g .  S e a h o r s e  a s s a y  w a s  p e r f o r m e d  t o
c o n f i r m  s w i t c h  f r o m  g l y c o l y s i s  t o  o x i d a t i v e  p h o s p h o r y l a t i o n .  F i n a l l y ,  h N P S C s

w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  a  c h e m i c a l l y - d e f i n e d  h y d r o g e l  s e t - u p  ( p e p t i d e - b a s e d ,
F E F E F K F K ) ,  w i t h  c o n f o c a l  m i c r o s c o p y  s h o w i n g  n a ï v e  c o l o n i e s  g r o w i n g  i n t o

l a r g e  3 D  c l u s t e r s  e x p r e s s i n g  n a ï v e  m a r k e r s  K L F 1 7 ,  D P P A 3  a n d  S S E A - 4 .

Discussion
W e  p r e s e n t  a  d e f i n e d  a n d  f e e d e r - f r e e  m e t h o d  f o r  n a ï v e  a n d  p r i m e d

p l u r i p o t e n t  s t e m  c e l l s .  T h e  c u l t u r e  m e t h o d  i s  f l e x i b l e  t o  b i o m a t e r i a l  f o r m a t s
a n d  h y d r o g e l  t e c h n o l o g i e s ,  a s  s h o w n  b y  t h e  e a s y  a d a p t a t i o n  t o  a  d e f i n e d ,

n a k e d  h y d r o g e l .  T h i s  n e w  c u l t u r e  m e t h o d  h a s  t h e  p o t e n t i a l  t o  w i d e n  t h e  u s e  o f
h N P S C s  i n  b a s i c  r e s e a r c h  a n d  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  t i s s u e  e n g i n e e r i n g  f o r  e a r l y

d e v e l o p m e n t  m o d e l l i n g  a n d  c e l l  t h e r a p y  s t r a t e g i e s .
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for FGF2-mediated joint protection 
L i n y i  Z h u * 1 ,  S h a n n a h  D o n h o u * 1 ,  A n n i k a  B u r l e i g h 1 ,  J a d w i g a  M i o t l a  Z a r e b s k a 1 ,
M a r c i a  C u r t i n h a 1 ,  I d a  P a r i s i 1 ,  S u m a y y a  N a f i s a  K h a n 1 ,  F r a n c e s c o  D e l l ’ A c c i o 2 ,

A n a s t a s i o s  C h a n a l a r i s 1 ,  T o n i a  L  V i n c e n t 1 .
1 . A r t h r i t i s  R e s e a r c h  U K  C e n t r e  f o r  O s t e o a r t h r i t i s  P a t h o g e n e s i s ,  K e n n e d y

I n s t i t u t e  o f  R h e u m a t o l o g y ,  U n i v e r s i t y  o f  O x f o r d ,  O x f o r d ,  U n i t e d  K i n g d o m .
2 . W i l l i a m  H a r v e y  R e s e a r c h  I n s t i t u t e ,  Q u e e n  M a r y ,  U n i v e r s i t y  o f  L o n d o n ,  L o n d o n ,

U n i t e d  K i n g d o m .

Introduction
 T u m o u r  n e c r o s i s  f a c t o r  a l p h a  s t i m u l a t e d  g e n e  6  ( T S G - 6 )  i s  e x p r e s s e d  i n  r e s p o n s e

t o  a  r a n g e  o f  p r o - i n f l a m m a t o r y  m e d i a t o r s  a n d  h a s  p u r p o r t e d  t i s s u e - p r o t e c t i v e
a n d  a n t i - i n f l a m m a t o r y  e f f e c t s .  T S G - 6  h a s  b e e n  d e t e c t e d  a t  h i g h  l e v e l s  i n  t h e

s y n o v i a l  f l u i d  o f  p a t i e n t s  w i t h  r h e u m a t o i d  a r t h r i t i s  a n d  o s t e o a r t h r i t i s .  W e  h a v e
p r e v i o u s l y  s h o w n  t h a t  T S G - 6  i s  r e g u l a t e d  i n  t h e  m o u s e  j o i n t  f o l l o w i n g  s u r g i c a l

d e s t a b i l i s a t i o n  o f  t h e  m e d i a l  m e n i s c u s  ( D M M ) ,  i n  a  h i g h l y  m e c h a n o s e n s i t i v e  a n d
f i b r o b l a s t  g r o w t h  f a c t o r  2  ( F G F 2 ) - d e p e n d e n t  m a n n e r .   A s  F G F 2 - / -  m i c e  d e v e l o p

a c c e l e r a t e d  O A ,  a n d  i n j u r y - i n d u c e d  F G F 2 - d e p e n d e n t  g e n e s  w e r e  d o w n r e g u l a t e d
i n  T S G - 6 - / -  m o u s e  j o i n t s ,  w e  s p e c u l a t e d  t h a t  t h e  c h o n d r o p r o t e c t i v e  r o l e  o f  F G F 2

m a y  b e  m e d i a t e d  t h r o u g h  T S G - 6 .  

