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Abstrakt

Onemocnéni Diabetes mellitus postihuje témét 300 miliont lidi na svété. K rozvoji
diabetu dochazi dysfunkci nebo snizenim poctu inzulin produkujicich B-bunék, které jsou
soucasti endokrinniho pankreatu. Z toho divodu je dilezité pochopeni vyvoje a funkce
endokrinnich bun¢k pankreatu. Prace vychazi z hypotézy, ze transkripcni faktor NEURODI je
klicovy faktor pro vyvoj pankreatu a pro nasledné udrzeni funkce endokrinni tkang.
Pro studium role tohoto transkripéniho faktoru ve vyvoji a funkci pankreatu byl pomoci Cre-
loxP systému vytvofen mysi model s tkanové specifickou deleci Neurodl v Isll pozitivnich
bunkach (Neurodl CKO). Imunohistochemické analyzy na pankreatech v embryonalnim dni
17,5 a postnatdlnim dni O potvrdily nepostradatelnost NEURODI1 pro spravny vyvoj,
organizaci endokrinni tkané¢ a celkové mnoZstvi endokrinnich bunék pankreatu. Pro lepsi
porozuméni molekuldrnich zmén byly provedeny quantitativni PCR analyzy genové exprese
ve véku embryondlniho dne 14,5 a postnatdlniho dne 1. Pro studium zmén exprese byly
vybrany geny dulezité pro vyvoj a funkci pankreatu. Tyto analyzy ukézaly zmény v expresi
gent slouzicich jako markery endokrinniho pankreatu (Pdx!, Neurog3, Pax6), genit hormont
produkujicich endokrinnimi bunkami (lnzulin 1, Inzulin 2, Glukagon), geni dulezitych
pro diferenciaci endokrinnich bunék (MafA4, MafB) a genu potiebného pro vyvoj exokrinniho
pankreatu (Ptfla). Tyto vysledky potvrzuji vychozi hypotézu o dilezitosti NEURODI
pro spravny vyvoj a funkci pankreatu. Zcela nové tyto vysledky ukazuji, ze NEURODI1
ovliviiuje vyvoj pankreatu jiz béhem sekundarni pfemény, a ze ztrata endokrinnich bun¢k neni
v disledku apoptézy beéhem stadia dozravani endokrinni tkéné€, ale z divoda abnormalniho

vyvoje a produkce endokrinnich prekurzort.
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Diabetes mellitus, pankreas, NEUROD1, my$i model Neurod!CKO,
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Abstract

Diabetes mellitus affects nearly 300 million people in the world. The development
of diabetes is caused by dysfunction or by reduction of insulin-producing B-cells that are part
of the endocrine pancreas. Therefore, the most critical step for understanding
the pathophysiology of diabetes and for restoring lost B cells is the identification of molecular
cues that specify the cellular phenotype in the pancreas. This work is based on the hypothesis
that the transcription factor NEURODI is a key factor for the development of the pancreas
and for the maintenance of endocrine tissue function. Neurodl conditional KO mutants
(Neurod1CKO) were generated using the Cre-loxP system by crossing floxed Neurodl mice
with Is/1-Cre line. Immunohistochemical analyses of the pancreas at embryonic day 17.5 and
postnatal day O showed that the deletion of Neurodl negatively affected the development,
organization of endocrine tissue, and total mass of pancreatic endocrine cells. To better
understand molecular changes, quantitative PCR was used to analyse mRNA expression in the
developing pancreas at the age of embryonic day 14.5 and postnatal day 1. Genes important
for the development and function of the pancreas have been selected for the study
of expression changes. These analyses showed changes in expression of genes serving
as endocrine pancreatic markers (PdxI, Neurog3, Pax6), genes for producing endocrine
hormones (Insulin 1, Insulin 2, Glucagon), genes important for endocrine cell differentiation
(MafA, MafB), and gene for development of exocrine pancreas (Ptfla) in Neurodl CKO
compared to controls. These results confirm the initial hypothesis that NEURODI is
important for the development and function of the pancreas. Newly, these results show that
NEURODI already affects pancreatic development during the secondary transformation,
and that the loss of endocrine cells is not due to apoptosis during the endocrine maturation

stage but due to abnormal development and production of endocrine precursors.
Key words
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immunohistochemical analysis, gene expression
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1. Uvod

Diabetes mellitus je jednim z nejrozsitenéjSich civiliza¢nich onemocnéni. Existuje
nékolik typl diabetu, které se od sebe odliSuji svou etiologii. Diabetes se vyznacuje
chronickou hyperglykémii, ktera je zapfi¢inéna poskozenim produkce inzulinu,
pusobeni inzulinu, ptipadné¢ kombinaci obojiho. Inzulin je produkovan B-buiikami, které jsou
jednim z péti typt bunék endokrinniho pankreatu. Mezi ostatni typy bunék endokrinniho
pankreatu patii glukagon produkujici a-buiiky, somatostatin produkujici o-buniky, ghrelin
produkujici e-buitky a PP-bunky produkujici pankreaticky polypeptid. Vyvoj pankreatu
probihd béhem stadia primarni, sekundarni a tercialni pfemény. Pro spravnou organogenezi,
diferenciaci a zrani pankreatu je kli¢ova spravna exprese transkripénich faktorii. Mezi jedny
z nejdulezitéjSich transkripénich faktorti patti NEURODI1 a ISL1. NEURODI je klicovy
pro diferenciaci a reguluje expresi inzulinu a glukagonu. Naproti tomu ISL1 reguluje expresi
vSech hormontl produkovanych buiikami endokrinniho pankreatu a je potfebny pro proliferaci
a samotné piezivani bun¢k endokrinniho pankreatu.

V této praci byl studovan mysi model s tkanové specifickou deleci Neurodl genu,
ve kterém se zaméfilo na morfologii a molekularni zmény ve vyvijejicim se pankreatu.
Pro studium byl pouzit homozygotni mutant Is/I-Cre” Neurod” (Neurod1CKO), kdy u Isl
pozitivnich bun¢k byl pomoci Cre-loxP systému vystifihnut Neurodl gen. Pro sledovani
morfologie pankreatu v embryonalnim dni 17,5 (E17,5) a v postnatdlnim dni 0 (P0O) byly
pouzity imunohistochemické analyzy, pomocich kterych se porovnavala exokrinni tkan
s tkani endokrinni a bunéfna proliferace bunék endokrinniho pankreatu. V kombinaci
imunohistochemie s metodou TUNEL pak byla studovana apoptdéza bunc¢k endokrinniho
pankreatu. Pro detekci molekularnich zmén byly pouzity geny, které¢ se podileji na vyvoji
a funkci pankreatu. Zmény v expresi vybranych genl byly sledovany pomoci relativni

kvantitativni polymerazové fetézové reakce v E14,5 a P1.



2. Prehled literatury

2.1. Diabetes mellitus

Metabolické onemocnéni diabetes mellitus se vyznacuje chronickou hyperglykémii,
ktera je zpusobena poskozenim produkce inzulinu, plsobeni inzulinu, nebo kombinaci
obojiho (Kharroubi & Darwish 2015)*. Inzulin je kli¢ovy anabolicky hormon, zajistujici
vstup glukozy do bungk cilovych tkani a jeho nedostatecné mnozstvi nebo nespravné vyuziti
buitkami vede k rozvoji diabetes mellitus. Pti jeho nespravném fungovani dochazi
k poruchdm metabolismu sacharidt, proteinii a lipidi. Existuje n¢kolik typt diabetu, které je

mozno rozdé€lit na diabetes 1. typu, 2. typu, gestacni diabetes a ostatni typy.
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Obr. 2.1. Fungovani pankreatu u zdravého jedince, jedince trpictho diabetem
I.typua2. typu. U zdravého jedince dochazi k produkci odpovidajiciho mnoZstvi
inzulinu B-bunkami, ktery se vaZe na inzulinové receptory a umoZziuje tak vstup glukézy
do bun¢k. U diabetikit 1. typu dochdzi k destrukci B-bun€k, coZ ma za nasledek
nedostate¢nou produkei inzulinu. U diabetikii 2. typu se tvoii dostatek inzulinu, ale cilové
tkané jsou viici nému rezistentni, a tak neni zajiStén vstup gluko6zy z krevniho fecisté do
bunék cilovych tkani. Pfevzato a upraveno z (https://cz.123rf.com/stockfotografie/inzul%
C3%ADn.html&sti=lo4bwgn6frmjwjdfjx%7C).




2.1.1. Diabetes 1. typu

Diabetes 1. typu je autoimunitni onemocnéni, které je zapficinéné destrukci
pankreatickych B-bun¢k (viz Obr. 2.1.) (Kharroubi & Darwish 2015)*. Toto onemocnéni
se nejcastéji objevuje u déti a dospivajicich. Onemocnéni ma casto rychly nastup,
mezi symptomy patii naptiklad polydipsie, polyurie, inava, rychly ubytek télesné vahy,
pomalé hojeni ran, infekce, rozmazané vidéni a diabetickd ketoaciddza. Pacienti s diabetem
1. typu jsou zavisli na dodavani inzulinu a mohou byt také nachylni k dalSim autoimunitnim

onemocnénim.

2.1.2. Diabetes 2. typu

Diabetes 2. typu je nejCastéjsi typ diabetu vyskytujici se u dospélych lidi, pocet lidi
trpicich timto typem diabetu ptesahuje ptl miliardy (Kharroubi & Darwish 2015)*. ZvySeny
vyskyt tohoto onemocnéni 1 u mladych lidi je zplsoben predevS§im nezdravym Zivotnim
stylem. Typickym ptiznakem rozvoje tohoto typu diabetu je inzulinova rezistence. Inzulinova
rezistence se projevuje zvysenou potiebou inzulinu v cilovych tkanich. ZvySend produkce
inzulinu vede k porucham ve fungovani inzulin produkujicich B-bunkach (viz Obr. 2.1.).
Narozdil od diabetu 1. typu vSak vétSina pacientli neni zavislda na exogennim dodavani
inzulinu, protoze sekrece inzulinu u nich pokracuje. Postupem Casu se inzulinova sekrece
snizuje v disledku postupujici destrukce a dysfunkce B-buné¢k. To mize vést az k zavislosti
pacientll na dodavani inzulinu. Mezi komplikace diabetu 2. typu patii napiiklad nefropatie,
hypertenze, dyslipidemie a onemocnéni jater. Zpocatku onemocnéni se vyskytuji pouze mirné
piiznaky, proto cCasto dochazi kurCeni diagnézy az se zpozdénim. To mize vézt
k dlouhotrvajicim komplikacim. Projevy onemocnéni u 1. a 2. typu diabetu nejsou striktni

a mohou se prolinat.

2.1.3. Ostatni typy diabetu

Hlavni typ diabetu patfici do této skupiny je monogeneticky diabetes
(Kharroubi & Darwish 2015)*. Monogeneticky diabetes je charakterizovan genetickymi
defekty v jednotlivych genech B-bunék. Konkrétnich genti, které se podileji na rozvoji
monogenetického diabetu, bylo identifikovano velké mnozstvi. Genetické defekty v B-
buiikédch vedou k poskozeni jejich funkénosti nebo ke sniZeni jejich poctu. Podle véku nastupu
onemocnéni se monogeneticky diabetes rozd€luje na neonatalni diabetes a na diabetes typu
MODY (maturity onset diabetes of the young). MODY je dédi¢nd forma diabetu, kterd je
obvykle diagnostikovana ptfed 25 rokem pacienta. Né€kdy je MODY Spatné diagnostikovan
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jako diabetes 1. nebo 2. typu. Nejcastéj$i mutace jsou zpuisobené v HNFI homeoboxovém
genu, dale pak v genu pro glukokinazu a hepatocytovy jaderny faktor 4 alfa. Mén¢ Casté jsou
pak varianty MODY zptisobené mutacemi v genech pro HNFI homeoboxovy gen B,
neurogenni diferenciac¢ni faktor 1 (Neurodl), pankreaticky duodenalni homeoboxovy gen 1

(Pdx1) a inzulin (Shields et al 2010).

