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Abstrakt

Diabetes mellitus je onemocnéni vyznaCujici se ztratou a nefunkcnosti inzulin
produkujicich bun¢€k vedouci k hyperglykémii, ktera dlouhodob¢ $kodi organismu. Pro budouci
moznou terapii je kliCové pochopeni funkce jednotlivych faktort ucastnicich se diferenciace
a maturace endokrinnich bunék pankreatu. Cilem této prace bylo objasnit funkéni roli ISL ve
vyvoji pankreatu. ISL1 je exprimovan ve v§ech endokrinnich bunikach Langerhansovych ostravk,
avSak stale neni jasné, jakou ma tento transkripéni faktor funkci, a to pfedevSim v Casné
pankreatogenezi. Globalni delece Is// genu je embryonalné letdlni, proto byl pro studium vyvoje
pankreatu pouzit modelovy organismus s tkanoveé specifickou deleci Is// pomoci Cre-loxP
systému. V této praci byl studovan efekt delece Is// v Neurodl-Cre pozitivnich bunikach na
strukturu Langerhansovych ostrivkil, bunééné zastoupeni endokrinnich bun¢k a relativni expresi
genll v Casném embryonalnim vyvoji. Byla zjisténa defektni architektura ostrivkl spolu
s postnatalni absenci a-bun¢k a snizena exprese genl dilezitych pro specifikaci o linie bunck
a jejich naslednou funkci. Sekundarnim vystupem byla optimalizace protokolu pro efektivni
sortovani endokrinnich buné¢k pomoci fluorescencni pritokové cytometrie, kterd v budoucnu
umozni specifické molekularné biologické analyzy. Pomoci tohoto mysiho modelu byla prokazana

dualezitost ISL1 ve vyvoji endokrinnich bunék a v architektuie Langerhansovych ostriivki.
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Abstract

Diabetes mellitus is characterized by the dysfunction and reduction of insulin-producing
cells, resulting in hyperglycemia, which in long term harms the organism. For future therapy, it is
crucial to understand the function of various factors participating in the differentiation and
maturation of endocrine pancreatic cells. The aim of this study was to unravel the functional role
of ISL1 during the development of the pancreas. ISL1 is expressed in all endocrine cells of the
islets of Langerhansbut its function remains unclear, especially during early pancreatogenesis. As
the global deletion of this gene is embryonically lethal, we used the tissue specific deletion of Is//
in Neurodl possitive cells using the Cre-loxP system. In this work we studied the effect of this
deletion on the structure of islets of Langerhans, the formation of endocrine cell types and relative
expression of genes during early pancreatic development. A defective achitecture of islets together
with postnatal absence of a-cells was found in the Is// deletion mutant. Also, the expression of
genes important for the specification of a-cell lineage and their subsequent function was decreased.
The secondary outcome was the optimalization of a protocol for effective sorting of endocrine
cells using fluorescent flow cytometry, which will enable molecular biological analyses in the
future. Using this mouse model the importance of ISL.1 in development of endocrine cells and the

architecture of Langerhans islets was demonstrated.
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1. Uvod

Diabetes mellitus je jednim z nejCastéjSich onemocnéni postihujicich jak déti, tak dospélé.
Navic kazdym rokem pocet lidi trpicich diabetem roste. Napiiklad v Ceské republice bylo
evidovano pies 900 tisic lidi s timto onemocnénim (World Health Organization, 2016). Vyznacuje
se hyperglykémii zpuisobenou destrukci B-bun€k, poskozenim sekrece inzulinu nebo snizenou
senzitivitou bun¢k. Pacienti jsou ¢asto odkazani na kazdodenni dodavéni inzulinu, dodrzovani
specialni diety, ¢i uzivani 1ékti. Bunécna terapie pomoci in vitro diferencovanych B-bunck,
piipadné celych Langerhansovych ostrivka by mohla byt slibnou 1é¢bou. Pro tento cil je vSak
nezbytné objasnit proces vyvoje Langerhansovych ostrivki, diferenciace jednotlivych typii bunék
a zejména molekularni mechanismy, které se v nich figuruji. Pro schopnost B-bunék spravné
odpovidat na hladinu gluk6zy v krvi je nutnd jejich maturace, které napomahaji i ostatni bunky
Langerhansova ostriivku. ISL LIM homeoboxovy gen 1 (ISL1) je dulezitym faktorem ucastnicim
se vyvoje pankreatu, ktery je exprimovan ve vSech endokrinnich buikach Langerhansova ostrivku.

Jeho funkéni role vsak stale nebyla pln€ objasnéna.
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2. Prehled literatury

2.1. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus je zavazné onemocnéni vyznacujici se hyperglykémii, ktera v dlouhodobém
méfitku poskozuje dalsi organy. K diabetu mellitu dochazi poskozenim sekrece inzulinu, absenci
inzulin produkujicich B-bunék ¢i jejich snizenou senzitivitou odpovidat na hladinu glukozy v krvi
(“Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus.,” 2014). Pfi¢in diabetu je mnoho, od
autoimunitni destrukce B-bunék az po genetické mutace, a proto kategorizujeme diabetes mellitus

do né¢kolika raznych subtypt.

2.1.1. Diabetes mellitus prvniho typu (T1D)

Diabetes prvniho typu se nejcastéji objevuje v détstvi (Daneman, 2006)*. Ve vétSing piipadi
je zpusoben autoimunitni destrukci inzulin produkujicich B-bun¢k a pacienti jsou proto po cely
Zivot zavisli na externim dodavani inzulinu (Obr. 2.1). Casto navic trpi dal§imi autoimunitnimi

chorobami, naptiklad Graves-Basedowovou nemoci, myasthenii gravis nebo vitiligem.
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Langerhansovy ostruvky

Zdravy pankreas Diabetes mellitus typu 1

B-burika

Obr. 2.1: Porovnani Langerhansova ostrivku zdravého c¢lovéka a diabetika 1. typu. Modfe jsou
vyznaceny B-buiiky u zdravého cloveka, Sed€ destruované B-buriky u €loveka trpiciho T1D. Upraveno

a prevzato z (https://www.diabetes-children.ca/en/type-1-diabetes/type-1-diabetes/).

2.1.2. Diabetes mellitus druhého typu (T2D)

Diabetes druhého typu postihuje obvykle dospélé, u déti neni tak casty (Dabelea et al., 2014).
Pri¢inou je nezdravy zivotni styl a obezita, jejichz disledkem vznikd inzulinova rezistence
(Druet et al., 2006; Ginsberg et al., 1975). Inzulin se vdze na inzulinové receptory v membranach
cilovych bunék a zprostfedkovava tak vstup glukézy do bunék, ktera je v nich poté vyuzita jako
zdroj energie. U T2D je inzulin produkovan, ale cilové buiiky na néj nedokdzi odpovedét, a proto
nedochazi k dostate¢nému vyuziti glukézy. Z tohoto diivodu B-buniky produkuji vice inzulinu
a nasledkem toho postupem cCasu dochazi k jejich dysfunkci ¢i destrukci. Dojde ke sniZeni

produkce inzulinu, coz mlZe v pozd¢&jsi fazi onemocnéni zplsobit, Ze se pacienti stanou kompletné
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zéavislymi na dodavani inzulinu jako u T1D. U lidi trpicich T2D je proto velmi dilezita specialni

dieta, ptipadn¢ medikace pro zvyseni senzitivity bunék k inzulinu.