Materials and Methods 
4 2  g e n e s  w e r e  q u a n t i f i e d  b y  r e a l - t i m e  P C R  i n  w h o l e  j o i n t s  p o s t  D M M  ( 6 h  a n d

7 d a y s ) .  J o i n t  p a t h o l o g y  w a s  a s s e s s e d  i n  m a l e  a n d  f e m a l e  F G F 2 - / - ,  T S G - 6 - / - ,  T S G -
6 t g  ( o v e r e x p r e s s i n g ) ,  F G F 2 - / - ; T S G - 6 t g  ( 8  w e e k s  o n l y )  m i c e  w i t h  t h e i r  r e s p e c t i v e

c o n t r o l s  a t  8  a n d  1 2  w e e k s  f o l l o w i n g  D M M .  C a r t i l a g e  r e p a i r  w a s  t e s t e d  8  w e e k s
f o l l o w i n g  f o c a l  c a r t i l a g e  i n j u r y  i n  T S G - 6 t g  a n d  c o n t r o l  m i c e .  F G F 2  r e l e a s e  a f t e r

c a r t i l a g e  i n j u r y  w a s  m e a s u r e d  b y  V - P L E X  b F G F  k i t .  

Results
1 5  i n f l a m m a t o r y  g e n e s  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  u p r e g u l a t e d  i n  T S G - 6 - / -  j o i n t s  p o s t

D M M  i n c l u d i n g  I L 1α ,  C c l 2  a n d  A d a m t s 5  c o m p a r e d  w i t h  w i l d  t y p e .  S i x  g e n e s  w e r e
s i g n i f i c a n t l y  s u p p r e s s e d  i n  T S G - 6 - / -  j o i n t s  i n c l u d i n g  T i m p 1 ,  I n h i b i n  βA  a n d
p o d o p l a n i n .  A c c e l e r a t e d  O A  w a s  s e e n  a t  1 2  w e e k s  p o s t  D M M  i n  m a l e  T S G - 6 - / -

m i c e  a n d  a  r e c i p r o c a l  i m p r o v e m e n t  i n  d i s e a s e  w a s  s e e n  i n  T S G - 6 t g  m i c e .  T h e r e
w a s  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  o b s e r v e d  i n  c a r t i l a g e  r e p a i r  b e t w e e n  g e n o t y p e s .

F G F 2  r e l e a s e  i n  t h e  c o n d i t i o n e d  m e d i u m  a f t e r  i n j u r y  w a s  n o t  i n f l u e n c e d  b y
g e n o t y p e .  T S G - 6  o v e r e x p r e s s i o n  w a s  u n a b l e  t o  p r e v e n t  a c c e l e r a t e d  O A  i n  F G F 2 - / -

m i c e .

Discussion
T S G - 6  i n f l u e n c e s  e a r l y  g e n e  r e g u l a t i o n  i n  t h e  d e s t a b i l i s e d  j o i n t  a n d  i s  w e a k l y

c h o n d r o p r o t e c t i v e  i n  m u r i n e  O A .  A l t h o u g h  s t r o n g l y  F G F 2  d e p e n d e n t ,  T S G - 6  d o e s
n o t  a c c o u n t  f o r  F G F 2 - m e d i a t e d  j o i n t  p r o t e c t i o n .  
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Introduction
D i - I o d o t y r o s i n a t e d  P e p t i d e  I m a g i n g  o f  C a r t i l a g e  ( D I P I C )  b y  c o m p u t e d

t o m o g r a p h y  ( C T )  u s e s  a  t y p e  I I  c o l l a g e n  t a r g e t e d  r a d i o - c o n t r a s t  a g e n t  t o
v i s u a l i s e  c a r t i l a g e  b y  X - r a y s .  M a n u a l  s e g m e n t a t i o n  o f  c a r t i l a g e  f r o m  t h e