2.1.4. Gestaéni diabetes

Diagnostika diabetu béhem téhotenstvi, at’ uz v podobé gestacniho diabetu nebo
diabetu 2. typu, zvySuje riziko komplikaci pro matku i plod (Kharroubi & Darwish 2015)*.
Mezi rizikové faktory pro rozvoj gesta¢niho diabetu patii obezita, diabetes v roding€, vyssi vek
matky, syndrom polycystickych vajecnikii a vystaveni toxickym faktorim. Hyperglykémie
v téhotenstvi zvySuje riziko vysoké porodni hmotnosti novorozence, predcasného porodu,

cisatského fezu a rozvoji preeklampsie.
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2.2. Pankreas

Pankreas je organem traviciho ustroji nachazejici se v dutiné btisni (Slack 1995)*.
Studium pankreatu je dilezité, protoze podléhd zavaznym chorobam, a to jak jiz dfive
zminénému Diabetu mellitu, tak i rakoving€ pankreatu. Pankreas se sklada z n¢kolika ¢asti, a to
z hlavy, téla a ocasu. Hlava pankreatu je spojena s duodenem (dvanactnikem, viz Obr. 2.2.).
Jednotlivé ¢asti pankreatu jsou u Clovéka 1épe rozpoznatelné ve srovnani s hlodavei,
ktefi se vyuZzivaji jako nejcastéjsSi modelovy organismus. Pankreas se skladd ze dvou typt
tkani, exokrinni a endokrinni. Bunky exokrinniho pankreatu sekretuji travici enzymy
do duodena a tenkého stfeva. Travici enzymy zahrnuji protedzy, amylazy, lipdzy a nukleazy.
Tyto enzymy jsou vétSinou sekretovany v podobé inaktivnich prekurzori a aktivuji se az
po vstupu do traviciho traktu, konkrétné¢ do duodena. Naproti tomu buiiky endokrinniho
pankreatu sekretuji hormony do krevniho fecisté. Endokrinni Cast je tvofena kompaktnimi
klastry bunék zakotvenymi do c¢asti exokrinni. Tyto klastry se nazyvaji Langerhansovy

ostruvky (viz Obr. 2.2.).
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@ 2003 Encyelopedia Britannics, Inc ostnuvek

Obr. 2.2. Poloha, sloZeni a struktura pankreatu. Pankreas je orgéan traviciho Ustroji,
ktery je ptipojen k dvandctniku. Skladd se z hlavy, téla a ocasu pankreatu. Samotny
pankreas se déli na exokrinni a endokrinni ¢ast. Exokrinni pankreas obsahuje acinarni a
duktalni bunky, které sekretuji a transportuji enzymy do traviciho traktu. Endokrinni
pankreas tvoii buiky, které se shlukuji do Langerhansovych ostrivkd. Prevzato
a upraveno z (www.britannica.com/science/islets-of-Langerhans).
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2.2.1. Langerhansovy ostrivky

Langerhansovy ostrivky jsou tvoieny péti typy bunék: a-, B-, 6-, e- a PP-bunikami
produkujici glukagon, inzulin, somatostatin, ghrelin a pankreaticky polypeptid (Prado et al
2004). U lidi a mysi je podoba ostrivkl rozdilna. U lidského pankreatu jsou endokrinni buniky
rozptyleny po ostrivcich. Naproti tomu u mysi jsou B-buiniky seskupeny v centru ostravkl

a ostatni typy bungk jsou lokalizovany na okrajich (Brissova et al 2005).

2.2.2. Modelovy organismus

Pro studium vyvoje a funkce endokrinnich bunék pankreatu se vyuZzivaji zvifeci
modely, nejCastéji mySi modely. Mysi jsou idedlni pro vyzkum molekularnich
a morfologickych mechanismi, z divodu relativné snadné genetické modifikovatelnosti.
Doba vyvoje od poceti do narozeni je u mysi oproti clovéku vyrazné kratsi, zhruba 3 tydny.
Metoda ,,vaginalni zatky* se pouziva pro urcCeni biezosti u mysi. Tato zatka se objevuje
u samicek po pareni. Vaginalni zatka je tvofena sekretem pohlavnich 714z samce a zabranuje
odtoku spermatu z vaginy. Poledne nalezeni vaginalni zatky se oznacuje jako embryondlni

den 0,5 (E0,5) (Wessels & Sedmera 2003)*. Po narozeni se dny oznacuji jako postnatalni (P).
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2.3. Buiiky endokrinniho pankreatu

2.3.1. a-buiky

Pankreatické a-buiky produkuji glukagon. Glukagon je peptidicky hormon, ktery je
jako prvni exprimovan ve vyvijejicim se pankreatu, u mysi v E9,5 (Prasadan et al 2002).
Zvysenim glykogenolyzy glukagon aktivuje produkci glukézy z jater (Ikeda et al 1989).
Proces glykogenolyzy je aktivovan pifi poklesu hladiny glukozy vkrvi, takzvané
hypoglykémii, kterd je indukovana funkci inzulinu. Glukagon s inzulinem funguji jako
antagonisté. Pfi diabetu dochazi k poskozeni fungovani a-bunék (Freychet et al 1988).
Glukagon vznika z prekurzoru proglukagonu, ze kterého je syntetizovan také hlavni
proglukagonovy fragment, ktery obsahuje dvé glukagonu podobné sekvence (Patzelt &
Schiltz 1984).

2.3.2. B-buiiky

Inzulin produkujici PB-buiiky jsou v mySim pankreatu detekovateln¢ v E11.
Diferenciace inzulin produkujicich bunék probihd ve dvou fazich. Prvni faze zacina
mezi E9,5 - 11,5, béhem niz je exprese inzulinového genu ovliviilovdna pfitomnosti
glukagonu. Druhd vlna diferenciace inzulinovych bun¢k, béhem niz se jiz objevuji plné
diferenciované B-buiky, probiha okolo E15 (Prasadan et al 2002). Hormon inzulin je dilezity
pro zachovani glukézové homeostaze. Jeho funkci je zajisténi vstupu glukézy do bunék a tim
jeji vyuziti tkanémi (Fu et al 2013)*. Inzulinové receptory jsou exprimovany skoro ve vSech
tkénich. Biologické ucinky inzulinu jsou kromé stimulace glukézového transportu také
aktivace genové transkripce a stimulace rustu bunék (Bruning et al 1998). U mysi existuji dva
geny kodujici inzulin, inzulin 1 a inzulin 2 (Cordell et al 1979). U lidi je pouze jeden gen
pro inzulin (Harper et al 1981).

Prvotni transla¢ni produkt inzulinu je preproinzulin. Jeho sestfihem vzniké proinzulin.
Preproinzulin se skladd ze 110 aminokyselin a je tvofen z n€kolika strukturnich prvki,
mezi které patii signalni peptid, A fetézec, C-peptid a B fetézec. N-terminalni signalni peptid
skladajici se z 23 aminokyselin je signalni peptiddzou odStépovan za vzniku proinzulinu,
ktery je prekurzorem inzulinu (Chan et al 1976). Proinzulin se sklad4 z A a B fetézce, které
jsou spojeny C-peptidem (Nolan et al 1971). V drsném endoplazmatickém retikulu dochazi
k tvorbé proinzulinu odStépenim signalniho peptidu z preproinzulinu a tvorbou tii

disulfidovych vazeb. Vznikly proinzulin je transportovan z endoplazmatického retikula
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do Golgiho aparatu, kde dochazi k jeho stépeni na inzulin (viz Obr. 2.3.) a C-peptid (Fu et al
2013)*.
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Obr. 2.3. Struktura inzulinu. Inzulin se sklada z polypeptidického ftetézce A a B,
které jsou vzajemn¢ spojeny disulfidickymi muistky. Pfevzato a upraveno z (https://cz.123r
f.com/stockfotografie/inzul%C3%ADn.html&sti=nb9pqpx74a9ow2ngo4%7C).

B-buiniky reaguji na zmény koncentrace glukézy v plazmé a podle toho uvoliuji
odpovidajici mnoZstvi inzulinu. Glukdza se dostava do B-bunck glukézovym transportérem 2,
ktery je jedinym gluk6zovym transportérem exprimovanym v B-buiikdch (Fu et al 2013)*.
Existuji 1 dalsi zptisoby sekrece inzulinu. Ur¢ité kombinace aminokyselin ovliviiuji spusténi
inzulinové sekrece nebo zvySuji glukézou stimulovanou inzulinovou sekreci. Stejné jako
aminokyseliny, také mastné kyseliny zvySuji inzulinovou sekreci. Pomoci receptoru pro volné
mastné kyseliny se dostavaji do B-bunc¢k. Uvwniti B-bunck dochazi k sekreci inzulinu
prostiednictvim lipidovych signdlnich molekul, které jsou syntetizovany z volnych mastnych
kyselin.

Inzulinovy receptor se skladd ze dvou extracelularnich podjednotek o a dvou

transmembranovych podjednotek PB. Jednd se tedy o heterotetramer (Chang et al 2004)*.
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Na podjednotku a se vaze inzulin, podjednotka f ma pak tyrosin kindzovou aktivitu. Zvyseni
ukladéni energie ¢i naopak jeji vyuziti inzulin zprostfedkovava pomoci regulovaného
transportu glukézy do buiky prostiednictvim glukézového transportéru 4 (GLUT4).
V neptitomnosti inzulinu je GLUT4 recyklovdn mezi vezikuldrnimi ¢astmi uvniti buiky
a plazmatickou membranou. K exocytoze transportéri GLUT4 do plazmatické membrany
dochdzi az po navazani inzulinu na inzulinovy receptor (viz Obr. 2.4.). ZvySeni piijmu

gluko6zy do buné€k inzulin umozniuje navysenim poctu GLUT4 v plazmatické membrang.
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Obr. 2.4. Model fungovani inzulinového receptoru a regulace piijmu glukézy buiikami.
(1) Inzulin se vaze na a-podjednotku. (2) B-podjednotka inzulinového receptoru ma tyrosin
kindzovou aktivitu. (3) Inzulin reguluje transport glukozy do buiiky prostfednictvim
GLUTH4, které jsou translokovany do plazmatické membrany aZ po navazani inzulinu na
receptor (4). (5) GLUT4 umoziuje vstup glukézy do bunék. Pfevzato a upraveno
z (https://cz.123rf.com/stockfotografie/inzul%C3%ADn.html&sti=lg1 85gwy2wthwjaymz
%7C).

2.3.3. 8-buiiky

V mySim pankreatu jsou d-butiky, které produkuji hormon somatostatin, detekovany
od E13,5 (Herrera et al 1991). Sekrece somatostatinu z 6-bunék je stimulovéana ionty vapniku.
Mimo vapnik je sekrece somatostatinu indukovand naptiklad acetylcholinem, glukézou,

argininem nebo isoproterenolem, ovSem s niz§i ucinnosti oproti vapniku. Pisobeni vapniku je
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ovliviiovano glukézou, kdy pii vyssich koncentracich glukézy dochazi ke zvySené stimulaci
uvolnovani somatostatinu (Hermansen et al 1979). Somatostatin inhibuje sekreci zalude¢ni
kyseliny (Kondo et al 1993). V endokrinni ¢asti pankreatu pak potla¢uje uvoliiovani inzulinu,

glukagonu a pankreatického polypeptidu (Nelson-Piercy et al 1994).

2.3.4. e-buiiky

e-buiiky exprimuji hormon ghrelin, ktery je v mySim pankreatu detekovatelny
jiz v E10,5. Maximalni hodnoty exprese ghrelinu jsou detekovany béhem embryonélniho
vyvoje v E15,5. Ghrelin je zaludecni peptid dulezity pro zvySovéani sekrece rastového
hormonu, regulaci chuti kjidlu a energetické rovnovahy. V pankreatu ghrelin neni
koexprimovan s inzulinem, somatostatinem a pankreatickym polypeptidem. Béhem
neonatalniho obdobi viak tietina ghrelinovych bunék exprimuje také glukagon. Casné

zablokovani diferenciace B-bunck vede k nartstu poctu e-bunék (Prado et al 2004).

2.3.5. PP-buiiky

PP-bunky produkujici pankreaticky polypeptid jsou detekovatelné v dorsalni casti
pankreatu mysi od E10,5. Ve ventralni Casti se objevuji v E11,5. Na rozdil od a-bun¢k jsou
PP-bunikky hojné€ji zastoupeny ve ventralnich duktech. V pocatcich pankreatického vyvoje
se objevuje kolokalizace bun¢k obsahujicich glukagon a pankreaticky polypeptid (Herrera et
al 1991). Mimo pankreas je pankreaticky polypeptid produkovan v men$im mnozstvi napii¢
travicim traktem, nejvice je ho ve stfevé. Z PP-bunck je pankreaticky polypeptid uvoliovan
v zavislosti na mnoZstvi ptijaté potravy a jeho zvysSena koncentrace vydrzi az né¢kolik hodin
po jidle (Adrian et al 1976). Pankreaticky polypeptid je také zodpovédny za omezeni piijmu
potravy a pokles chuti k jidlu (Batterham et al 2003).
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2.4. Vyvoj pankreatu

Vyvoj pankreatu je nejlépe prostudovan na mySim modelu, ktery jsem pouzila také
pro sviij vyzkum. Proces vyvoje pankreatu u mysi Ize rozd€lit na tfi stadia, a to na primarni,
sekundarni a tercialni pfeménu, béhem nichz dochdzi k organogenezi, diferenciaci a zrani
bunék. Jedna se o vysoce regulovany a komplexni proces, ktery je fizen mnoha transkripénimi
faktory a signalnimi drahami. Pankreas, jeho ventralni i dorsalni ¢ast, se vyviji z endodermu

primitivni stfevni trubice, posteriorn¢€ od vznikajiciho zaludku (Spooner et al 1970).