2.1.3. Monogenni diabetes mellitus

Monogenni diabetes je zplUsoben genetickymi mutacemi. D¢Eli se na neonatalni
a ,,maturity-onset diabetes of the young” (MODY) podle véku pacientii. Neonatalni je zjistén hned
u novorozencil, kdezto MODY se typicky projevi pozdéji ale do 25. roku Zivota. Existuje velké
mnozstvi MODY podle toho, ktery gen je poskozen. Ve vétSing piipadi se jedné o mutace v genech
pro transkripéni faktory, ale mize to byt i mutace genu pro glukokinazu (Bennett et al., 2011).
Naptiklad u MODY4 dochazi k mutaci v pankreatickém a duodendlnim homeoboxovém
genu 1 (PdxI). MODY6 je zplisoben mutaci v neurogennim diferenciacnim faktoru 1 (Neurodl),
coz je jeden zkliCovych gent dulezitych pro diferenciaci endokrinnich bunék pankreatu

(Staffers et al., 1997).
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2.2. Moderni terapie a nové mozZnosti

V soucasnosti se 1écba diabetu soustiedi na srovnani hladiny glukézy v krvi pomoci dodavani

inzulinu ¢i dalSich 1ékt napiiklad na zvySeni senzivity bunck k inzulinu. To ale neobnovuje
piirozenou funkci B-bunék, coz znamena, Ze je pacient odkazan na doZivotni 1é¢bu. S nardstem
novych technologii se oteviraji moznosti modernich terapii, které by optimaln¢ mohly obnovit
funkci a zivotnost B-bungk, a tak vylécit diabetes upln¢. Jedna se o genové terapie, bunééné terapie
pomoci kmenovych bunék, transdiferenciace, ¢i rizné metody pro podpoteni proliferace.
V ptipad€ genovych terapii se zkousi vlozit inzulinovy gen nebo PdxI naptiklad do stfevnich,
jaternich ¢i svalovych bunck. V piipad¢ inzerce Pdx! je cilem konvertovat jaterni buiiky do inzulin
produkujicich B-bun¢k (H. Li et al., 2008; Shternhall-Ron et al., 2007). Inzerce inzulinového genu
do stfevnich bunék zase zplsobi, ze zacnou produkovat inzulin (Ahmad et al., 2012). Genové
terapie jsou vSak velmi kontroverznim tématem soucasnosti, jelikoz s sebou nesou velkd rizika
nadorového bujeni (Anguela & High, 2019)*.

Dalsi moznosti jsou transdiferenciace, coZz znamend, ze se jeden typ bunék pfeprogramuje
v jiny, v tomto piipadé¢ v inzulin produkujici B-buriky. Nejvhodné&jsi jsou acinarni a duktalni buiky,
jelikoz maji spole¢né prekurzory, tim padem i nékteré transkripéni faktory a transdiferenciace je
jednodussi (Kim & Lee, 2016)*. Dale se zkousi transdiferencovat glukagon produkujici a-bunky
na B-bunky (Thorel et al., 2010). Tyto pokusy je ale velmi obtizné reprodukovat a aplikovat na
cloveka, jelikoz stale zlistdvd mnoho neznamych interakei a faktord.

Vyskyt kmenovych bunék v endokrinni €asti slinivky je stale sporny, jelikoZ se v ni mnoZzi
délenim predevSim diferencované bunky (Tschen et al., 2009). Regenerace Langerhansovych
ostruvkid je proto velmi Spatna. Moznost transplantace funkcnich B-bunék ma proto obrovsky
potencial vylécit diabetes, nebo alespoi pomoci pacientim tvofit vlastni inzulin a nebyt tak
odkazani na jeho kazdodenni dodavani. Transplantace slinivky ¢1 Langerhansovych ostriivki jsou
JiZ mozné, ale mnozstvi dostupnych organii je velmi omezené (Hering et al., 2005).

Slibnou metodou jsou buné&éné terapie s vyuzitim in vitro diferencovanych B-bunék, piipadné
celych Langerhansovych ostrivkli. Embryondlni kmenové bunky (ESCs) jsou pluripotentni, to
znamena, Ze je mozné z nich diferencovat t¢émét vSechny bunécné typy, vcetné endokrinnich bunck
slinivky. OvSem zisk ESCs zembryi je sohledem na etiku velmi kontroverzni. Vyuzitim
indukovanych pluripotentnich kmenovych bun¢k (iPSCs) je mozné obejit nutnost

imunokompatibility darce a ptijemce, jelikoZ lze vytvofit bun&Cnou terapii pfimo na miru
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pacientovi. Pacienti s darovanymi ostriivky totiz musi uzivat imunosupresiva, jelikoz by jejich
imunitni systém darované ostrivky znicil. Nabizi se také feSeni pomoci mikroenkapsulace ostrivkl
¢i B-bunék do specidlniho materialu, jez je ochrani pfed imunitnim systémem, ale zaroven bude
propustny pro kyslik, ziviny a signalni molekuly. Napfiklad pokusy enkapsulace B-bun¢k do
polysacharidu alginatu v kombinaci s chemokinovym ligandem 12 s C-X-C motivem (CXCL12)
znaci slibné vysledky, jelikoz chrani pfed utokem imunitniho systému a transplantované Stépy
piezivaji (Alagpulinsa et al., 2019). V roce 2014 byl publikovan protokol pro zisk velkého poctu
funk¢nich B-bunék schopnych spravné reagovat na glukozové stimuly (Pagliuca et al., 2014).
Avsak jiz v této publikaci autofi zminuji, Ze je to teprve zacatek, jelikoz maturovanym [-buitkam
in vivo pomahaji i okolni buiiky, napfiklad a-buiiky, naladit sprdvnou senzitivitu pro optimalni
produkci inzulinu.

Vsechny tyto moderni terapie predstavuji nové moznosti pro 1é€bu diabetu, ale zaroven také
ukazuji, kolik toho jesté nebylo objasnéno a jak je dilezity dalsi vyzkum vyvoje a diferenciace

jednotlivych bunék Langerhansovych ostravki.
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2.3. Morfologie pankreatu

Pankreas je jednim z organii travici soustavy. Nachazi se pod zaludkem a usti do duodena, do
kterého vylucuje travici enzymy (Obr. 2.2). AZ 95 % pankreatické tkané je tvofeno acindrnimi
a duktalnimi buiikami exokrinni ¢asti (Larsen & Grapin-Botton, 2017)*. Acindrni buiiky produkuji
travici enzymy, naptiklad protedzy, lipdzy a amylazy, ve formé inaktivnich prekurzord, které jsou
aktivovany az v duodenu. Tam jsou dopraveny pomoci kanalki, které jsou tvoieny duktalnimi
bunikami. Jen malou ¢ast tkané pankreatu zaujimaji endokrinni bunky. Je jich 5 typt a spolecné

tvoti utvary zvané Langerhansovy ostriivky.

2.3.1. Langerhansovy ostrivky

Langerhansovy ostrivky obsahuji zejména a-buiiky produkujici glukagon a [B-bufiky
produkujici inzulin. Men§i mnozstvi endokrinnich bunck zastupuji o6-builkky produkujici
somatostatin, e-builky produkujici ghrelin a PP-bunky produkujici pankreaticky polypeptid.
Ostruvek je siln¢ vaskularizovan, aby se hormony dostaly do krevniho fecisté. Samotna struktura
ostrivku je dana jeho postupnym vyvojem a procentudlnim zastoupenim jednotlivych bunck
(Sharon et al., 2019). Jako prvni diferencuji a-buniky, a az o par dni pozd¢ji B-burnky. To mtze byt
divodem, pro¢ se a-buniky u mys$i nachazi spiSe na okrajich a B-buiiky uvniti ostravku.