c o n t r a s t - e n h a n c e d  i m a g e s  i s  t i m e  c o n s u m i n g ,  w h i l e  s e m i - a u t o m a t e d  m e t h o d s
b a s e d  o n  X - r a y  a b s o r p t i o n  o n l y  r e l i a b l y  s e g m e n t s  o u t  c a r t i l a g e  i n  t h e  w e i g h t
b e a r i n g  r e g i o n .  W e  h y p o t h e s i s e  s u b t r a c t i o n  o f  n o n - c o n t r a s t e d  C T  s c a n  f r o m
D I P I C  s c a n s  w o u l d  y i e l d  b e t t e r  s e g m e n t a t i o n  o f  c a r t i l a g e ,  b u t  t h i s  r e q u i r e s

a c c u r a t e  a l i g n m e n t  o f  b o t h  s c a n s .  W e  e x p l o r e  t h e  u s e  o f  A r t i f i c i a l  I n t e l l i g e n c e
( A I )  m o d e l s  f o r  t h i s  a l i g n m e n t  t a s k .  

Materials and Methods
T h e  C T  s c a n s  o f  m o u s e  t i b i a e  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  a n d  w i t h o u t  c o n t r a s t .  T h e

n a t u r e  o f  t h e  a n i m a l  s c a n n e r  m e a n t  t h a t  n o  s t a n d a r d i s a t i o n  o f  p o s e  b e t w e e n
s c a n s  w a s  p o s s i b l e .  T h u s ,  i n  a d d i t i o n  t o  b e i n g  r o t a t e d  w i t h i n  t h e  f i e l d  o f  v i e w ,
t h e  t w o  s c a n s  m a y  b e  t o  b e  r o t a t e d  i n  a n y  o r i e n t a t i o n  c o m p a r e d  t o  e a c h  o t h e r .

W e  c o m p a r e d  t h r e e  p r e v i o u s l y  p u b l i s h e d  A I  m e t h o d s  a n d  t w o  t r a n s l a t i o n a l
m o d e l s  a n d  f o u n d  t h a t  t h e y  w e r e  u n a b l e  t o  c o p e  w i t h  t h e  f u l l  r a n g e  o f

r o t a t i o n .  T o  a d d r e s s  t h i s ,  w e  d e v e l o p e d  D - N e t .  T h e  n e t w o r k s  w e r e  t r a i n e d  w i t h
5 0  C T  v o l u m e s ,  s y n t h e t i c a l l y  t r a n s l a t e d  a n d  r o t a t e d .  T h e  o r i g i n a l  5 1 2 x 5 1 2 x 5 1 2

w i t h  r e s o l u t i o n  1 0 ^ 3  μm ^ 3 / v o x  s c a n  w a s  s u b s a m p l e d  t o  6 4 x 6 4 x 6 4  ( 8 0 ^ 3
μm ^ 3 / v o x )  b e f o r e  f e d  i n t o  t h e  n e t w o r k  d u e  t o  m e m o r y  l i m i t a t i o n s .  T e s t i n g

w a s  o n  a n o t h e r  5 0  C T  v o l u m e s  u n s e e n  b y  t h e  n e t w o r k  a n d  o n  p a i r e d  v o l u m e s
w i t h  a n d  w i t h o u t  c o n t r a s t .  W e  r e p o r t  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  p r e d i c t e d

a n d  e x p e c t e d  t r a n s l a t i o n  ( T E ) ,  r o t a t i o n  ( R E ) .

Results
D - N e t  s i g n i f i c a n t l y  o u t p e r f o r m e d  a l l  o t h e r  n e t w o r k s ,  a c h i e v i n g  a  T E  o f   7 0μm

( s u b - v o x e l )  a n d  a  R E  4 ^∘ .  

Discussion
W h i l e  D - N e t  p e r f o r m e d  w e l l  o n  t h e  d o w n - s a m p l e d  v o l u m e s ,  i t  w a s  i m p r a c t i c a l
t o  t r a i n  i t  o n  t h e  o r i g i n a l  s i z e d  d a t a .  F u r t h e r  d e v e l o p m e n t  i s  r e q u i r e d  t o  a l i g n
t h e  v o l u m e s  a t  t h e  o r i g i n a l  r e s o l u t i o n .  W e  p o s t u l a t e  h o w e v e r ,  t h a t  t r a i n e d  o n

t h e  a p p r o p r i a t e  d a t a s e t ,  D - N e t  w o u l d  b e  a b l e  t o  p e r f o r m  a l i g n m e n t  o f  a n y  2
v o l u m e s  f r o m  a n y  r o t a t i o n .  A d d i t i o n a l l y ,  t h e  c a l c u l a t i o n s  f o r  t h i s  t o  o c c u r

t a k e s  l e s s  t h a n  a  s e c o n d ,  e n a b l i n g  r e a l - t i m e  a p p l i c a t i o n s .