» pankreaticky epitel

mezenchym

El25

: progenitory endokrinnich bunék

El45

| DP _shl_ulv: bunék ostrivii
rotace - s

il . - -

plné seskupené Langerhansovy ostrivky

Langerhansiv ostrivek

Obr. 2.5. Faze vyvoje pankreatu u mysSi. E8: pankreas vznikd ze stfevni trubice.
E9: vychlipovani epitelovych bunék do mezenchymu a tvorba pankreatickych pupent.
E12,5: zacatek formovani vétvi pankreatu. E14,5: rotace ventralni ¢ésti pankreatu a jeji
splynuti s dorsalni ¢asti. E18,5: shluky ostriivkil se zacinaji formovat do uspotfadanych
Langerhansovych ostrivki. Cervené — p-buiiky, zelené — o-buiky, rizové — 3-buiiky,
modie — PP-burky, zluté — e-buiiky. Pfevzato a upraveno podle (Collombat et al 2006).
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2.4.1. Primarni preména

Primarni pfeména je stddium vyvoje pankreatu od E8,5 — E12,5. Béhem primarni
pfemény se objevuji prvni znamky organogeneze. Epitelové bunky se zhustuji a vychlipuji
do okolniho mezenchymu. Timto procesem dochéazi k tvorbé dvou rozvrstvenych epiteld,
které obklopuji primarni centralni lumen (Villasenor et al 2010). Z epitelt se pak vytvaieji
pankreatick¢ pupeny, které jsou pocatkem vyvoje dorsidlni a ventralni Casti pankreatu
(viz Obr. 2.5.) (Pictet et al 1972). Prvni hormon exprimovany pii vyvoji pankreatu
je glukagon. Exprese glukagonu je zapocata v E9,5. Kprvni vin¢ diferenciace bunck
produkujicich inzulin dochézi ptiblizn€¢ v E11 a je pravdépodobné ovliviiovana glukagonem.
Druhé vina diferenciace inzulin produkujicich B-bunék nastdva az béhem sekundarni premény
(Prasadan et al 2002). Tyto buiky, které produkuji glukagon a inzulin v Casném vyvoji
pankreatu, prochéazeji dalSim vyvojem a nejedna se tedy o prekurzory dospélych a- a B-bunék.
a- a B-bunécné linie vznikaji pravdépodobné ze spolecnych prekurzora, ale nezévisle na sobé
(Herrera 2000). Na konci primarni pfemény v E12,5 dochazi k poc¢atku formovani vétvi
pankreatu a k rozdélovani epitelu do okrajovych a kmenovych domén pankreatu (viz Obr.
2.5.). Prekurzory endokrinnich bun¢k se vyskytuji pouze v kmenovych doménach,

zatimco multipotentni prekurzorové bunky pievlddaji spiSe v téch okrajovych (Zhou et al

2007).

2.4.2. Sekundarni preména

Stadium sekundarni premény je doba mezi E12,5 — E16,5. Zacind rozdélovanim
dorsalniho pupenu pankreatu na laloky a jeho rozpinanim kolem stény Zaludku. Dale dochazi
k vétveni a k vytvafeni rozvétvené struktury z epitelovych bun¢k (viz Obr. 2.5.). Z téchto
epitelovych bunék odvozenych od endodermu vznikaji endokrinni a duktdlni buiky
(Villasenor et al 2008). Bunky vyskytujici se vkmeni pankreatu rychle expanduji
a diferencuji. Jedna se o bunky endokrinnich prekurzort. Uplatiiuje se zde proces epitelidlne-
mezenchymalni premény (EMT), pomoci néhoz dochéazi k odd€lovani jednotlivych vrstev
endokrinnich buné¢k. EMT je vyvojovy mechanismus, ktery umoZiuje migraci bungk,
morfogenezi tkani a pfestavbu organt. EMT se uplatiiuje béhem gastrulace, organogeneze a
migrace buné€k zneurdlni liSty (Rukstalis & Habener 2007). Z multipotentnich
prekurzorovych buné€k, umisténych na okrajich vétviciho se pankreatu, jsou od E13
produkovany pouze exokrinni buiiky (Zhou et al 2007). Z kmenové ¢asti epitelu pankreatu
vznikaji plné diferenciované a- a B-buiiky, a to konkrétné mezi E13 — E15 (Pictet et al 1972).
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2.4.3. Tercidlni pfeména

Tercidlni pfeména mapuje staddium vyvoje pankreatu od E16,5 — Casné postnatalni
obdobi. Diferencované buiiky pankreatu béhem této faze migruji a déale zraji (Pictet et al
1972). Prekurzory ostruvki se shlukuji a v E18,5 se tyto shluky zacinaji utvaiet do podoby
zralych Langerhansovych ostrivki (viz Obr. 2.5.) (Herrera et al 1991).
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2.5. Transkrip¢ni faktory

Exprese transkripnich faktorii béhem vyvoje pankreatu je klicova pro spravnou
organogenezi, diferenciaci a zrani pankreatu. Schéma transkripénich faktort, které se ui¢astni

diferenciace jednotlivych populaci bun¢k pankreatu, je na Obr. 2.6.
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Obr. 2.6. Model vyvojové linie v pankreatu ukazujici tlohu definovanych transkripénich
faktorli. Pfevzato a upraveno podle (www.intechopen.com/books/stem-cells-in-clinic-and-
research/pancreatic-stem-cells-unresolved-business).

2.5.1. PDX1

Exprese PDX1, kterd se poprvé objevuje v ES8,5, je pouze v oblasti stfevniho
endodermu, ze kterého se pozdéji vychlipuje dorsalni a ventralni ¢ast pankreatu (Ohlsson et al
1993). Z prekurzorovych bun€k exprimujicich PDX1 se vyviji vSechny buniky pankreatu
(duktalni, exokrinni a endokrinni). Prekurzory exokrinniho a endokrinniho pankreatu
exprimuji PDX1 po celé obdobi embryogeneze. Naproti tomu prekurzory duktalnich bunék

exprimuji PDX1 pouze od E9,5 do E12,5 (Gu et al 2002). U dospélych jedincti je exprese
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PDXI1 pouze v B-buiikach, ve kterych se PDX1 podili na regulaci exprese inzulinu vazbou
v dorsalnim pupenu, piiblizné o den pozdé€ji ve ventralnim pupenu (Ohlsson et al 1993).
V embryich, u kterych je Pdxl gen odstranén, dochazi k vytvoteni pouze malého dorsalniho
pupenu, ale dalsi jeho rist a morfogeneze je potla¢ena. Pfi¢ina nespravného vyvoje pankreatu
u mutantnich jedinct je v poskozeném epitelu. Glukagon a inzulin produkujici buiky se
u téchto mutantd vyskytuji na pocatku pankreatického vyvoje, ale jejich mnozstvi je omezené.

Exprese PDX1 je vSak potfebna k jejich propagaci a pieziti (Ahlgren et al 1996).
2.5.2. Pankreaticky transkrip¢ni faktor 1 (PTF1)

PTF1 je dalsi dtlezity transkripcni faktor pro vyvoj pankreatu. Jeho exprese zacina
mezi E10 — E10,5 v bunkédch pankreatickych pupenti, které exprimuji PDXI1. Spole¢na
exprese PDX1 a PTF1 je dulezita pro spravnou specifikaci, proliferaci a diferenciaci
exokrinniho pankreatu. Pfi snizené expresi PTF1 dochézi ke sniZzeni exprese genti potifebnych
pro proliferaci a diferenciaci bun¢k exokrinniho pankreatu (Kawaguchi et al 2002, Krapp et al
1996). PTF1 je nejdilezitéjsSim znamym faktorem vyhradné pro ontogenezi pankreatické
exokrinni tkané. Inaktivaci Ptfla genu dochazi ke ztrat¢ exokrinni ¢asti pankreatu
a k ¢asnému postnatdlnimu umrti. Bunky endokrinniho pankreatu piezivaji v mezenteriu
do E16. V konecné fazi embryonalniho vyvoje dochdzi k migraci téchto bun¢k do sleziny,
kde ve funkénim stavu pieckavaji az do postnatalni smrti. Z toho vyplyva, ze zformovani
pankreatické exokrinni Casti je dulezité pro spravné prostorové uspotradani i endokrinni casti

(Krapp et al 1998).

2.5.3. Neurogenin3

Buniky exprimujici Neurogenin 3 (NEUROG3) béhem vyvoje pankreatu jsou
prekurzory vSech typli bunék endokrinni tkdné pankreatu. Také v dospélém pankreatu byly
detekovany v Langerhansenovych ostriivcich bunky exprimujici NEUROG3. Jedno
zmoznych vysvétleni je, Ze bunky s NEUROG3 expresi piezivaji, jako progenitory
endokrinni tkan€ v ostritveich, 1 u dospélého pankreatu. DalSim moZznym vysvétlenim je jejich
diferenciace ze zralych bunck pankreatickych kandlkd a jejich naslednd migrace do jiz
utvofenych ostrivkl (Gu et al 2002). Bunky exprimujici NEUROGS3 jsou prvné detekovatelné
v pankreatu v E9,5, jejich pocet se navySuje do E15,5 a poté klesd. Mutantni jedinci
s deletovanym Neurog3 genem v pankreatu nemaji vytvofené Langerhansovy ostravky

a detekovatelné buniky endokrinniho pankreatu produkujici hormony (Gradwohl et al 2000).
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Jedinci s touto mutaci umiraji dva az tfi dny po narozeni. U mutanti s deleci Neurog3
nedochéazi k expresi dalSich transkripcnich faktorti jako je LIM homeodoménovy faktor
ISLET1 (ISL1), NEURODI a parova doména transkripénich faktorti 4 a 6 (PAX6), které jsou

vSechny dilezité pro spravny vyvoj endokrinni ¢asti pankreatu.

2.5.4. NEUROD1

NEURODI je transkripéni faktor podilejici se na diferenciaci neuronti a zaroven je
1 klicovym regulatorem transkripce inzulinového genu v B-buiikach (Boutin et al 2010, Naya
et al 1995). NEURODI je nepostradatelny pro spravny vyvoj a funkci endokrinniho
pankreatu, tedy pro samotné pfeziti endokrinnich bunék a udrZeni glukdézové homeostaze.
V epitelu pankreatu se exprese NEURODI1 objevuje v E9,5. V E14,5 se bunky s expresi
NEURODI1 vyskytuji v duktalnim epitelu dorsalnich a ventralnich lalokt pankreatu. Od E17.5
je exprese NEURODI omezena na buiikky Langerhansovych ostrivka (Naya et al 1997).
V dospélém pankreatu je NEURODI1 exprimovan prevazné v -buiikach. Exprese NEURODI
neni Upln€¢ potlaCena ani v glukagon produkujicich o-buiikach. Bylo prokazano,
ze NEURODI aktivuje kromé inzulinového také glukagonovy promotor (Dumonteil et al
1998). Na mysich s globalni deleci Neurodl genu byla testovana uloha NEURODI1. Pankreas
se u mutantnich jedinct vyviji bez zmény fenotypu az do E17,5, kdy je patrné selhani tvorby
Langerhansovych ostrivkl a zvySeni bunééné smrti ostrivkovych bunc¢k. Masivni apoptoza
je patrna predevSim u B-bunék. Tito mutanti s deleci Neurodl umiraji v rozmezi tietiho
az patého postnatalniho dne v disledku hyperglykémie (Naya et al 1997). V odlisné studii u
mutantniho kmene mysi se stejnou deleci Neurodl avSak na rozdilném genetickém pozadi
dochézelo k niz$i mife umrtnosti po narozeni. U téchto jedinct ptezilo 40 % mutantd, kteti
méli v P4 sniZzeny pocet B-bunék. V rozmezi mezi P4 az jednoho mésice se pocet B-bunck
zacal postupné navySovat z divodu jejich neogeneze. Mutantni jedinci v jednom mésici
nevykazovali znaky diabetu a stali se normoglykemicti. Po dvou mésicich dosédhla hodnota
inzulinu 50% hodnoty kontrolnich myS$i. Immunohistologické analyzy ukézaly shluky bun&k
obsahujici B-buniky, které neodpovidaly svou strukturou zralym Langerhansovym ostrivkim.
Tyto vysledky opét pfindSeji potvrzeni dilezitosti NEURODI ve spravné morfogenezi
Langerhansovych ostrivki. Vysledky této studie také ukézaly, ze postnatalné miZe dojit
k navySeni poctu B-bunck diferenciaci ptimo z epitelu pankreatickych dukti nebo proliferaci
Jiz existujicich B-bunck v endokrinnim pankreatu (Huang et al 2002). Spoustéci mechanismus

k této obnové ¢i navySeni poctu B-bunék stale neni objasnén.
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2.5.5.ISL1

ISL1 je exprimovan béhem vyvoje pankreatu a v dospélych bunikach Langerhansovych
ostrivki. Kromé pankreatu je ISL1 v pribéhu embryondlniho vyvoje exprimovan
také v nervovém systému a srdci (Karlsson et al 1990, Thor et al 1991, Zhuang et al 2013).
ISL1 pozitivni buiiky jsou poprvé detekovatelné v epitelu dorsalniho pankreatu
a v mezenchymu obklopujicim stfevni epitel vE9. Od E9,5 je ISL1 exprimovan
v mezenchymadlnich buiikach epitelu dorsdlniho pankreatu a o 12 az 24 hod pozdéji
ve ventralnim pankreatickém epitelu (Ahlgren et al 1997). U mySiho embrya s globalné
deletovanym genem pro Is// je vyvoj zastaven po E9,5 z divodu postizeni vyvoje srdce
a celého kadiovaskularniho systému. Studium dulezitosti ISL1 v pribéhu vyvoje pankreatu
bylo zkoumano na mySim modelu s tkanové specifickou deleci genu Is// v buikéach
v pankreatickém epitelu pozitivnich na PDX1 béhem sekundarni ptemény, konkrétné v E13,5.
(Du et al 2009) Mutanti vykazovali hyperglykémii a také se u nich projevila narusena
gluk6zova tolerance poukazujici na nespravné fungovani B-bunék. Zménéna byla i1 velikost
Langerhansovych ostrivky, kdy v P4 byly menSi a také jich bylo méné v porovnani
s kontrolnimi jedinci. U mutantnich mysi byla snizena exprese PAX6, ktera je spolu s ISL1
dalezita pro zachovani endokrinnich prekurzora. ISL1 reguluje proliferaci a prezivani bunck
endokrinniho pankreatu i postnatalné. ISL1 kontroluje expresi vSech hormonu endokrinnich
bunék pankreatu prostiednictvim vazby v promotorech geni kodujici tyto hormony.
Pro aktivaci transkripce inzulinového genu jak v B-bunkach, tak i v ostatnich bunkach,
je zapotiebi interakce a spoluprace ISL1 s NEURODI (Peng et al 2005, Zhang et al 2009).