U mysi je tato struktura dobfte viditelna, kdezto u ¢lovéka a dalsich organismd, jako je napiiklad
prase a opice, je ostrivek komplexnéjsi, sloZzen z menSich ,,poloostrivkli” a zastoupeni a-bunék je
znacné vyssi (Obr. 2.3). Jednotlivé ,,poloostriivky” spolu béhem vyvoje fuzuji, coz ve vysledku
muze zplusobovat chaotické rozmisténi bunc€k. V ptipadé lidského ostrivku existuje tzv.
,sendvi¢ova” struktura, coz znamena, ze je vrstva [3-bunék obklopena dvémi vrstvami a-bunék
(Bosco et al., 2010). To by mohlo zvySovat kontakt mezi bunikkami a zajiStovat lepsi vaskularizaci.
Mysi pankreas je narozdil od lidského vice rozvétven (Obr. 2.2). Mira odliSnosti vyvoje mySiho
pankreatu od lidského je velmi nizka a velka Cast in vivo studii je proto realizovdna pravé na mySim
modelu, coZ je i pfedmétem této diplomové prace. Teoreticky prehled literatury se z toho diivodu

dale zamétuje na vyvoj pankreatu mysi.
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z (Dolensek et al., 2015).
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Obr. 2.3: Struktura Langerhansova ostrivku u rznych organismi. Typicka struktura mysiho ostrivku

s okrajem z glukagon produkujicich a-bun€k (zelen€) a vnittkem tvofenym inzulin produkujicimi
B-bunkami (Cerven¢). Komplexnéjsi struktura ostriivku u ¢loveka, opice a prasete. Méfitko 50 pm.

Upraveno a prevzato z (Cabrera et al., 2006).

2.3.2. a-bunky

U mysi jsou a-bunky detekovéany jiz v embryondlnim dni 9,5 (E9,5) (Gradwohl et al., 2000).
Produkuji hormon glukagon, ktery je dilezity pro udrzeni spravné hladiny glukézy v krvi
(Sutherland & de Duve, 1948). Pti hypoglykémii spousti glykogenolyzu, coZ je proces, pii kterém
je pfeménovan jaterni glykogen na glukozu, a tim se hladina glukézy v krvi navysSuje. Také
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ovliviiuje glukoneogenezi, tedy syntézu glukozy z laktatu ¢i aminokyselin. M4 tedy opac¢nou funkci
nez inzulin. Sekrece glukagonu je zavisla na vapenatych iontech, jelikoZ je zprostfedkovana Ca?"
dependentni exocytdézou (Barg et al., 2000). Diferenciaci buniky ziskavaji unikéatni vlastnosti,
a proto kazdy typ bunék ma své specifické markery. Vsechny endokrinni buiiky ostravka exprimuji
parovou doménu transkripcniho faktoru 6 (PAX6) (Turque et al., 1994). Nékteré markery
jsou specifické pouze pro o-buiky. Paterndlné¢ exprimovany gen 10 (PEGI10),
POU tfida 3 homeoboxovy gen 4 (POU3F4) a iroquois homeoboxovy gen 1 (IRX1) patii mezi

specifické markery a-bun¢k (Byrnes et al., 2018; Heller et al., 2005; Petri et al., 2006).

2.3.3. p-buiky

Nejpocetngjsi bunky Langerhansovych ostrivki jsou B-buniky. U mysi jejich diferenciace
zacina od E13,5 (Sharon et al., 2019). Tim vSak jejich vyvoj nekonci, protoze maturuji az
postnatalné. Produkuji hormon inzulin, ktery zajistuje vyuziti glukézy cilovymi buitkami, které
jsou na inzulinu zavislé. Maturované 3-buriky maji spravné nastavenou citlivost produkce inzulinu.
Inzulin sekretuji v malém mnozstvi neustéle. Jakmile v§ak stoupne hladina glukézy v krvi, za¢nou
B-buriky sekretovat vice inzulinu, ktery zprosttedkuje vyuziti glukdzy bunikami. Svalové a tukové
buniky obsahuji inzulinem regulované glukézové transportéry 4 (GLUT4), pomoci kterych dochazi
k transportu gluk6zy do cytosolu (James et al., 1988). Za normalniho stavu se nachdzi uvnitt bunky,
ale po inzulinovém stimulu jsou translokovany k plasmatick¢ membrané, kde zprostiedkovava;ji

glukézovy transport (Piper et al., 1991).
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2.4. Vyvoj pankreatu

Vyvoj pankreatu 1ze rozd¢€lit do 3 fazi; primarni, sekundarni a tercidlni tranzice. BEhem nich
dochazi ke vzniku pankreatickych pupent, diferenciaci prekurzorti v riizné bunécné typy a formaci
jednotlivych bunéénych struktur, zejména Langerhansovych ostrivka (Obr. 2.4). Pozdéji dochazi
k buné¢né maturaci vedouci ke spravné funkci a produkci hormonti a travicich enzymu. Cely tento

klicovy proces je fizen kombinaci fady transkrip¢énich faktort a vnitinich 1 vnéjSich signali.

a8  <embryondini den 80 B <embryordlniden 105> € <embryondlniden 12,52

mezench}rmélnibunk}r
pankreaticke r:m:ugenltnrwe I::nunk;..r
=
horni st zazn.-aﬂhn:n tlalc:t'u ttg‘*» ff-‘ ventralni pupen

d <embryondlniden 14.5> <ermbryordlniden 19.5=

Obr. 2.4: Vyvoj pankreatu. V E8 dochazi ke specifikaci pankreatického epitelu (a). V E10,5 rostou

“endokrinni
bufiky

exokrinni bufiky

dorzalni a ventralni pupeny, které jsou obklopeny mezenchymalnimi bunkami (b). Pankreatické
pupeny pokracuji v rastu a vétvi se (c¢). V El4,5 dochazi k rotaci stfevni
trubice (d). V dalsich dnech embryonalniho vyvoje dochazi k formaci ostrivkl a jejich nasledné

maturaci (e). Upraveno a pievzato z (Takahashi et al., 2016).

2.4.1. Primarni tranzice
Primérni tranzice je obdobi od E9,5 do E12,5 charakteristické vznikem pankreatickych pupenti,
pocateCnim vétvenim struktury a prvni diferenciaci endokrinnich bunék (Pan & Wright, 2011)*.

V E8,5 dochézi ke specifikaci pankreatické domény v endodermu primitivni travici trubice. Tato
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doména je déna expresi PDX1. Z té poté¢ v E9,5 puci dorzalni a ventralni pankreatické pupeny.
Dulezitou signalizacni roli hraje i okolni mezoderm a mezenchym, ktery vétvici se pupeny
obklopuje. Exprese PDX1 je indukovana mezodermem (Kumar et al., 2003). Mezenchym pozdé;ji
ovliviiuje diferenciaci a je nezbytny pro spravny vyvoj pankreatu. Vétvici se pupeny zaujimaji
takzvanou tip-trunk strukturu, kde vrcholy vybézk (tip) jsou v kontaktu s okolnim mezenchymem
(Obr. 2.5). Ten podporuje diferenciaci v acinarni prekurzory a inhibuje diferenciaci v endokrinni
prekurzory (Z. Li et al., 2004). Naopak ¢ast vzdalen¢jsi od mezenchymu (trunk) se diferencuje
v duktalni a endokrinni buiiky (Zhou et al., 2007). Pro primarni tranzici je charakteristicka zejména
diferenciace endokrinnich o- a e-bun€k (Heller et al., 2005). Ostatni endokrinni buiky jsou

diferencovany az v obdobi sekundarni tranzice.
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Obr. 2.5: Tip-trunk struktura a diferenciace acinarnich bunék. Rust a vétveni pankreatu, v oblasti $pi¢ek
lalokd se béhem priméarni tranzice specifikuji acinarni prekurzory z multipotentnich progenitorovych
bun¢k (MPC), které se béhem sekundarni tranzice diferencuji v acinarni bunky. Tkan pankreatu se
vétvi, dochazi k epitelidlni remodelaci, formaci ostrivkl a vysledkem je maturovany pankreas.