Role ISL1 ve vyvoji endokrinni tkané pankreatu zastava stale nedostatecné objasnéna.

2.5.6. PAX6

PAX6 hraje klicovou roli ve funkci a diferenciaci a-bun€k prostfednictvim kontroly
transkripce klicovych genit (NEURODI1, MAF transkripéni faktor B zdkladniho leucinového
zipu (MafB)), které se podileji na zpracovani proglukagonu, transkripci glukagonu
a diferenciaci a-bunék (Gosmain et al 2010). Exprese transkripcniho faktoru PAX6 je poprvé
detekovéana v E9,5 v dorsalnim pupenu pankreatu. V pribéhu vyvoje pankreatu v E15,5 bylo
detekovano velké mnozstvi bun€k pozitivnich na PAX6, nikoli vSak v souvislosti
s exokrinnim pankreatem. Bylo prokézano, Ze PAX6 je b&hem vyvoje pfitomen v buiikach
endokrinniho pankreatu (Sander et al 1997). U mysich embryi s mutaci Pax6 genu (bodova
mutace majici za nasledek nespravny sestiih RNA) byl potvrzen snizeny pocet bunck
endokrinniho pankreatu. Také mnoZstvi hormonti produkovanych endokrinnimi butikami bylo
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snizeno v porovnani s kontrolnimi jedinci (Sander et al 1997). Snizeni poctu hormon
produkujicich bun¢k vede k jejich atypickému uspotfadani v rdmci Langerhansovych ostravk.
Mutantni jedinci byli diabeti¢ti. To ukazuje na klicovou roli PAX6 v zachovani spravného
fungovani B-bun¢k a také jejich spravného usporaddani v Langerhansovych ostrivcich
(Ashery-Padan et al 2004). PAX6 neni dulezity pouze pro B-buiiky, protoze bunky s expresi
PAXG6 se diferencuji do zralych a-bunék (St-Onge et al 1997).

2.5.7. MAF transkrip¢ni faktor A zakladniho leucinového zipu (MafA) a MafB

Transkripéni faktory MafA a MafB patfici mezi rodinu Maf proteinii jsou
exprimovany v buiikkach endokrinniho pankreatu. B&hem vyvoje pankreatu je MafB
exprimovan v bunkach produkujicich glukagon a v inzulin produkujicich buinikach (Nishimura
et al 2006). K expresi MafB dochazi diive nez k expresi MafA. Inzulin pozitivni buiky
exprimujici MafA jsou detekovatelné od E13,5. Diferenciace [B-bunck probihd
prostiednictvim ptepnuti exprese MafB na MafA. V dospélém pankreatu je MafA exprimovan
pouze [B-bunikami, zatimco exprese MafB je prevazné¢ omezena na a-bunky. Transkripéni
faktor MafA je dilezity pro regulaci pieziti a funk¢nosti dospélych B-bunck a MafB ma

stejnou ulohu u a-bunck v dospélém pankreatu.
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3. Cile prace

e Objasnéni vlivu podminéné delece NEURODI na vyvoj a funkci endokrinni tkané
e Popis fenotypu mutantni mysi Is/I-Cre"” Neurod "’
e Morfologické posouzeni embryondlniho a postnatalniho vyvoje

e Zjisténi zmén exprese vybranych genll v pankreatu pomoci qPCR
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4. Material a metody

4.1. Material

4.1.1. Modelovy organismus

Experimentalni prace se zvifaty probéhla v souladu se zdkonem ¢. 246/1992 Sb.
ve znéni jeho naslednych novel a vyhlasky ¢. 419/2012 Sb. Jako modelovy organismus byla
pouzita myS domaci (Mus musculus). Mysi urCené k experimentim byly umistény v 12ti
hodinovych intervalech sttidani svétla a tmy pii 23 °C a krmeny dle libosti. Veskeré
experimenty byly provedeny na samcich a samicich se smiSenym genetickym pozadim.
Hladiny gluk6zy v krvi byly zjiStény pomoci glukometru. Podminéna delece Neurodl genu
byla vytvofena pomoci Cre-loxP systému. Enzym Cre rekombinaza vystipuje fragment DNA
ohrani¢eny dvéma loxP rozpoznavacimi sekvencemi (Sander & German 1997). IslI-Cre”
my3 (Yang et al 2006) a homozygotni floxovanad Neurod! my$ (Neurod1™) (Goebbels et al
2005) byly zkiizeny, aby se vytvofili heterozygoti (ht) Is/I-Cre”” Neurodl”"a homozygoti
Isl1-Cre* Neurod ", NeurodI podminény knock out (NeurodlCKO). Jedinci s genotypem
Neurod”! nebo Neurodl™ nebyli ovlivnéni vlozenou loxP sekvenci a byly pouZity

jako kontroly (wr).

4.1.2. Chemikalie

Agarosa, Sigma-Aldrich, USA

DAPI Fluoromount-G®, SouthernBiotech, USA

Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Penta, Ceska republika

Dimehtylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich, USA

Disodna stil ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA), Sigma-Aldrich, USA
dNTP Mix (10mM), Fermentas, USA

Dodecylsulfat sodny (SDS), Sigma-Aldrich, USA

Ethidium bromid, Sigma-Aldrich, USA

Ethylakohol, Penta, Ceska republika

DNA standard - GeneRuler 50 bp DNA Ladder, Thermo, USA
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Glycerol, Amresco, USA
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat, Penta, Ceska republika
Chlorid draselny, Penta, Ceska republika
Chlorid sodny, Penta, Ceska republika
Izopropylakohol, Penta, Ceska republika

Kozi sérum, Jackson ImmunoResearch, USA
Kyselina boritad (H3BO3), Sigma-Aldrich, USA
PAP pen, Sigma-Aldrich, USA
Paraformaldehyd (PFA), Sigma-Aldrich, USA
Tris, Sigma-Aldrich, USA

Trizol Reagent, Invitrogen, USA

Tween20, Amresco,USA

Voda bez DNas a RNas, Sigma-Aldrich, USA

4.1.3. Enzymy
Proteinaza K (20 mg/ml), Sigma-Aldrich, USA

4.1.4. Primery

Nazev Sekvence (5" - 3") Ugel

Cre rekombindza — F GCCTGCATTACCGGTCGATGCAACGA genotypizace
Cre rokombindza — R GTGGCAGATGGCGCGGCAACACCATT genotypizace
Neurodl — F ACCATGCACTCTGTACGCATT genotypizace
Neurodl — R GAGAACTGAGACACTCATCTG genotypizace
Glukagon — F CAGAAGAAGTCGCCATTGCC qPCR
Glukagon — R AAGTCCCTGGTGGCAAGATT qPCR
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Inzulinl — F GACCAGCTATAATCAGAGACCATC qPCR
Inzulinl — R GTAGGAAGTGCACCAACAGG qPCR
Inzulin2 — F GGCTTCTTCTACACACCCAT qPCR
Inzulin2 — R CCAAGGTCTGAAGGTCACCT qPCR
Isll — F ATGATGGTGGTTTACAGGCTAAC qPCR
Isll — R TCGATGCTACTTCACTGCCAG qPCR
MafA —F CTCCAGAGCCAGGTGGAG qPCR
Maf4 — R GTACAGGTCCCGCTCCTTG qPCR
MafB — F GCAGGTATAAACGCGTCCAG qPCR
MafB — R TGAATGAGCTGCGTCTTCTC qPCR
Neurodl — F ATGACCAAATCATACAGCGAGAG qPCR
Neurodl — R TCTGCCTCGTGTTCCTCGT qPCR
Neurog3 — F AGTGCTCAGTTCCAATTCCAC qPCR
Neurog3 — R CGGCTTCTTCGCTTTTTGCTG qPCR
Pax6 —F GTTGTGTGAGTAAAATTCTGGGC qPCR
Pax6 —R GAGTCGCCACTCTTGGCTTA qPCR
Pdx] —F CCCCAGTTTACAAGCTCGCT qPCR
Pdx] —R CTCGGTTCCATTCGGGAAAGG qPCR
Ptfla—F CACCGACCAGTCCTCTCG qPCR
Ptfla—R GAACTCTACTTCTGCTTGCTCGT qPCR
Hprtl — F GTGGCCCTCTGTGTGCTC qPCR
Hprtl —R TCTACAGTCATAGGAATGGATCTATCA qPCR
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4.1.5. Protilatky

Protilatky Hostitelsky Typ Spole¢nost

primarni organismus

Anti- Alfa amylaza Kralik Polyklonalni Sigma- Aldrich

Anti- Glukagon Mys Monoklondlni Abcam

Anti- Inzulin Kralik Monoklondlni Cell Signaling

Anti- Inzulin Morce Polyklonalni Abcam

Anti- Ki67 Kralik Monoklonalni Cell Signaling

Anti- Neurog3 Mys Monoklonalni DSHB

Anti- PDX1 Kralik Monoklonalni Cell Signaling

Protilatky

sekundarni

DyLight 405 Koza - Jackson Immunoresearch
DyLight 488 Koza - Jackson Immunoresearch
DyLight 594 Koza - Jackson Immunoresearch
4.1.6. Roztoky

Antifade:

21,2% (w/v) n-propylgalat, 2M Tris (pH = 8,0), 90% (v/v) glycerol

Elektroforeticky pufr 0,5krat TBE:

45mM Tris, 45mM kyselina boritd, ImM EDTA, pH = 8,0

Fosfatovy pufr (PBS):

10mM Na2HPO4, 150mM NaCl, 2mM KCI, 2mM KH2PO4, pH = 7,4

Lyzac¢ni puft:

50mM Tris (pH = 8), 100mM EDTA (pH = 8), 100mM NaCl, 1% SDS, pH = 8,0

PBT:

0,5% (w/v) Tween®20 v PBS pufru
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4.1.7. Komer¢ni soupravy

Komer¢ni souprava pro polymerdzovou fetézovou reakci, JumpStart™ Taq DNA Polymerase,
Sigma-Aldrich, USA

Komer¢ni souprava pro kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci, 5x HOT FIREPol

Blend Master Mix RTL 10mM with BSA, Solis BioDyne OU, Estonsko

Komerc¢ni souprava pro TUNEL (,terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end

labeling®) ,,In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein* (Roche, USA)

4.1.8. Pristroje

Analytické vahy 154 Al, Bel engineering, Italie

Biorad CFX394, Bio-Rad, USA

Centrifuga Z216 MK, Hermle, Némecko

Elektroforéza Mini Gel System B1, Owl Separation systems, Velka Britanie
Fotoaparat SP- 565 UZ, Olympus, Japonsko

Glukometr Contour TS, Bayer, Némecko

Hybridiza¢ni pecProBlot, LabnetInternational, USA
Konfokalni mikroskop Zeiss CZ LSM880 2P, Némecko
Microtome Leica RM2255, Leica, Némecko

MikrovIlnna trouba MCE30, Hitachi, Japonsko

Pipety P39604P, Gilson, Labnet International, USA
Spektrofotometr N1000, NanoDrop Technologies, USA
Stolni tfepacka Vortex V-1 plus, Labnet International, USA
Stolni centrifuga FVL-2400N, Biosan, USA

Termoblok BioTDB-100, LabnetInternational, USA

Termocycler CFX384 Touch™ Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad, USA

31



Termocycler, Biometra, Némecko

Termostat Mini Incubator 5110-230V, LabnetInternational, USA

Vibratom, Leica Biosystems, Némecko

Vortex MIXER S0200, LabnetInternational, USA

pozn. veskeré pouzité laboratorni nadobi i roztoky jsou sterilni a bez RNaz a DNaz

4.1.9. Pocitacové programy
Adobe Photoshop CS5.1, USA

Bio-Rad CFX Manager 3.0, USA

GraphPad Prism 5.04, GraphPad Software, USA

ImageJ 1.45s, National Institutes of Health, USA (https://imagej.nih.gov/ij)
ND-1000 V.3.3.0, NanoDrop Technologies, USA

NIS Elements D 3.2, Nikon, Japonsko
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4.2. Metody

4.2.1. Izolace mySich embryi

Nasledujici rano po pripusténi mysi ke kopulaci byla provedena kontrola ptitomnosti
vaginalnich zatek. Vaginalni zatky jsou tvotfeny ze sekretu koagula¢nich zlazek samce a slouzi
k zabranéni odtoku spermatu z vaginy. Jako zalatek brezosti byl stanoven den nalezeni
vaginalni zatky. Tento den se oznacuje jako embryonalni den 0,5. Mysi byly v poledne E14,5
dne a E17,5 dne biezosti usmrceny cervikdlni dislokaci. Z téla byly vyjmuty embryonalni
vacky a vlozeny do fosfatového pufru umisténého na ledu. Poté byla pod stereomikroskopem
Nikon SMZ 1500 izolovana jednotliva embrya. Cast tkané ocaskd byla pouzita

ke genotypizaci.

4.2.2. 1zolace DNA

[zolace DNA je proces, pii kterém je DNA z tkdné€ ziskdna vysrazenim z vodné faze
pomoci isopropanolu. Do sterilnich mikrozkumavek obsahujicich tkan ocasu bylo ptidano
8 ul proteinazy K a 300 pl lyza¢niho pufru. Mikrozkumavky byly umistény do hybridiza¢ni
pece vytemperované na 55 °C a v ni inkubovany za rotace pies noc. Dalsi den byly vzorky
promichany za pouziti stolni tfepacky, a poté odstted'ovany 12 minut pti 18 °C a 14 000 g
v centrifuze Z216 MK. Poté byl supernatant pifenesen do prazdnych sterilnich
mikrozkumavek. Pfidanim 300 pl isopropanolu a promichdnim obsahu mikrozkumavky byla
vysrazena DNA. Usazeni DNA bylo docileno odstfedénim v centrifuze Z216 34 MK.
Vsechna dalsi odstied'ovani probihala po dobu 2 minut pii 18 °C a 14 000 g. Supernatant byl
slit a k peletdm bylo pfidano 500 ul 70% ethylalkoholu za Gcelem jejich odsoleni. Pelety
DNA byly protfepanim uvolnény ze dna mikrozkumavky, aby doslo k jejich plnému omyti.
Po odstedéni v centrifuze Z216 MK byl supernatant znovu odlit a k peletam bylo ptfidano
500 pul absolutniho ethylalkoholu pro jejich odvodnéni. Nasledné¢ prob&hlo posledni
odstfedéni v centrifuze Z216 MK a odliti ethylalkoholu. Ziskané pelety DNA byly vysuSeny
v termostatu vyhidtém na 55 °C. Po vyschnuti k nim bylo ptfidano 90 pl vody bez RNaz
a DN4az. DNA byly ponechdny pfes noc v termostatu pfi teploté 55 °C, aby doslo k Gplnému
rozpusténi pelety. Vzorky DNA byly poté uchovavany v chladu v lednici.
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4.2.3. Stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Pro stanoveni koncentrace a Cistoty DNA byla zmétena absorbance DNA pomoci
spektrofotometru N1000 pii 230, 260 a 280 nm a nasledné vyhodnocena pomoci pocitacového
programu ND-1000 V.3.3.0. Toto méfeni vedlo ke zjisténi koncentrace DNA (260 nm)
a kvality DNA (230 a 280 nm). Pro zjisténi kontaminace DNA proteiny slouzil pomér
absorbanci (260 nm/280 nm). Tento pomér se pokazdé pohyboval v rozmezi 1,8 - 2,0,
coz odpovida c¢isté DNA bez kontaminace proteiny. Méfeni absorbance pfi 230 nm slouzi
ke zjisténi kontaminace DNA organickymi slou¢eninami. Pomér absorbanci (260/230 nm)
se také pohyboval v rozmezi 1,8 - 2,0, coz vypovidalo o DNA neznecisténé organickymi

latkami.

4.2.4. Genotypizace

Genotyp byl urcen pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR). Ke zjiSténi genotypu
byly pouzity specifické primery. Byla zméfena koncentrace a Cistota DNA (viz 4.2.3.
Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA). Nasledné¢ byla vytvofena reakéni smés pro PCR

dle tabulky 4.1. Reak¢ni objem byl 20 pl.

Tabulka 4.1. Reakéni smés PCR reakce

Chemikalie Objem (pl)
Sigma H,O 13

5x Master Mix 4

Foward primer 1

Reverse primer 1

DNA 1
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Mikrozkumavky byly umistény do termocycleru, kde doslo k amplifikaci DNA
podle tabulky 4.2. Reakce probéhla ve 35 cyklech.

Tabulka 4.2. Schéma PCR reakce

Kroky reakce Teplota (°C) Cas (min)
Iniciace denaturace 95 5:00
Denaturace DNA 95 0:30
Nasednuti primeri 63 0:30
Elongace fetézce 72 0:30
Konec¢na elongace 72 5:00

Produkty PCR reakce byly detekovany pomoci horizontalni gelové elektroforézy
na 2% agarosovém gelu v 0,5krat ziedéném TBE pufru a za pfidani ethidiumbromidu
(0,4 ng/ml). Vzorky byly napipetovany do jamek gelu po 8 ul. Jako standard molekulovych
hmotnosti DNA byl pouzit GeneRuler 50 bp DNA Ladder v objemu 3 pl. Elektroforetické
rozdéleni probihalo po dobu 20 minut pfi 130 V/cm. Po rozdé€leni byly produkty detekovany

pomoci UV zéfeni a byl proveden fotograficky zdznam gelu.

4.2.5. Izolace RNA

Ke tkani bylo ptfiddano 300 pl ,Trizol®Reagent“. Po manualni homogenizaci
injek¢nimi stfikackami byly vzorky 10 min inkubovany pii laboratorni teploté.
Ke zhomogenizované tkdni byl pfidan chloroform (1/5 objemu ,Trizol®Reagent®),
nasledovala inkubace vzorkii po dobu 5 minut pii laboratorni teploté a poté byly vzorky
centrifugovany 15 min/14000 g, 4 °C. Do ¢isté mikrozkumavky byla odebrana vodna faze
apo piidani isopropanolu (1/2 objemu ,Trizol®Reagent) byla srdzena RNA. Poté byly
vzorky centrifugovany 15 min/14000 g, 4 °C. Pelety byly omyty pfidanim 0,5 ml 75% (v/v)
ethanolu. Usazeni pelet byla zajiSténa centrifugaci 5 min/7500 g, 4 ° C. Pelety RNA byly
omyty dohromady tfikrat. Nakonec byl ethanol odlit a pelety byly suSeny v inkubatoru
pii37 °C po dobu 20 min a po vysuSeni rozpustény ve 20 pl (embryondlni slinivky E14,5)
resp. 50 pl vody (slinivky mlad’at P1) bez RNaz a DNaz. Takto pfipravené vzorky byly
skladovany pfi teploté -80 °C.
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4.2.6. Reverzni transkripce

Reverzni transkripce byla provedena pomoci komercni soupravy ,,RevertAid H Minus
First Strand ¢cDNA synthesis Kit“ (Thermo Scientific, USA), postupovano bylo podle
protokolu vyrobce. Koncentrace RNA byla stanovena spektrofotometricky (pfi vinové délce
260 nm) pomoci spektrofotometru ND1000. Byl ptepsanl pg RNA do cDNA. K 10 ul RNA
(0,1 pg/ul) byl pridan 1 pl primeru oligo(dT)18 (100 uM) a 1 ul primeru nahodnych
hexamert (100 uM). Reak¢ni smés byla inkubovana po dobu 5 minut v termocykleru BIOER
pi1 65 °C. Vzorky byly poté ochlazeny na ledu a byly pfidany 4 pl 5x reakéniho pufru, 1 pl
,»RiboLock RNazy Inhibitoru® (20 U/ul), 2 pul ANTP Mix (10 mM) a 1 pl ,RevertAid H
Minus M-MuLV Reverzni Transkriptazy* (200 U/ul). Samotna reakce byla provedena
v termocykleru BIOER nejprve pii 42 °C po dobu 60 min, ndsledné 5 minut pti 70 °C. Zbytky
RNA byly degradovany ptidanim 0,6 pul RNazy H (5 U/ul) za inkubace pti 37 °C po dobu
20 min v termoblocku. Vzorky cDNA byly uchovany pii -80 °C.

4.2.7. Kvantitativni PCR v realném ¢ase (QPCR)

Kvantivativni polymerdzova ftetézova reakce v realném cCase byla provedena
s vyuzitim komeréni soupravy ,SYBR®Green JumpStart™ Tag ReadyMix™*, bylo
postupovano podle protokolu vyrobce. cDNA byla nejprve naifedéna vodou (1:19). Takto
piipravena cDNA byla pouzita jako templat pro qPCR. Reakce byla provedena v objemu
10 pl. Reak¢ni smés byla slozena ze 4 ul cDNA, 0,25 pl foward primeru (10 uM), 0,25 ul
reverse primeru (10 uM), 0,5 ul vody a 5 ul ,,Syber®Green JumpStart™ Tag ReadyMix™*,
Pouzité sady primert jsou uvedené v 4.1.4. Reakce byla provedena v pristroji CFX384
Touch™ Real-Time PCR Detection Systém (Bio-Rad, Hercules, USA) podle schématu, které

je uvedené v tabulce 4.3.
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Tabulka 4.3. Schéma qPCR

Krok Teplota (°C) Doba (min) Pocet opakovani
Aktivace polymerazy 95 30 1

Denaturace 95 5 39

Nasedani primerti 60 30 39

Elongace 72 30 39

Kontrola kiivek tani 65-95 0,083 -

Vysledky qPCR byly zpracovany programem Bio-Rad CFX Manager 3.0., ve kterém
byly vypocitany hodnoty Cq (,,crossing point*). Z technickych duplikati byly vypoclitany
prumémé hodnoty Cq, které byly normalizovany ke kontrolnimu konstitutivné
exprimovanému genu Hprtl podle vzorce: ACq = Cqgen — Cquprs. Tyto hodnoty byly
vyhodnoceny v programu GraphPad Prism 5.04 a to testem analyzy rozptylu jednoduchého
tfidéni (,,one-way ANOVA*) a naslednym dvouvybérovym neparovym t-testem, pii kterém
byly porovnavany vSechny skupiny s kontrolnimi vzorky (wr).

Relativni zména exprese genu byla uréena zuCinnosti reakce qPCR, ktera byla
vypoCitdna v programu LinRegPCR, a diference (A) prechodového bodu (Cq)

experimentalniho vzorku vici kontrole.

4.2.8. Imunohistochemické barveni na vibratomovych rezech
Vypreparované pankreaty byly pifeneseny do 4% agardézového gelu. Pfipraveny
agardzovy blocek se nechal vysusSit po dobu 20 min v mini inkubétoru pii 37 °C a poté
se ponechal 20 min v 4 °C. Na vibratomu byly nakrajeny 80pum fezy, které byly vloZeny
do mikrotitrani destiC¢ky a nasledné na nich bylo provedeno imunohistochemické barveni.
K fezlim bylo ptidano 500 pl PBS tiikrat po dobu 30 min. Poté byl k fezlim nanesen blokac¢ni
roztok (2,5% (w/v) koziho séra (Jackson ImmunoResearch, USA) v PBS pufru, 0,5% (w/v)
Tween®20 v PBS pufru). Blokace probihala celkem 60 min pii laboratorni teploté.
Po skonceni blokace bylo k feziim ptidano 600 pl roztoku s primarnimi protilatkami (1:2000
Alfa amyldza (Sigma- Aldrich, USA), 1:400 glukagon (Abcam, UK), 1:50 inzulin (Cell
Signaling, USA), 1:50 inzulin (Abcam, UK), 1:400 Ki67 (Cell Signaling, USA), 2,5% (w/v)
kozi sérum, 0,5% (v/v) Tween®20 v PBS). Inkubace s primarnimi protilatkami probihala 48 —
72 hod pti 4 °C. Po odejmuti primarnich protilatek byly fezy omyty pétkrat 1 ml PBS po dobu
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30 min a opét blokovany v 600 pul bloka¢niho roztoku 60 min. Poté byly vzorky inkubovany
s 600 pl roztoku sekundarnich protilatek (1:500 ,,DyLight488- conjugated Goat Anti-Mouse
IgG* (Jackson ImmunoResearch, USA), 1:500 ,,DyLight594- conjugated Goat Anti-Mouse
IgG* (Jackson ImmunoResearch, USA), 1:500 ,,DyLight405- conjugated Goat Anti-Mouse
IgG* (Jackson ImmunoResearch, USA), 2,5% (w/v) kozi sérum; 0,5% (v/v) Tween® 20;
0,1% TritonX v PBS) ve tm& po dobu 12 hod pti 4 °C. VSechny vzorky byly nasledné
promyty alespoii pétkrat PBS. Rezy s wt a mutanty byly znadeny odli§né, aby bylo mozné
barvit tyto odlidné vzorky najednou za stejnych podminek. Rezy byly umistény na podloZni
sklicka s Antifade médiem a zakryty krycimi skly. Snimky byly pofizeny pomoci

konfokélniho mikroskopu.