Upraveno a prevzato z (Pan & Wright, 2011)*.
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2.4.2. Sekundarni tranzice

Obdobi sekundarni tranzice je od E12,5 do E16,5 a vyznacuje se masivni diferenciaci bun¢k
(Dassaye et al., 2016)*. V tip oblasti dochazi k diferenciaci acinarnich bun¢k, kdezto v trunk
oblasti diferencuji duktalni a endokrinni buniky. V E14,5 jsou diferencovany inzulin produkujici
B-buiiky a formuji se Langerhansovy ostrivky ve formé tzv. ,,proto-islets”, které dale rostou
a mohou spolu i fazovat (Sharon et al., 2019). Nové¢ diferencované bunky vytlacuji jiz diive
diferencované bunky dale do prostu, ¢imz vznika u mysi typicka struktura ostruvku s 3-buiikami

uvniti a okrajem z a-bunék (Obr. 2.6).

B Ngn3®
5 M Chga'
| [
{:ﬂhﬂ_‘__&;} = USSP B ins’

Obr. 2.6: Zobrazeni postupného ristu Langerhansova ostriivku. Inzulin pozitivni B-buiky (Ins") tlaci
diive diferencované glukagon pozitivni a-buiiky (Geg") dopfedu, které tak tvoii okraje ostrivku.
Nediferencované neurogenin 3 (Ngn*) a chromogranin A (Chga") pozitivni endokrinni prekurzory jsou

znaceny zeleng. Pfevzato z (Sharon et al., 2019).

2.4.3. Tercialni tranzice

Tercidlni tranzice je obdobi u mysi od E16,5 az do postnatalniho obdobi. Dochézi k maturaci
jednotlivych bunék a finalni formaci Langerhansovych ostrivkl. Ostrivky se vyviji postupnym
rustem, kdy nove diferencované bunky vytlacuji ty stars$i dale do prostoru (Obr. 2.6). Struktura
ostrivku je dileZita pro mezibunécnou komunikaci, jelikoZ a-bunky timto zplisobem pfispivaji ke
spravné funkci B-bunék (Sharon et al., 2019). Maturace B-bunék je dileZzita pro optimalni miru

sekrece inzulinu po glukdézovém stimulu. Struktura ostritvku tedy ovliviiuje funkcei bunék.
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2.5. Transkripéni regulace

Béhem vyvoje pankreatu dochazi k rozsahlé diferenciaci progenitorovych bunék na velmi

specificky funk¢ni bunky. Cely tento proces je regulovan siti transkripcnich faktort (Obr. 2.7).

Primarni tranzice Sekundarni tranzice Tercialni tranzice
Pdx1, Ptf1a
. : Hnf1B, Hnf6
Nkx2.2, Nkx6.1 B _

Hb9, IsI1, Hnf1B, Exokrinni Pti1a
Hnf6 progenitor _

A

J' . Pax4, MafA, MafB,
Pankreaticky Pankreaticky - :kXZ2D 1N';(6.1, E:gé_
endoderm progenitor euroD1, Pax6, Hb9,
prekurzor
l /o Neaasn,
Pdx1

Isl1, Pax6, NeuroD1 Endokrinni __
progenitor
n Arx, MafB,
\ Pax6, Nkx2.2, —> |G-bunky
/ NeuroD1, Isl1
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Obr. 2.7: Schéma diferenciace bunck pankreatu a zapojeni jednotlivych transkripcnich faktort do
diferencia¢niho procesu. Specifikace pankreatického endodermu a jednotlivych progenitorovych bunék
béhem primarni tranzice. Expresi NEUROG3 dochazi ke specifikaci endokrinnich progenitord
a nasledné diferenciaci a-, B-, 6-, &- a PP-bun¢k v pribehu sekundarni a tercialni tranzice. Také probiha

diferenciace duktalnich a acindrnich bun€k z exokrinnich progenitord. Upraveno a prevzato

z (Dassaye et al., 2016)*.

2.5.1. Role transkrip¢nich faktori a jejich dilezitost béhem vyvoje

Transkripcni faktory ovliviiuji transkripci gend, a jsou tedy nepostradatelné béhem vyvoje
a diferenciace bunc¢k. Dochazi totiz k aktivaci nebo represi riznych gend, coZ zplsobuje, Ze
z uniformnich prekurzort se diferencuji naprosto odlisné bunky. Transkrip¢ni faktory mohou mit
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funkci jednu a byt specifické pro urcity typ bunék, nebo mohou mit funkci vice a pisobit v nékolika
naprosto odlisSnych bunkach. Naruseni exprese jednoho transkripéniho faktoru miize zptsobit
vazné nasledky a kompletné ovlivnit dalSi osud dané buiky. S kazdym objevem nového
transkripéniho faktoru nebo nové funkce se posouvame dale k co nejblizSimu pochopeni tohoto
slozitého mechanismu, ktery se v buitkach béhem vyvoje odehrava. To nam miize objasnit ptiiny
ruznych patologii, a idealné je i pomoci 1é€it. Vyvoje pankreatu se ucastni nespocet transkripcnich
faktorti, ale jejich funk¢ni role Casto jesté neni plné¢ znama. Také nejsou jasné molekularni

mechanismy, kterymi se buiiky béhem diferenciace tidi.

2.5.2. PDX1

PDXI1 je klicovym faktorem pro vyvoj pankreatu a pozdé&ji i pro funkci B-bunék. Je prvnim
specifikacnim faktorem pankreatu, jelikoz je exprimovan v ¢asti primitivni stfevni trubice, ze které
pozd¢ji vyrustaji pankreatické pupeny. Pii absenci ¢i defektu v Pdx/ genu dochazi ke kompletni
agenezi pankreatu, tedy pankreas se zastavuje ve vyvoji (Stoffers et al., 1997). Béhem vyvoje je
PDX1 exprimovén ve vSech typech pankreatickych bungk, jak v exokrinnich, tak i v endokrinnich
prekurzorech. V maturovanych buiikach pankreatu je jeho exprese specificka pouze pro B-buiky,
jelikoz funguje jako regulator exprese inzulinového genu (Ohlsson et al., 1993). PDX1 interaguje
se Swi/Snf chromatin remodelujicim komplexem, ktery reguluje rozvolnéni chromatinu, coz
umozni navazani PDXI1 na enhancer inzulinového genu, a tak aktivuje jeho transkripci

(Spaeth et al., 2019).