4.2.9. Imunohistochemické barveni a detekce apoptézy metodou TUNEL (,,terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling*)

Rezy pankreatu na sklech byly nejdiive zbaveny parafinu a prosyceny PBT pufrem.
Na fezy byl nanesen roztok Proteinazy K (20 pg/ml) v 10mM Tris-HCI pufru (pH = 8),
ktera enzymaticky rozrusi strukturu tkané. Rezy byly inkubovany s Proteindzou K ve vlhké
komtirce po dobu 60 min pii 37 °C. Po skonceni inkubace byly fezy promyty v PBT tfikrat
po dobu 5 min. Byly vybrany dva fezy, jeden slouzil jako pozitivni a druhy jako negativni
kontrola. VSechny fezy byly na skle ohrani¢eny pomoci PapPenu a pouze sklicko s pozitivni
kontrolou bylo nasledné¢ inkubovdno v roztoku DNazy I (1 U/ul), pomoci které byly
indukovany zlomy vlaken DNA. Rez byl s DNazou I inkubovan 12 min pfi laboratorni
teploté, ostatni fezy byly zality roztokem PBT. Nasledovalo promyti fezti v PBT tfikrat
po dobu 5 min. Poté byl na vSechny fezy nanesen blokac¢ni roztok (10% (w/v) koziho séra
(Jackson ImmunoResearch, USA) v PBT pufru). Blokace probihala celkem 90 min
pti laboratorni teploté ve vlhké komtrce. Néasledné byl nanesen na fezy roztok primarnich
protilatek (1:400 inzulin (Cell Signaling, USA), 10% (w/v) kozi sérum v PBT pufru). Rezy
s primarnimi protilaitkami byly inkubovény pifes noc ve vlhké komiirce pti 4 °C. Dalsi den
byly fezy omyty v PBT pufru tfikrat po dobu 5 min. Poté nasledovala inkubace ve vlhké
komiirce za tmy s fluorescenéné znaCenymi sekundarnimi protilatkami po dobu 120 min.
(1:500 ,,DyLight594- conjugated Goat Anti-Mouse 1gG* (Jackson ImmunoResearch, USA),
10% (w/v) kozi sérum v PBT pufru). Po skonceni inkubace byly fezy omyty v PBT tfikrat
po dobu 5 min. VSechny omyvaci kroky PBT pufrem byly provadény pfi laboratorni teploté
pouzitim orbitalni tfepacky nastavené na 75 ot/min. Na takto pfipravenych fezech byla

provedena metoda TUNEL za pomoci komer¢ni soupravy ,,In Situ Cell Death Detection Kit,
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Fluorescein® (Roche, USA), byl dodrzovan postup podle protokolu vyrobce. Po omyti byla
na fezy nanesena smés roztoki komercni soupravy (termindlni deoxynukleotidyltransferasy
a fluorescencné znaceného dUTP v poméru 1:10). Na negativni kontrolu, kterd byla opét
ohrani¢ena pomoci PapPenu, byl nanesen pouze roztok fluorescencné znaceného dUTP
bez ptidani terminalni deoxynukleotidyltransferasy. Rezy byly inkubovany ve vlhké komiirce
pti 37 °C jednu hodinu. Po skonceni inkubace byly fezy omyty v PBT ttikrat po dobu 5 min.
Po omyti bylo na fezy naneseno medium stabilizujici fluorescenci — DAPI Fluoromount-G®.
Po prekryti fezii krycim sklem byly vytvofeny trvalé preparaty. Preparaty byly

dokumentovany pomoci konfokalniho mikroskopu Zeiss.
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5. Vysledky

5.1. Delece Neurodl pomoci Isl1-Cre

K analyze u¢inku Neurodl delece na formovani a funkci Langerhansovych ostravki
pankreatu byl pouzit Cre-loxP systém pro vytvoieni podminéné delece Neurodl genu v Isl]
pozitivnich bunkach. Konkrétn¢ byly Is//-Cre mysi (Yang et al 2006) zkiizeny
s homozygotnimi floxovanymi Neurodl mySmi (Goebbels et al 2005) za vytvoreni
heterozygotii IslI-Cre"” Neurodl™ a homozygotd IsiI-Cre'” Neurodl”' (Neurodl1CKO).
NeurodI ! nebo Neurod P’ (wr) mysi byly pouzity jako kontroly.

Rozdilné genotypy vyprodukované kifzenim Isl/-Cre™” a Neurod’” linii byly zjiitény
pomoci genotypizace (viz 4.2.4. Genotypizace). Vysledky genotypizace jsou ukéazany
na obrazcich 5.1. a 5.2. Heterozygotni mutantni mySi sdeleci Neurodl nesly
Cre rekombindzovy gen a jednu floxovanou Neurodl alelu. Homozygotni mutanti s deleci
Neurodl obsahovali gen pro Cre rekombindzu a obé floxované alely pro Neurodl gen
(Neurod1CKO).

Bylo ziskano 368 mysi z 64 vrhi (viz Tabulka 5.1.) Neurodl CKO mutantt piezilo
pouze 37 % (viz Tabulka 5.2.). NeurodlCKO mutanti byli vzhledové nerozliSitelni
od kontrolnich jedincii a bez jakykoliv znamek zmén externiho fenotypu. Ackoliv jejich
télesna hmotnost byla vyznamné sniZena v prvnim tydnu po narozeni, v nasledujicich tydnech
zvysili svoji hmotnost 0 32 % (viz Obr. 5.3. A). Primérna hmotnost Neurod! CKO mysi byla
vsak 0 9 % niz8i nez hmotnost wt mysi. Pravidelné méteni glukozy v krvi béhem 1. — 4. tydnu
po narozeni ukazalo, ze homozygotni Neurodl CKO mutanti krmeni dle libosti byli mirné
hyperglykemicti (nad 13,9 mmol/l glukozy v krvi, viz Obr. 5.3. B). U Neurodl CKO jedinct
byla vétsi variabilita v hladinach glukézy v krvi (od 5,3 mmol/l do 20,2 mmol/l) oproti wt
myS$im (v praiméru 6,98 mmol/l glukdzy v krvi). Velky rozptyl hodnot glukézy v krvi naznacil

problémy s funk¢énosti -bunék u mutantt.

Tabulka 5.1. Celkové pocty mysi

Mysi (n) ht Neurodl CKO wt

368 74 34 260
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Tabulka 5.2. Oc¢ekavané a ziskané procento mysi

Genotyp ht Neurodl CKO wt
Ocekavano (%) 25 25 50
Ziskano (%) 20,11 9,24 70,65

Z 2 3 45 6 7 8 9 1011 K

DNA 2ebiik
3000 bp

600 bp
250 bp

Obr. 5.1. Agar6zovy gel PCR produktt pro gen Cre rekombindzu. Prvni sloupec (Z) byl
1 kb DNA standard molekulovych hmotnosti. Sloupce 2 az 11 obsahovaly produkty PCR
vzorkd. Sloupec 5 az 9 a 11 obsahovaly 600 bp PCR produkty Cre genu. Negativni
kontrola byla v sloupci K.

Z 2 3 4 5 67 B 9 10 11 12 13 K

DNA Zebiik
3000bp ____~
600 bp ____
400bp ____

250 bp ____

Obr. 5.2. Agar6zovy gel PCR produktti NeurodI genu. Prvni sloupec (Z) byl 1 kb DNA
standard molekulovych hmotnosti. V sloupci 2, 6, 8, 9, 11, 12, 13 600 bp PCR produkt
identifikoval homozygotni Neurod! gen s dvéma rozpoznavacimi loxP misty. Sloupce 3, 4,
5, 7, 10 ukézaly dva prouzky heterozygotniho Neurodl s jednim 600 bp PCR produktem a
s druhym 400 bp. PCR produkt o 400 bp identifikuje alelu Neurodl genu bez loxP mist.
Negativni kontrola byla v sloupci K.
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Obr. 5.3. Celkovy rtst a hodnoty glukozy v krvi u Neurodl CKO. (A) Télesna hmotnost
mysi (NeurodICKO n = 9, wt n = 23). (B) Hladiny glukozy v krvi u Neurodl CKO a wt
krmenych dle libosti (n = 23 na genotyp). Statistickéd analyza byla provedena pomoci ,,one-
way ANOVA® a naslednym dvouvybérovym neparovym ¢-testem (GraphPad Prism).
Vysledky reprezentuji priomér + sttedni chyba priiméru (** P <0,01).

5.2. Porovnani exokrinni a endokrinni ¢asti pankreatu

Pro analyzu struktury pankreatu, a to konkrétné¢ porovnani mnozstvi exokrinni
tkédné€ k tkani endokrinni u wt mysi a Neurod! CKO mutanti, byl vybran vék E17,5
a P0. Podty pouzitych pankreatd jsou uvedeny v tabulce 5.3. Rezy z vibratomu byly
barveny protilatkami proti inzulinu (produkovaném B-buiikami), glukagonu (produkovanému
o-bunkami) a a-amyldze (produkované acindrnimi bunkami exokrinniho pankreatu,
viz Obr. 5.4.) (Baeyens et al 2005). U NeurodlCKO glukagon produkujici o-bunky
nelemovaly pouze okraje ostritvkli jako u wrt, ale byly také detekovany ve stiedu ostravki.
Plocha exokrinni tkdné (znafené protilatkou proti a-amyldze) byla poté porovndna
s plochou inzulin” bunék a s plochou glukagon™ bunék (viz Obr. 5.5.) Pomér inzulin” bungk
k a-amyldze” buiikdm byl statisticky vyznamné snizeny u Neurod! CKO oproti wt v E17,5
aiv P0O. Pomér glukagon™ bunék k o-amylize™ buiikdam byl také snizeny u Neurodl CKO

v obou vécich, ale pouze v PO bylo snizeni statisticky vyznamné.
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Tabulka 5.3. Pocty pankreatl pouzitych k porovnani exokrinni a endokrinni tkané

Vék Neurod1CKO wt
El17,5 3 3
PO 4 4

E17,5

Obr. 5.4. Imunohistochemické barveni inzulinu, glukagonu a a-amylazy na fezech
Neurodl CKO a wt pankreatu v E17,5 a PO. Vzorky byly barveny primarnimi protilatkami
proti inzulinu (modrd), glukagonu (zelend) a a-amylaze (Cervend). Métitko: 150 um.
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Obr. 5.5. Pomér exokrinni vii¢i endokrinni tkéni pankreatu. Statisticka analyza byla
provedena pomoci ,,one-way ANOVA* a naslednym dvouvybérovym neparovym ¢-testem
(GraphPad Prism). Hodnoty reprezentuji primér + stiedni chyba priméru (inzulin'/a-
amylaza”: E17,5: Neurod]CKO n = 3, wt n = 3, P0: NeurodICKO n = 4, wt n = 4;
glukagon /o-amylaza”: E17,5: Neurod] CKO n =3, wt n= 3, P0: Neurod! CKO n = 4, wt
n=4;*P<0,05, **P<0,01).

5.3. Analyza bunécné proliferace

Ki67 byl pouzit pro vyhodnoceni proliferacni aktivity v pankreatech Neurodl CKO
mutantli a wr. Ki67, marker proliferujicich bungk, je exprimovan ve vSech fazich bunééného
cyklu (Gao et al 2009). Pro analyzu proliferace byl vybran vék E17,5, protoZe v tomto
embryondlnim veéku bylo zjiSténo sniZené mnoZstvi endokrinni tkan€ u Neurodl CKO
vporovnani s wt. Rezy pankreati byly barveny protilitkami proti Ki67
(exprimovaném v bunéénych jadrech), inzulinu (produkovaném [-buiikami) a glukagonu
(produkovanému o-bunkami, viz Obr. 5.6.). Byly pouzity tfi pankreaty od kontrolnich
jedinctia tfi pankreaty od jedincli Neurodl!CKO. Byl spocitan celkovy pocet inzulin
produkujicich B-bunék (viz Obr. 5.6.A Seda Sipka), glukagon produkujicich a-bun€k (viz Obr.
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5.6.B Seda Sipka), proliferujicich B-bun¢k (viz Obr. 5.6.A bila Sipka) a proliferujicich a-bunck
(viz Obr. 5.6.B bila Sipka). Vysledky analyzy proliferace a- a -bunék jsou zobrazeny na Obr.
5.7. U Neurodl CKO mutantli byla snizend proliferace jak u inzulin produkujicich B-bunék,
tak 1 u glukagon produkujicich a-bunék. Vysledky ale nebyly statisticky vyznamné.

wi

E175

Obr. 5.6. Imunohistochemické barveni inzulinu, glukagonu a Ki67 na pankreatickych
tezech Neurodl CKO a wt v E17,5. Vzorky byly barveny primarnimi protilatkami proti
inzulinu (modrd), glukagonu (zelend) a Ki67 (Cervend). Inzulin proliferujici B-burka je
ukazana na snimku A (bila Sipka), stejn¢ jako B-buiika (Sedé Sipka). Glukagon proliferujici
a-bunka je vyznacena na snimku B (bila Sipka) a a-buiika také na snimku B (Seda Sipka).
Meéritko: 50 pm.

E175 E175
— 407 20
£ -1 £
& 30- 15 T
S S
2 2
= 20- o 104
g g
2 -
= 104 £ 5
- :
0= T 0

NeurodiCKO wi NeurodiCKO wi

Obr. 5.7. Analyza proliferace inzulin a glukagon proliferujicich bunék. Statisticka
analyza byla provedena pomoci ,,one-way ANOVA®“ a ndslednym dvouvybérovym
neparovym t-testem (GraphPad Prism). Hodnoty reprezentuji primér + stfedni chyba
praméru (B-bunky: Neurodl CKO = 3, wt n = 3; a-bunky: Neurod! CKO n= 3, wt n=3).
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5.4. Analyza apoptozy

Abnormalni diferenciace bun¢k béhem embryonalniho vyvoje miize vyvolat apoptdzu.
Také apoptéza muize predstavovat jeden mozny mechanismus vedouci ke snizeni poctu
endokrinnich bunék. Vzhledem k tomu, Ze transkripéni faktor NEURODI je dulezity
v procesu diferenciace endokrinnich bunék pankreatickych ostrivkli, bylo vyhodnoceno
mnozstvi apoptotickych bunék v endokrinni tkéni pankreatu, konkrétné¢ [B-bungk,
u NeurodlCKO a wt mySi. Analyza apoptdozy byla provedena pomoci kombinace
imunohistochemického barveni a metody TUNEL (viz 4.2.9.) na pankreatech v E17,5 a P0.
Pocty pouzitych vzorkl jsou uvedeny v tabulce 5.4., kdy od kazdého vzorku jedince bylo

analyzovano Sest fezli pankreatu.

Tabulka 5.4. Pocty pankreatti pouzitych k analyze apoptozy

Vék Neurodl CKO wt
E17.5 3 3
PO 3 3

U z&dného testovan¢ho vzorku nedochazelo ke zvySené apoptdze. V Langerhansovych
ostrivcich byly pouze detekovany ojedinélé apoptotické bunky (viz Obr. 5.8.). Vysledek byl

srovnatelnymezi Neurodl CKO a wt.
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E17.5

Obr. 5.8. Imunohistochemické barveni inzulinu a metoda TUNEL na pankreatickych
tezech Neurodl CKO a wt v E17,5 a PO. Modfe jsou oznaceny jadra bunék, cervené inzulin
produkujici B-buiiky a zelen¢ apoptotické buiiky. Métitko: 50 pm.

5.5. Relativni exprese vybranych genu

Relativni exprese 11 genti byla zméfena pomoci qPCR a normalizovana
ke konstitutivné exprimovanému genu Hprtl. Pomoci dvouvybérového neparového z-testu
byla relativni exprese genli u Neurod! CKO porovnana s kontrolnimi vzorky. Byly vybrany
geny, které ovliviluji vyvoj a funkci pankreatu. qPCR analyzy byly provedeny ve
v embryonalnim véku E14,5 a jeden den po narozeni ve v€ku P1. Pocty vyizolovanych

pankreatd pouzitych na qPCR jsou uvedeny v tabulce 5.5.

Tabulka 5.5. Pocty pankreatii pouzitych na qPCR

Vék Neurodl CKO wt
E17,5 7 8
PO 8 8
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NEURODI je dilezity pro diferenciaci a reguluje expresi inzulinu a glukagonu.
Naproti tomu ISL1 reguluje expresi vSech hormoni produkovanych buikami
Langerhansovych ostrivkii a je potfebny pro proliferaci a samotné prezivani bunck
endokrinniho pankreatu (Du et al 2009, Dumonteil et al 1998, Naya et al 1995). Relativni
exprese téchto geni jsou ukdzany v grafech na obrazku 5.9. Mnozstvi mRNA Neurodl bylo
statisticky vyznamn& sniZeno o polovinu u ht Is/I-Cre"” Neurodl” oproti wt v E14,5 aiv P1,
potvrzujici funkcnost delece Neurodl gemu. U Neurodl CKO mutanti bylo v obou vécich
mnozstvi mRNA Neurodl statisticky vyznamné snizeno, jak oproti we, tak 1 oproti ht. U Is//
genu doslo k statisticky vyznamnému snizeni mnozstvi mRNA u Neurod ! CKO mutantd proti
wt a ht v E14,5. U ht jedinct bylo statisticky vyznamné snizeni mnozstvi mRNA Is// oproti
wt v E14,5. V P1 byla sniZena exprese u Neurodl CKO oproti wt a ht, mezi wt a mutantem $lo

0 snhizeni statisticky vyznamné.
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Obr. 5.9. Relativni exprese genti Neurodl a Isll. V grafech jsou zobrazeny hodnoty
relativni exprese genit pomoci qPCR normalizované ke konstitutivné exprimovanému
genu Hprtl. VSechny skupiny statisticky zhodnoceny pomoci ,,one-way ANOVA*
anaslednym dvouvybérovym neparovym f-testem (GraphPad Prism). Hodnoty
reprezentuji primer + stiedni chyba priméru (Neurodl E14,5: NeurodlCKO n="7, wt n =
8, P1: NeurodlCKO n = 8, wt n = 8; Isll E14,5: NeurodICKO n =7, wt n = 8, PI:
NeurodICKOn=8, wtn=38;* P <0,05, **P <0,01, *** P <0,001, **** P <0,0001).
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Geny pro Pdxl, Neurog3 a Pax6 jsou markery prekurzori endokrinniho pankreatu.
Z prekurzorovych bunék exprimujicich PDX1 se vyviji nejenom builky endokrinniho
pankreatu, ale i vSechny ostatni typy bunék celého pankreatu. U dospélych jedinct je exprese
PDX1 omezena pouze na B-buiiky. Prekurzory vSech typt bun¢k Langerhansovych ostrivki
bé¢hem vyvoje pankreatu exprimuji NEUROG3. PAXG6 je také pritomen béhem vyvoje ve
vsech bunkach endokrinniho pankreatu (Gu et al 2002, Ohlsson et al 1993, Sander et al 1997).
Relativni exprese téchto genli jsou zobrazeny v grafech na obrazku 5.10. Mnozstvi mRNA
Pdx1 bylo statisticky vyznamn¢ snizeno u Neurod! CKO mutanti oproti w¢ v E14,5ai1v P1. U
Neurog3 bylo mnozstvi mRNA vyznamné snizeno u Neurod CKO oproti wt v E14,5. Exprese
Neurog3 v prekurzorech endokrinnich bunék se sniZuje s jejich postupujici diferenciaci.
Tomuto snizeni exprese odpovidal vysoky PCR pocet cycli (pocet cykli 33) ukazujici velmi
nizkou hladinu mRNA Neurog3 a to jak u wt tak 1 u Neurod1 CKO v P1. V E14,5 a v P1 bylo
mnozstvi mRNA Pax6 statisticky vyznamné snizené Neurod! CKO v porovnani s wt.

Inzulin s glukagonem funguji jako antagonist¢ a jsou nezbytni pro zachovani
gluk6zové homeostaze. Pii poklesu hladiny glukozy v krvi glukagon zajistuje jeji produkci
z jater. Inzulin naopak snizuje hladinu glukézy v krvi zajisténim vstupu glukézy do bunék
a tim jeji vyuziti tkdnémi. U mysi jsou dva geny pro inzulin, a to Inzulin 1 a Inzulin 2 (Cordell
et al 1979, Freychet et al 1988, Fu et al 2013)*. Relativni exprese gent Inzulin 1, Inzulin 2
a Glukagon jsou zobrazeny v grafech na obrazku 5.11. Mnozstvi mRNA Inzulinu 1, Inzulinu 2
a Glukagonu bylo statisticky vyznamné snizeno u NeurodlCKO mutantii oproti wt
vE14,5avPl.

MafB je béhem vyvoje pankreatu exprimovan v inzulin a v glukagon produkujicich
bunkach. Prostiednictvim pfepnuti exprese z MafB na Maf4 dochazi k diferenciaci B-bunék
(Nishimura et al 2006). Mnozstvi mRNA MafB a MafA bylo statisticky vyznamné sniZeno
u Neurod CKO mutanti oproti wt v E14,5 (viz. Obr. 5.12.). Mnozstvi mRNA MafA
u Neurodl CKO bylo statisticky vyznamné sniZzeno také v P1. Naproti tomu exprese MafB
nebyla u Neurod CKO zménéna oproti wt (pocet cykla 40).

PTF1A je dllezity pro spravny vyvoj exokrinni ¢asti pankreatu (Krapp et al 1998).
Relativni exprese genu Ptfla je zobrazena v grafech na obrazku 5.13. V E14,5 1 v P1 mnoZstvi

mRNA u mutanti bylo sniZené v porovnani s wz, v P1 §lo o zménu statisticky vyznamnou.
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Obr. 5.10. Relativni exprese genlt PdxI, Neurog3 a Pax6. V grafech jsou zobrazeny
hodnoty relativni exprese genli pomoci qPCR normalizované ke konstitutivné
exprimovanému genu Hprtl. Statistickd analyza byla provedena pomoci ,,one-way
ANOVA* a naslednym dvouvyb&rovym neparovym ¢-testem (GraphPad Prism). Hodnoty
reprezentuji pramer + stiedni chyba praméru (Pdx/ E14,5: NeurodICKO n =7, wt n = 8§,
P1: NeurodiCKO n = 8, wt n = 8; Neurog3 E14,5: Neurod]CKO n =7, wt n = §, P1l:
NeurodICKO n = 8, wt n = 8; Pax6 E14,5: NeurodiCKO n = 7, wt n = §, PI:
NeurodICKOn=38, wtn=38; *P <0,05, **P <0,01, *** P <0,001).
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Obr. 5.11. Relativni exprese gent Inzulin 1, Inzulin 2 a Glukagon. V grafech jsou
zobrazeny hodnoty relativni exprese geni pomoci qPCR normalizované ke konstitutivné
exprimovanému genu Hprtl. Statistickd analyza byla provedena pomoci ,,one-way
ANOVA* a naslednym dvouvybérovym neparovym z-testem (GraphPad Prism). Hodnoty
reprezentuji primér + sttedni chyba praméru (/nzulin 1 E14,5: NeurodICKOn="7, wt n =
8, P1: NeurodICKO n = 8, wt n = 8; Inzulin 2 E14,5: NeurodlCKO n =7, wt n = §, PI:
NeurodICKO n = 8, wt n = 8; Glukagon E14,5: NeurodICKO n = 7, wt n = 8, P1:
Neurod] CKOn =38, wtn=8; * P <0,05, **** P <0,0001).
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Obr. 5.12. Relativni exprese geni MafB a MafA. V grafech jsou zobrazeny hodnoty
relativni exprese genli pomoci qPCR normalizované ke konstitutivné exprimovanému
genu Hprtl. Statisticka analyza byla provedena pomoci ,,one-way ANOVA* a naslednym
dvouvybérovym neparovym t-testem (GraphPad Prism). Hodnoty reprezentuji pramér
+ stiedni chyba praiméru (MafB E14,5: NeurodlCKO n =7, wt n = 8, P1: Neurodl CKO
n =8, wt n=8; Maf4 E14,5: NeurodlICKOn="7, wtn=38, P1: NeurodlCKOn= 8, wt n=
8; * P <0,05, *** P <0,001, **** P <0,0001).
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Obr. 5.13. Relativni exprese genu Ptfla. V grafech jsou zobrazeny hodnoty relativni exprese
genu pomoci JPCR normalizované ke konstitutivné exprimovanému genu Hprtl. Statisticka
analyza byla provedena pomoci ,,one-way ANOVA®* a ndslednym dvouvybérovym
neparovym ¢-testem (GraphPad Prism). Hodnoty reprezentuji primér =+ stfedni chyba
pruméru (Ptfla E14,5: NeurodlCKOn="7, wtn =38, P1: NeurodICKOn=8, wtn=38; * P <
0,05).
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6. Diskuze

6.1. Podminéna delece Neurodl genu ovliviiuje funkci endokrinni tkiné pankreatu a
postnatalni preZivani

Tato prace byla zaméfena na analyzu tvorby a struktury pankreatickych
Langerhansovych ostrivkl v unikdtnim modelu podminéné delece transkripcniho faktoru
NEURODI. Pro stanoveni ilohy NEURODI béhem vyvoje pankreatu a pii zrani B-bunék byl
pouzit Isl1-Cre k deleci floxovanému Neurodl genu a k vytvofeni nové podminéné mutantni
delece Neurodl.

Transkrip¢ni faktor NEURODI je dilezity pro vyvoj endokrinnich bunék, diferenciaci
a zachovani bun¢k endokrinniho pankreatu, véetné aktivace inzulinového genu. NEURODI je
exprimovan v nej¢asnéjSich bunéénych prekurzorech a predpoklada se, ze se ucastni regulace
diferenciace vSech endokrinnich bunék ve vyvijejicim se pankreatu (Naya et al 1997, Naya et
al 1995). U dospélych mysi je NEURODI exprimovan v buitkdch endokrinniho pankreatu,
kde se podili na regulaci sekrece inzulinu v B-buiikach (Goebbels et al 2005). Bylo ukézano,
7ze Neurodl gen je nezbytny pro zachovani funk¢nosti mySich B-bunc¢k (Gu et al 2010).
Globalni delece Neurodl je postnatalné letalni v disledku tézké hyperglykémie, kdy mysi
umiraji do 3 — 5 dnli po narozeni (Naya et al 1997). Homozygotni myS$i maji po cileném
naruseni Neurodl genu snizeny pocet diferencovanych a- a B-bunék a dochdzi k selhani
tvorby ostravki (Naya et al 1997). Piesto role NEURODI v jednotlivych fazich vyvoje
endokrinnich bunék pankreatu véetné postnatalni faze vyvoje neni stale objasnéna. Z divodu
postnatalni letality globalni Neurodl delece je nezbytné generovat podminéné delece Neurodl
genu.

Pro tuto praci byli pouziti mutanti s podminénou deleci Neurodl (NeurodlCKO),
ktefi byli vytvoteni pomoci Islet]-Cre™ mysiho kmene. Islet/-Cre™” mysi maji viozené Cre
do endogenniho Is// lokusu, nahrazujici endogenni Is// ATG (Yang et al 2006). IsletI-Cre™”
myS$i linie ma tedy aktivni pouze jednu alelu Is// genu. NaSe vysledky spolecné
s publikovanymi vysledky jinych laboratofi ukazuji, ze tato haploinsuficience Is// genu
neovlivituje vyvoj ani funkci endokrinni tkané pankreatu. Transkripéni faktor ISL1 je
nezbytny pro diferenciaci endokrinnich prekurzorovych buné€k b&hem vyvoje dorsalniho
pankreatu v primarni pfeméné od E9, protoZe bunécni diferenciace selhdva ve vyvijejicim
se dorsalnim pankreatu u mysi s deletovanym Is// (Ahlgren et al 1997). ISL1 je také dalezity
pro vyvoj pankreatu béhem sekundarni pfemény, ve které endokrinni buiky proliferuji,

diferencuji a zraji (Du et al 2009). Kromé toho je ISL1 nezbytny pro udrZzovani funkénosti
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vSech hormon produkujicich bun¢k. ISL1 interaguje s NEURODI1 a vdze se na inzulinovy
promotor, kde reguluje inzulinovou transkripci v B-buiikédch (Ediger et al 2014).

NeurodlCKO mysi byly vzhledové nerozeznatelné od kontrolnich wt jedinct.
V prvnim tydnu postnatalniho vyvoje vSak byla télesnd hmotnost mutantti vyrazné snizena.
Také byla vyznamné zvySena postnatalni umrtnost Neurod! CKO v porovnani s wt v prvnim
tydnu po narozeni. Pravidelnd méfeni glukodzy v krvi v prvnich ¢tyfech tydnech po narozeni
ukdzala, ze NeurodlCKO mys$i krmené dle libosti byly hyperglykemické ve srovnani
s kontrolami. Vysledky méfeni glukdzy v krvi naznacuje problémy s funkénosti B-bunék. Tyto
prvni analyzy ukazuji variabilitu fenotypu u Neurod CKO mutantt. Tato variabilita mize byt
zpusobena pouzitim Cre-loxP systému. Produkované fenotypy jsou casto ovlivnény
kombina¢nimi ucinky nastupu Cre exprese a ucinnou rekombinaci, které zpisobuji

nepravidelnosti a variability mezi jednotlivci a vyslednymi fenotypy.