2.5.3. Neurogenin 3 (NEUROG?3)

NEUROG3 je specifika¢nim faktorem pankreatickych endokrinnich prekurzori, a je tedy
exprimovan ve vSech prekurzorech endokrinnich bun€k pankreatu behem vyvoje
(Gu et al., 2002; Schwitzgebel et al., 2000). Jeho exprese zacina u mysi od E9,5 a dale roste az
do EI5,5, a nasledné¢ prudce klesa, jelikoz dochdzi k masivni diferenciaci bunck
(van Gurp et al.,, 2019). Diferencované buiiky ho poté jiz neexprimuji. U mySich mutatnt
s deletovanym Neurog3 genem nedochdzi k vyvoji endokrinni ¢asti pankreatu a kompletné chybi

Langerhansovy ostrivky.
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2.5.4. Neurogenni diferencia¢ni faktor 1 (NEUROD1)

DalSim velmi dalezitym transkripénim faktorem je NEURODI. Kromé pankreatu je
exprimovan také vmozku a stfevnich bunkéch, ve kterych aktivuje expresi sekretinu
(Mutoh et al., 1997). V pankreatu je exprimovan od E9,5 a to ve vSech endokrinnich prekurzorech,
avSak v dospélosti se nachazi témét vyhradné v a- a B-bunkach. Reguluje expresi hormont
u o-, B- a 8-bun¢k (Dumonteil et al., 1998; Itkin-Ansari et al., 2005). Je také dileZity pro spravnou
formaci Langerhansovych ostrivki. Bylo zjisténo, Ze mySi s homozygotni deleci Neurodl maji
zmenSené ostruvky s poSskozenou strukturou a velmi redukovanym pocétem [(-bunék
(Naya et al., 1997). Pocet ostatnich endokrinnich bunék byl také sniZen, coz znaci, Ze je NEURODI1

dilezity jak pro pfezivani tak i pro spravnou morfogenezi endokrinni ¢4sti pankreatu.

2.5.5. ,Fifth ewing variant protein” (FEV)

Prekurzory endokrinnich bunék se vyznacuji vysokou expresi NEUROG3, kterd postupné
klesa s postupujici diferenciaci bun¢k. Existuje vSak nékolik diferencia¢nich mezistavli mezi
prvnimi prekurzory a finalnimi diferencovanymi bunikami (Yu et al., 2019). Je pro né specificka
napiiklad vysoka exprese transkripcniho faktoru FEV (Byrnes et al., 2018). FEV je exprimovan
také v serotoninergnich neuronech, kde reguluje transkripci genii diileZitych pro jejich maturaci

(Wyler et al., 2016).

2.5.6. ,Aristaless related” homeoboxovy gen (Arx)

Endokrinni prekurzory jsou diferencovany do jednoho z 5 typt endokrinnich pankreatickych
bunék. O osudu téchto prekurzort rozhoduje exprese dalSich transkripcnich faktorti. Diilezitou roli
hraji zejména ARX a parova doména transkripcniho faktoru 4 (PAX4). Arx lezi ,,downstream* od
Neurog3 a je exprimovan v endokrinnich prekurzorech od E9,5 (Collombat et al., 2003). Zpocatku
jsou exprimovany v prekurzorech oba tyto faktory, ale nakonec prevladne exprese jednoho z nich,
a tak dojde ke specifikaci ur¢itého typu endokrinnich bunék (Obr. 2.8). ARX a PAX4 jsou
antagonisté, navzajem se reprimuji a potlacuji diferenciaci v urcité typy bunck. Expresi faktoru
ARX jsou buniky pfedurceny se diferencovat do a-, ¢i PP-bunék. Naopak, pokud ptevladne exprese
PAX4, budou se buriky dale diferencovat do 3-, ¢i 6-bunék. U mysi s deleci Arx bylo zjisténo vyssi
mnozstvi Pax4 mediatorové ribonukleové kyseliny (mRNA) a ve vysledku byl sniZzen pocet

a-bunék a navysen pocet B- a 6-bunék.
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Obr. 2.8: Role ARX a PAX4 v diferenciaci bunék. Endokrinni prekurzory exprimuji NEUROG?3.
Dochazi k diferenciaci v a-bunky za ptitomnosti ARX. Exprese Pax4 je nutna pro diferenciaci
v B-buiiky. Naopak pro diferenciaci v 6-buiiky neni exprese Pax4 nezbytna, jelikoZ je potfeba pouze
k represi Arx. Je mozna konverze a-bunék v B-buiiky ztratou exprese Arx ¢i expresi Pax4. Upraveno

a prevzato z (Napolitano et al., 2017).

2.5.7. PAX4

PAX4 je dulezity pro specifikaci B a 6 linie bunék (Sosa-Pineda et al., 1997). Je nezbytny pro
diferenciaci B-bunék. Pfi dvojité deleci Arx i Pax4 chybély a- i B-buiky, kdezto pocet d-bunck
byl navysen (Collombat et al., 2005). To znaci, ze u 6-bunck je PAX4 potieba pouze pro represi
ARX, ale ne pro findlni diferenciaci. O roli PAX4 v diferenciaci e-bun€k neni mnoho znémo,

objasnéna byla pouze skutecnost, kdy PAX4 reprimuje krom& ARX 1 expresi ghrelinu (GHRL),
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jelikoz pti deleci Pax4 je také navysSen pocet e-bunck (Q. Wang et al., 2008). PAX4 je exprimovan
v pankreatickych pupenech od E9,5 a stejné jako Arx lezi ,,downstream* od Neuog3. Jeho exprese
je nejvyssi okolo E13,5, a poté se snizuje, az uplné vymizi. Tento expresni profil umoziuje
ze zaCatku reprimovat expresi Arx a o par dni pozd&ji aktivovat diferenciaci [B-bunék

(Smith et al., 1999).

2.5.8. Transkrip¢ni faktory MAFA (MAFA) a MAFB (MAFB)

Dalsi transkrip¢ni faktory, které se podili na diferenciaci a- a B-bun¢k jsou MAFA a MAFB.
MAFA je specificky pouze pro [B-bunky, kdezto MAFB je exprimovan béhem vyvoje
v endokrinnich prekurzorech v a- a v B-buiikach (Nishimura et al., 2006). V dospélém pankreatu
je jiz exprese MAFB specificka pouze pro a-buiiky a v B-bunikach neni detekovana. MAFA je
exprimovan od E13,5 v inzulin produkujicich B-burikach, které se diferencovaly béhem sekundarni
tranzice (Matsuoka et al., 2004). Je to dalSi z transkripcnich faktorti regulujicich expresi
inzulinového genu, a je proto dulezity pro maturaci, pieziti a funkci B-bunék. Naproti tomu MAFB
je exprimovan jiz béhem primérni tranzice a je detekovan i v E10,5 nejen v glukagon produkujicich
burikach, ve kterych funguje jako aktivator exprese glukagonu, ale také v budoucich B-burikach
(Artner et al., 2006; Nishimura et al., 2006). B-buniky béhem vyvoje exprimuji MAFB, pozdé&ji
zahaji 1 expresi MAFA, ale v dospélosti jiz exprimuji pouze MAFA. Tento ¢asovy pifechod mezi

expresi MAFB a MAFA je dulezity pro spravny vyvoj a maturaci 3-bunék.