6.2. Neurodl je nezbytny pro tvorbu Langerhansovych ostravki

Mysi Langerhansovy ostrivky maji vétSinu inzulin produkujicich B-bunék v centru
ostrivkil, zatimco ostatni bunky endokrinniho pankreatu jsou rozmistény na okraji ostravkda.
Langerhansovy ostrivky Neurodl! CKO mutantti takto formovany nebyly. Pfi porovnavani
exokrinni tkané pankreatu s tkani endokrinni byly ukazany zmény v rozmisténi a- a B-bunck
v ostrivcich u NeurodlCKO ve srovnani s wt. U wt byly glukagon produkujici a-bunky
rozmisténé na okraji ostrivkl, zatimco u mutantti byly a-buiiky rozmisténé 1 v centru
ostrivkli. Mimo zmény ve struktufe ostrivktl bylo také detekovano vyznamné snizeni
endokrinni tkané pankreatu u Neurod! CKO v embryonalnim véku E17,5. Od E17,5 je exprese
NEURODI1 omezena na buiikky endokrinniho pankreatu, kde aktivuje inzulinovy promotor
v B-buiikach a promotor glukagonu v a-buiikdch (Dumonteil et al 1998, Naya et al 1997).
Podobna abnormalni morfogeneze Langerhansovych ostriivkl s velkym snizenim B-bunééné
masy byla ukdzana u mysi s globélni deleci Neurodl genu (Huang et al 2002, Naya et al
1997). Tyto zmény byly pozorované u embryi ve v€ku E17,5. NaSe data potvrzuji, ze
NEURODI je nepostradatelny pro spravny vyvoj endokrinniho pankreatu.

6.3. Delece Neurodl ovliviiuje proliferaci endokrinnich pankreatickych bunék

Apotdza mize byt vyvoldna abnormadlni diferenciaci bunék béhem embryonélniho
vyvoje. Je znamo, ze NEURODI je dulezity v procesu diferenciace bun€k Langerhansovych
ostravkl, proto byla zkoumana apoptdza u mutantli s deleci Neurodl genu. Studie Naya et al.
(1997) ukézala, ze u mysi s globalni deleci Neurodl dochazi od E17,5 k zvySené¢ bunécné

smrti u bun¢k endokrinniho pankreatu, kde je masivni apoptdza nejvice patrnd u B-bunck.
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Tyto vysledky se neshoduji s vysledky u naSich NeurodlCKO mutanti, kde nebyla
detekovdna zadna masivni apoptdza ostrivkovych bunék v E17,5 ani v PO. V nékterych
ostrivcich byly pozorovany pouze ojedinélé apoptotické buiiky. Pocet apoptickych bunck
u mutantl byl srovnatelny s vysledky u kontrolnich wt jedincti. Tyto vysledky jasné ukazuji,
ze apoptoza neni mechanismem vedoucim ke snizenému poctu endokrinnich bunék pankreatu
u Neurodl CKO.

DalSim moznym mechanismem, ktery by mohl ovlivnit mnozstvi pankreatické
endokrinni tkdné je proliferace. NaSe analyzy proliferace glukagon a inzulin produkujicich
bunék naznacuje, Ze u mutantl byl tento proces negativné ovlivnén. U Neurod CKO mutantii
byla sniZzend proliferace jak glukagon, tak 1 inzulin produkujicich bunék. Vysledky vsak
nebyly statisticky vyznamné, pravdépodobné to bylo z diivodu pouziti malého mnozstvi
testovanych vzork. Pro ovéfeni hypotézy, ze delece Neurodl ovlivituje proliferaci
endokrinnich bunék v pankreatu, bude nutné analyzovat vét$i mnoZstvi vzorki. NaSe data
nicméné ukazuji, Ze delece Neurodl vede k dysfunkénimu vyvoji a ztraté endokrinnich bun¢k
a tedy, ze NEURODI1 je nezbytnou soucasti sit¢ transkripénich faktorti pro diferenciaci

funk¢nich endokrinnich bunék z prekurzorts (Murtaugh 2007)*.

6.4. NEURODI1 ovliviiuje vyvoj pankreatu jiZ béhem stadia sekundarni pfemény

Nase vysledky ukazujici, Ze nedochazi k apoptdze a ze pocet B-bunék je vyznamné
snizen v Neurodl CKO pankreatu v E17,5, se 1is$i od zavért, ze se pankreas u mysi
bez Neurodl vyviji beze zmény az do E17,5 (Naya et al 1997). Pro ovéfeni hypotézy,
ze zmény ve vyvoji pankreatu v dusledku delece Neurodl zacinaji pred E17,5, byly
provedeny dal§i analyzy vyvoje pankreatu zaméfené na stadium sekundarni pfemeény,
tedy piredchazejici E17,5. Byl vybran embryonalni vék E14,5 v kterém jsou jiz detekovatelné
plné€ diferencované B-buiiky endokrinniho pankreatu (Pictet et al 1972). Byla pouzita metoda
qPCR pro kvantitativni zhodnoceni molekularnich zmén na urovni mRNA. Zkoumané geny
byly vybrany s ohledem na jejich funkci ve vyvoji pankreatu. Kromé véku E14,5 byly
provedeny dal§i qPCR analyzy ve véku P1.

Relativni exprese Neurodl potvrdila funkénosti delece Neurodl genu u Neurod! CKO
mutantii. U Neurodl genu byla exprese mRNA snizena o polovinu u ht v porovnani s wt,
u Neurodl CKO pak bylo sniZeni exprese jesté vetSi, o 75 %. Neurodl CKO mutanti méli
aktivni pouze jednu alelu Is//, tomu odpovidalo statisticky vyznamné sniZeni exprese Is//

u Neurod! CKO mutantn.
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Transkripéni faktor PDX1 je prekurzorem vSech bunéénych typli pankreatu
a v dospélosti je pak jeho exprese omezena pouze na B-bunky (Gu et al 2002, Ohlsson et al
1993). U obou studovanych véka bylo pozorovano statisticky vyznamné snizeni exprese Pdx/
u Neurodl CKO mutant. Snizeni exprese PdxI, jako prekurzoru pankreatickych bunék, se
podili na sniZzeni exprese ostatnich gend ucastnicich se formovani dil¢ich ¢asti pankreatu.
Tomu také odpovidalo vysledné snizeni funkéni tkané a zejména B-bunek u Neurod! CKO
jedinct v porovnani s kontrolnimi jedinci.

NEUROGS3 je béhem vyvoje pankreatu exprimovan v bunkach, které jsou prekurzory
bun€k endokrinni ¢asti pankreatu. Buiky sexpresi NEUROG3 byly detekovany také
v dospélém pankreatu (Gu et al 2002). MnoZstvi mRNA Neurog3 bylo statisticky vyznamné
snizeno u Neurodl CKO mutanti v E14,5. Nedostatetna tvorba transkripéniho faktoru
NEUROG3 mtiZze souviset se snizenym mnozstvi endokrinnich prekurzorti u Neurodl! CKO
mutant?l.

Béhem vyvoje pankreatu je PAX6 ptfitomen ve vSech buitkach endokrinniho
pankreatu. V dospélém pankreatu je PAX6 dualezity pro diferenciaci zralych glukagon
produkujicich a-bun¢k (Sander et al 1997, St-Onge et al 1997). U obou studovanych vékt
bylo pozorovéano statisticky vyznamné sniZzeni exprese Pax6 u Neurodl CKO mutanti.
Snizena exprese Pax6 mize opét souviset s mensim mnozstvim endokrinni tkané.

Inzulin produkovany B-buitkami zajistuje vstup glukdézy do bunck a tim jeji vyuziti
tkdnémi. Mys$i maji dva geny pro inzulin, inzulin 1 a inzulin 2. NEURODI reguluje pfimo
expresi pouze Inzulin 1 genu (Cordell et al 1979, Fu et al 2013, Gu et al 2010)*. U obou gent
byla u Neurod! CKO mutantl statisticky vyznamné snizend exprese v E14,5 a v P1 byla témér
nulova. MnozZstvi mRNA Inzulinu 2 bylo snizeno o 50 % a exprese [nzulinu I byla sniZenao
75 % v E14,5, pravdépodobné z diivodu, Ze jeho expresi reguluje pfimo NEURODI. U mysi
s deleci Neurodl mimo jiné také dochézi ke Spatnému fungovani B-bun€k (Naya et al 1997),
tomu pak odpovidd snizend produkce inzulinu. Vysledky koresponduji s redukci endokrinni
tkan€ pankreatu u NeurodI CKO jedinci, testované piiporovnani exokrinni tkdné s tkani
endokrinni.

Glukagon, ktery je produkovan a-buiikami, podnécuje produkci glukdzy =z jater
piipoklesu hladiny glukézy v krvi (Ikeda et al 1989). MnoZstvi mRNA Glukagonu bylo
statisticky vyznamné sniZzeno u Neurod! CKO mutantli v E14,5 a v P1 bylo témét nulové.
NEURODI1 aktivuje glukagonovy promotor (Dumonteil et al 1998), jeho delece
pravdépodobné tedy ptispiva i ke sniZzeni produkce glukagonu. Vysledky opét odpovidaji

snizené ploSe endokrinni tkan€ pozorované u Neurod CKO mysi.

57



Béhem vyvoje pankreatu je MafB exprimovan v o- a B-bunkach (Nishimura et al
2006), tomu odpovidalo snizeni exprese MafB u Neurodl CKO mutanti v E14,5. Exprese
MafB je poté prevazné omezena na diferencované a-bunky (Nishimura et al 2006). Mnozstvi
mRNA MafB v P1 bylo nezménéno u Neurod! CKO v porovnani s wt.

Bunky pozitivni na inzulin exprimujici Maf4 jsou detekovatelné od EI13,5.
K diferenciaci B-bun€k dochazi prostiednictvim ptepnuti exprese MafB na MafA. Transkripéni
faktor MafA je pak v dospélych B-buikéch dalezity pro jejich spravnou funk¢nost a reguluje
jejich preziti (Nishimura et al 2006). U obou studovanych vékii bylo pozorovano statisticky
vyznamné snizeni exprese MafA4 u Neurodl CKO mutantt, které opét odpovidalo snizeni poctu
B-bunek.

Transkripéni faktor PTF1 je dtlezity pro spravny vyvoj exokrinni ¢asti pankreatu
(Krapp et al 1996). VEI14,5 i P1 bylo mnoZstvi mRNA Ptfla u Neurodl CKO mutantl
snizeno. SniZeni exprese P#fl naznacuje, Ze nejenom vyvoj endokrinni tkdné je ovlivnén
Neurodl deleci, ale také vyvoj exokrinni Casti pankreatu. Dal$i experimenty musi ukazat,

zda se jednd o ptimy vliv anebo nepiimy v disledku abnormalit ve vyvoji endokrinni tkang.
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7. Souhrn

Tato prace byla zaméfena na studium funkéni role NEUROD1 ve vyvoji pankreatu.

V ramci této diplomové prace bylo zjisténo:

Mutanti s deleci Neurodl pomoci Is/I-Cre (Neurodl CKO) méli snizenou schopnost
preziti po narozeni (37 %), jinak ale byli bez znamek zmén externiho fenotypu
v porovnani s wt jedinci. Neurodl CKO mysi mély primérnou hmotnost o 9 % nizsi
nez u wt. Méfenim glukédzy v krvi béhem prvnich ¢tyfech tydni po narozeni bylo
zjisténo, ze Neurodl CKO mutanti byli hyperglykemicti.

U Neurod] CKO mutanti byla zjiSténa abnormalni morfogeneze Langerhansovych
ostrivkil a celkové snizeni endokrinni tkané pankreatu v E17,5 a PO v porovnani s wt.
Delece Neurodl pravdépodobné ovliviluje proliferaci endokrinnich bunék
pankreatu. U NeurodlCKO jedincii v porovnani s wt je patrny trend sniZzené
proliferace a- a B-bun¢k v E17,5.

U Neurod]CKO mutantli nedochazi k masivni apoptéze bunék endokrinni casti
pankreatu v E17,5 ani v PO. Byly detekovany ojedin€lé apoptotické buiiky srovnatelné
jak u Neurod1 CKO tak iu wt.

NEURODI ovliviiuje vyvoj pankreatu jiz béhem stadia sekundarni pfemény v E14,5.
Pomoci qPCR bylo zjisténo, ze Neurodl delece ovliviiuje expresi genti slouzicich jako
markery endokrinniho pankreatu (Pdx/, Neurog3, Pax6), genii hormont produkujicich
endokrinnimi  buikami  (Inzulin 1, Inzulin 2, Glukagon), genu dilezitych
pro diferenciaci endokrinnich bun¢k (Maf4, MafB) a genu pottebného pro vyvoj
exokrinniho pankreatu (Ptf1a).

Tyto vysledky ukazuji, Ze NEURODI1 ovliviluje vyvoj pankreatu jiz béhem sekundarni
pfemény, a ze ztrata endokrinnich bunc¢k neni v disledku apoptdézy béhem stadia
dozravani endokrinni tkan¢, ale z divodid abnormdlniho vyvoje a produkce

endokrinnich prekurzora.
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