2.5.9. ISL1

Klicovym faktorem pro vyvoj pankreatu a zejména buniek Langerhansovych ostriivki je ISL1.
Také je nepostradatelny pro vyvoj nervového systému a srdce (Cai et al., 2003; Pfaff et al., 1996).
Globalni delece Is/] zpusobi selhani vyvoje kardiovaskularniho systému, a je tedy embryonalné
letalni. Jeho exprese zacind v E9,5 v pankreatickych pupenech a okolnim mezenchymu
(Dong et al., 1991). Isl! je exprimovan v dorzalnim mezenchymu, ale ve ventralnim je exprimovan
s 1-2 dennim zpozdénim (Ahlgren et al., 1997). U mysi s globalni deleci Is// se nevytvari dorzalni
mezenchym, a jelikoz je okolni mezenchym dulezitym induktorem diferenciace acindrnich bungk,
dochazi k defektim v diferenciaci exokrinnich bun€k. B€hem vyvoje, ale i v dospélosti je ISL1
exprimovan ve vSech endokrinnich bunikdch pankreatu (Du et al., 2009). Mysi s deletovanym Is//

maji méné¢ endokrinnich bun€k a snizenou hormonalni produkci. Dale maji vyrazné snizenou

28



expresi transkripcniho faktoru MAFA. Is/] lezi totiz ,,upstream* a ptfimo ovlivituje expresi MafA.
To znadi jeho dulezitost pro maturaci a naslednou funkci bunék. ISL1 reguluje expresi vSech
hormon produkujicich bun¢k. V B-bunkach piimo interaguje s NEURODI a reguluje expresi
inzulinu (Zhang et al., 2009). Jeho funkce béhem vyvoje endokrinni tkané neni stale plné

objasnéna.
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3. Cile prace

e Zhodnoceni fenotypu u kontrolnich mysi a NeurodI-Cre"" Is/17" (Is11CKO)

e Srovnani exprese vybranych gent podilejicich se na asném vyvoji pankreatu

e Optimalizace metody sortovani endokrinnich bun¢k Langerhansovych ostrivk pomoci

fluorescenéni priitokové cytometrie
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4. Material a metody

4.1. Material
4.1.1. Modelovy organismus

Pro experimentalni praci byl zvolen zvifeci model mysi domaci (Mus musculus). VSechna prace
se zvifaty prob¢hla podle zakona ¢islo 246/1992 Sb. a jeho nasledné vyhlasky cislo 419/2012 Sb.
Mysim byl zaveden svételny rezim v intervalu 12 hodin s neomezenym piistupem k potrave.
Bfezost byla zjistovana podle pfitomnosti vaginalni zatky u samic. Ta byla kontrolovana kazdé
rano a v piipadé¢ jeji ptitomnosti bylo poledne t¢hoz dne kanonicky stanoveno jako E0,5. Z diivodu
embryonalni letality mysi s globalni deleci s//, byla u modelu pouzita tkanove specificka delece

Isl1 pomoci Cre-loxP systému (Obr. 4.1) (Hernandez et al., 2006; McLellan et al., 2017).
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D

NeuroD1 Cre

tdTomato

loxP

Obr. 4.1: Tkanové specificka delece Is// pomoci Cre-loxP systému. V principu jde o kiizeni samce,
jehoz genom obsahuje transgen pro Cre rekombinazu (v naSem pfipadé exprese Cre rekombinazy je
regulovana promotorem genu Neurodl) se samici, ktera ma cilovy gen Is/i, ohrani¢en [oxP misty.
U mutantnich potomkt pak dochéazi k podminéné deleci Is// ve vSech bunkach, ve kterych je
exprimovan Neurodl. Cre rekombinaza zprosttedkovava vystépeni DNA segmentu, ktery se nachazi
mezi loxP sekvencemi.

Jako kontrola tkanové specifické activity Cre rekombinazy u naseho modelu slouzi reportérovy
transgen tdTomato (Bianchi et al., 2015; Bittner-Eddy et al., 2019). Je lokalizovan v lokusu
Gt(ROSA)26Sora a exprimovan v ptipadé vystépeni stop kodonu, ktery je rovnéz ohrani¢en loxP misty.
Ve shrnuti, kiizenim Neurodl-Cre* mysi (H. J. Li et al., 2012) s Is/// mysi (Sun et al., 2008) byli
ziskani homozygotni mutanti Neurodl-Cre"” IsI}” heterozygoti (ht) Neurodl-Cre"” IsI}" a dale

potomci bez transgenu Cre rekombinazy (kontroly).
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4.1.2. Chemikalie

Agar6za, Sigma-Aldrich, USA

Azid sodny (NaN3), Sigma-Aldrich, USA
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Penta, Ceska republika
Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich, USA
Dodecylsulfat sodny (SDS), Sigma-Aldrich, USA

Dulbecco fosfatovy pufr, Sigma-Aldrich, USA

Eosin, Diapath S.P.A., Italie

Ethidium bromid, Sigma-Aldrich, USA

Ethylakohol, Penta, Ceska republika

Fetalni bovinni sérum (FBS), Sigma-Aldrich, USA

DNA standard - GeneRuler 50 bp DNA Ladder, Thermo, USA
DPX montovaci medium, Sigma-Aldrich, USA

Glycerol, Amresco, USA

Glykogen (20 mg/ml), Sigma-Aldrich, USA

Hoechst 33258, Thermo, USA

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat, Penta, Ceské republika
Chlorid draselny, Penta, Ceska republika

Chlorid lithny, Sigma-Aldrich, USA

Chlorid sodny, Penta, Ceské republika

Chloroform, Penta, Ceska republika

Izopropanol, Penta, Ceska republika

Kyselina ethylendiamintetraoctovd (EDTA), Sigma-Aldrich, USA
Kyselina ethylenglykol-di-(2-aminoethylether)-tetraoctova (EGTA), Sigma-Aldrich, USA
Kyselina borita, Sigma-Aldrich, USA

Mayertav hematoxylin, Diapath S.P.A., Italie

Methanol, Sigma-Aldrich, USA

Osli sérum, Jackson ImmunoResearch, USA

Paraformaldehyd (PFA), Sigma-Aldrich, USA

n-Propylgalat, Sigma-Aldrich, USA

Tris, Sigma-Aldrich, USA
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Triton X-100, Sigma-Aldrich, USA

Trizol Reagent, Invitrogen, USA

Tween20, Amresco, USA

Voda bez DN4z a RNaz, Sigma-Aldrich, USA

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

Trypsin, Sigma-Aldrich, USA

4.1.4. Primery

Nézev primeru Sekvence Pouziti
Neurodl-Cre F CCATTTTGCAGTGGACTCCT genotypizace
Neurodl-Cre R ACGGACAGAAGCATTTTCCA genotypizace
Isll F CTCTGGAACATCCCACATTG genotypizace
Isll R GATGCAACCCCTGTTCCTAC genotypizace
tdTomato wt F AAGGGAGCTGCAGTGGAGTA genotypizace
tdTomato wt R CCGAAAATCTGTGGGAAGTC genotypizace
tdTomato mt F CTGTTCCTGTACGGCATGG genotypizace
tdTomato mt R GGCATTAAAGCAGCGTATCC genotypizace
Arx F TTTTCTAGGAGCAGCGGTGT qPCR

Arx R GGGCCATAGTGGAAAAGAGC qPCR

Geg F CAGAAGAAGTCGCCATTGCC qPCR

Gcg R AAGTCCCTGGTGGCAAGATT qPCR

Hprtl F GCTTGCTGGTGAAAAGGACCTCTCGAAG  gPCR

Hprtl R CCCTGAAGTACTCATTATAGTCAAGGGCAT gPCR

MafB F GCAGGTATAAACGCGTCCAG qPCR

MafB R TGAATGAGCTGCGTCTTCTC qPCR
Neurog3 F AGTGCTCAGTTCCAATTCCAC qPCR
Neurog3 R CGGCTTCTTCGCTTTTTGCTG qPCR
PeglO F CCCTCATCCTTCGTGGCATC qPCR
PeglOR CTCGTGGTTGGCGTCTTTTG qPCR
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Pou3f4 F CTGCCTCGAATCCCTACAGC qPCR

Pou3f4 R CTGCAAGTAGTCACTTTGGAGAA qPCR
Fev F AAACATCTCTGCCGTTCCCC qPCR
Fev R TGGGAGCTTTAATGGGGCTG qPCR

4.1.5. Protilatky

Primarni Typ Host Spolecnost Redéni
Glukagon monoklonalni mys Abcam 1:400
Insulin polyklonalni morce Abcam 1:50
PAX6 polyklonalni kralik BioLegend 1:100
PDX1 polyklonalni kralik Abcam 1:2000
Sekundarni Host Spolecnost Redéni
Alexa Fluor® 405 Anti-Guinea Pig osel Jackson ImmunoResearch ~ 1:500
Alexa Fluor® 488 Anti-Mouse osel Jackson ImmunoResearch ~ 1:500
Alexa Fluor® 594 Anti-Rabbit osel Jackson ImmunoResearch  1:500

4.1.6. Roztoky

Antifade:

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

2,5% (w/v) osli sérum; 0,5% (w/v) Tween®20, 0,05% (w/v) TritonX-100 v PBS
Elektroforeticky pufr 0,5x TBE:

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

FACS puft:

Dulbecco PBS, 10mM EGTA, 2% (w/v) FBS

Fosfatovy pufr (PBS):

10mM Na;HPOj4, 150mM NacCl, 2mM KCI, 2mM KH>POy4, pH = 7,4
Lyza¢ni puft:

50mM Tris (pH = 8), 100mM EDTA (pH = 8), 100mM NaCl, 1% SDS, pH = 8,0
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Disociac¢ni puft:
93,1% (w/v) voda bez DNaz a RNéaz, 50mM chlorid sodny, 10mM Tris-HCl (pH = 8§,3),
0,45% (w/v) TritonX-100, 0,45% (w/v) Tween®20

4.1.7. Komer¢ni soupravy

Komer¢ni souprava pro polymerazovou fetézovou reakcei, 5x HOT FIREPol Blend Master Mix
RTL 10mM with BSA, Solis BioDyne OU, Estonsko

Komer¢ni souprava pro kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci, TATAA SYBR®
GrandMaster® Mix, TATAA Biocenter, Svédsko

Komer¢ni souprava pro reverzni transkripci, Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit

with dsDNase, Thermo Scientific, USA

4.1.8. Pristroje

Analytické vahy 154Al1, Bel engineering, Italie

Centrifuga Z216 MK, Hermle, Némecko

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

Konfokalni mikroskop Zeiss CZ LSM880 2P, Némecko

Mikrovilnna trouba MCE30, Hitachi, Japonsko

Mikrotom RM2255, Leica Biosystems, Némecko

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

Termocykler CFX384 Touch™ Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad, USA
Termocykler, Biometra, Némecko

Vibratom, Leica Biosystems, Némecko

Vortex MIXER S0200, LabnetInternational, USA
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4.1.9. Pocitacové programy

Adobe Photoshop CS5.1, USA

Bio-Rad CFX Manager 3.0, USA

GraphPad Prism 5.04, GraphPad Software, USA

ImagelJ 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

4.2. Metody

4.2.1. Extrakce mySich embryi

Bfezi mysi byly usmrceny cervikalni dislokaci. Néasledn¢ byly matkdm operativné vyjmuty
vacky s embryi. Ty byly vloZeny do Petriho misky s PBS a chlazeny na ledu. Poté byla pod
binolupou opatrné¢ mikrodisektovdana jednotlivd embrya tak, aby nedoSlo k poruSeni spoje
s placentou. Pomoci fluorescencniho mikroskopu byla eventualné vybrana Cre-pozitivni embrya
s aktivovanou expresi tdTomato pro zpracovani na cytometrii. Cast ocasni tkané kazdého embrya

byla vyuzita ke genotypizaci.

4.2.2. Izolace DNA

Vzorky uréené ke genotypizaci byly lyzovany v 600 pl lyza¢niho pufru s 8 pul proteindzy K.
Zkumavky byly ponechany pies noc v 55 °C a dalsi den centrifugovany pii 14000 G a 18 °C po
dobu 12 minut. K supernatantu bylo ptidano 600 pl isopropyl akoholu, ¢imz doslo k vysrazeni
DNA. Poté byla DNA promyta nejprve 70% ethanolem, centrifugovana po dobu 10 sekund, 100%
ethanolem a znovu centrifugovdna 10 sekund. Vysledné peleta byla usuSena v termobloku pfi
teploté 55 °C. Nasledné bylo pfidano 100 pl vody bez DN4z a RN4az a vzorky byly inkubovany pfi
55°C 2 hodiny. Koncentrace DNA byla zméfena pomoci spektrofotometru Nanodrop 1000.

4.2.3. Rychla DNA extrakce

Pro rychlé urCeni genotypu mySich embryi bylo vyuzito metody rychlé DNA extrakce
(McClive & Sinclair, 2001). U dospélych mysi bylo nutné provést klasickou izolaci DNA
(viz kapitola 4.2.2), ale u mySich embryi bylo mozné vyuzit rychlé DNA extrakce, jelikoz

embryonalni tkan Ize rychleji lyzovat a extrahovat z ni DNA. Pomoci této metody bylo mozné

37


https://imagej.nih.gov/ij

zjistit genotypy embryi béhem kratké doby, coz umoznilo napiiklad spojovat vzorky stejné¢ho
genotypu. Tkan byla disociovana v 50 pl disociaéniho pufru s 1 ul proteinzy K. Cést tkané byla
vlozena do stripu a lyzovana v PCR cykleru pii 55 °C po dobu 5 minut a nasledné pti 95 °C po

dobu 10 minut.

4.2.4. Polymerazova retézova reakce
Nejprve byl piipraven PCR mix podle Tab. 1. Na jeden vzorek bylo napipetovano 19 pl mixu
do mikrozkumavky a ptfidan 1 ul DNA. Po zvortexovani a centrifugovani byly vlozeny do

termocykleru na 35 cykli. Pribéh reakce byl nastaven podle Tab. 2.

Tab. 1: Slozeni PCR mixu pro jednu reakci

Chemikalie Objem [pl]
Voda bez DN4z a RNaz 13

5x Master Mix 4

Forward primer 1

Reverse primer 1

Tab. 2: Pribéh PCR

Krok reakce Teplota Cas[min]
Iniciace reakce 95°C 5:00
Denaturace DNA 95 °C 0:30

Nasednuti primera 63 °C 0:30 cyklus
Elongace 72 °C 0:30
Terminalni elongace 72 °C 5:00

4.2.5. Genotypizace

K detekci vyslednych PCR produkti byla pouzita horizontalni gelova elektroforéza. Byl
ptipraven gel z 2% agar6zy v 0,5x ziedéném TBE pufru s ethidiumbromidem (0,4 pg/ml). Do prvni
jamky byly naneseny 3 pl markeru ,,GeneRuler 50 bp DNA Ladder”. Do zbylych jamek bylo
nenaseno 8 pl jednotlivych PCR produktii. Napéti bylo nastaveno na 130 V a po 30 minutach bylo
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zkontrolovano dostatecné rozdéleni pod UV v translunimatoru. Vysledek byl zaznamenan

fotoaparatem a zobrazen na pocitaci (Obr. 4.2).

Obr. 4.2: Genotypizace pomoci gelové elektroforézy. Na &asti A oznadeni ht Is/I”" (f/-) a homozygoti
Isl7(f]f). Na &asti B ozna¢eny Cre pozitivni (+) a Cre negativni vzorky (-) transgenu. PK a NK zna&i

pozitivni a negativni kontrolu.

4.2.6. Barveni hematoxylinem a eosinem

Mysi pankreaty byly zality do parafinového blocku a krajeny na mikrotomu. Byla zvolena
tloustka ezt 8 um. Pfed barvenim bylo potieba jednotlivé vzorky zbavit parafinu inkubaci 20
minut v Xylenu. Poté byly vzorky zavodnény inkubaci v sestupné ethanolové fad€, po 5 minutach
v 100%, 96%, 90%, 80% a nakonec v 70% ethanolu. Nejprve byly vzorky barveny v hematoxylinu

po dobu 3 minut a ndsledné oplachovany pod tekouci vodou. Poté byly na par vtefin ponoieny do
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roztoku eosinu. Nakonec byly vzorky odvodnény vzestupnou ethanolovou fadou a xylenem.

Vysledné vzorky byly zamontovany do DPX montovaciho média.

4.2.7. Priprava vzorki pro imunohistochemické barveni

Po disekci byly pankreaty fixovany 1 hodinu v 4% PFA. Nasledné byly odvodnény vzestupnou
metanolovou fadou (25%, 50%, 75% a 100%) a uchovavany v 100% metanolu v -20 °C. Pted
pouzitim byly vzorky sestupnou metanolovou fadou pievedeny do PBS. Poté byly pankreaty zality
4% agardzou do blocku. Ty byly umistény do inkubatoru pii 37 °C na 10 minut, a poté dany do
lednice na 10 minut. Na vibratomu byly krajeny fezy o tloustce 80 um. Uchovavany byly
v desti¢kach obsahujicich PBS s 0,1% NaN3.

4.2.8. Imunohistochemické barveni

Rezy byly blokovany blokaénim roztokem miniméalné 1 hodinu. Nésledn& byl bloka¢ni roztok
odsén a byly ptfidany primarni protilatky. Desticka se vzorky byla zalepena parafilmem a umisténa
na kyvacku do 4 °C na 48-72 hodin. Poté byl roztok primarnich protilatek odsan a fezy byly 5x
promyty PBS po 30 minutidch. Znovu nésledovala blokace bloka¢nim roztokem po dobu 1 hodiny.
Roztok byl odsan a byly pfidany piisluSné sekundarni protilatky. Desti¢ka s fezy byla obalena
alobalem, aby nedoslo k nezadouci excitaci fluoroforil, a opét umisténa na tfepacku do 4 °C ptes
noc. Dalsi den byly fezy 5x promyty PBS po 30 minutach. U vybranych barveni byl béhem prvniho
promyvani ptidan Hoechst 33258 (1:2000) pro barveni bunécénych jader. Imunohistochemicky
obarven¢ fezy byly montovany na sklicko do Antifade roztoku, prekryty krycim sklickem

a uchovavany ve tmé pii 4°C.

4.2.9. Priprava vzorki na pratokovou cytometrii

Vypreparované pankreaty z mySich embryi byly enzymaticky stépeny v 300 ul 0,05% roztoku
trypsinu s 0,53 mM EDTA, 5-6 minut (podle velikosti tkdn¢) v termobloku pii 37 °C a tfepani 900
RPM. St&peni tkané bylo zastaveno piidanim 600 ul FACS pufru. Poté byly vzorky centrifugovany
10 minut pti 800 G a 4 °C. Supernatant byl odebran pipetou a peleta byla rozpusténa v 500 pl
FACS pufru. Tésn¢ pred pritokovou cytometrii byly vzorky prefiltrovany pomoci sterilnich filtrt

,CellTrics 50 um” do ¢istych zkumavek.
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4.2.10. Bunééna separace pomoci fluorescencni pritokové cytometrie (FACS)

K pfefiltrovanym vzorkiim bylo pfidano Hoechst 33258 barvivo (1 pg/ml) pro barveni
bunécénych jader. Diky tomu bylo mozné oddélit populace zivych a mrtvych bunck (Obr. 4.3).
tdTomato pozitivni buiniky byly sbirany do zkumavek obsahujicich 300 ul Trizol Reagentu, a poté

uchovany v -80 °C.
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Obr. 4.3: Nastaveni pratokového cytometru. Cervené znaleny vysledné tdTomato pozitivni buriky.
V grafu A znazornéno oddé€leni populace bunék dle velikosti. Vyse¢ bunék ,,Cells” zna¢i nami vybranou
populaci bunék. V grafu B znazornéna ve vyseéi ,,Singlets” selekce jednotlivych bunék. Odfiltrovany
byly napfiklad spojené buiiky. V grafu C ve vyseci ,,live” selekce zivych bunék pomoci Hoechst barveni.
Zbylé zluté¢ znacené builky byly apoptotické ¢i nekrotické. V grafu D selekce vyslednych cervené
znaCenych tdTomato pozitivnich bungk ve vyseéi ,,dTomato”. Zbylé modie znacené bunky byly
tdTomato negativni. Zelen¢ znacené bunky mezi vysecemi byly buiiky Zivé, ale nebyly zatfazeny

do ,,dTomato” vysece z ditvodu zptisnéni ohraniceni vysece pro lepsi spolehlivost.
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4.2.11. Izolace RNA

Izolované mysi pankreaty byly homogenizovany v 300 pl Trizol Reagent roztoku pomoci
injek¢nich stiikacek. Nasledné byly vzorky zahtaty v termobloku na 55 °C po dobu 3 minut, a poté
vortexovany cca 10 vtefin. Proces byl opakovan tiikrat. Dale bylo ke kazdému vzorku piidano
60 ul chloroformu, vzorky byly vortexovany 15 vtefin a ponechany stat 5 minut. Poté byly
centrifugovany 15 minut pti 14000 G ve 4 °C. Tim byly vizualné odd¢€leny 2 faze. Spodni rizova
organicka a horni vodna obsahujici RNA. Horni faze byla pomoci pipety pienesena do nové
zkumavky. Dale bylo ptidano 0,5 ul glykogenu (20 mg/ml) a 170 pul isopropanolu. Pomoci vortexu
byly vzorky promichany a uloZeny do -80 °C po dobu alespoit 30 minut, aby doslo k precipitaci
RNA. Vzorky byly poté centrifugovany 30 minut pti 14000 G a 4 °C. Supernatant byl odstranén
a pelety s RNA omyty 500 ul 75% ethanolu a znovu centrifugovany 5 minut pii 7500 G pfi 4 °C.
Omyvani pelety bylo provedeno celkem tfikrat. Nasledné byly pelety usuSeny v termoblocku pfti
55 °C aresuspendovany ve 20 pl vody bez RN4az.

Pro lepsi Cistotu RNA byla provedena purifikace ptidanim 8M LiCl, tedy na 20 ul roztoku RNA
byl ptidan 1 ul 8M LiCl. Po kratkém zvortexovani a centrifugaci bylo ptidano 56 ul 100% ethanolu.
Vzorky byly znovu vortexovany, kratce centrifugovany a ponechany pies noc v -80 °C. Poté byly
centrifugovany 30 minut pii 14000 G a 4 °C a znovu 3x omyty 500 pl 75% ethanolu. Mezi
promyvanim byly centrifugovany 5 minut pii 7500 G a 4 °C. Poté byly pelety usuSeny
v termobloCku pii 55 °C a resuspendovany ve 12 pl vody bez RNaz. Koncentrace RNA byla

zmétena na Nanodropu.

4.2.12. Reverzni transkripce

Byla pouzita komer¢ni souprava pro reverzni transkripci ,,Maxima H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit with dsDNase” od firmy Thermo Scientific. Pfed samotnou reverzni transkripci byly
vzorky oSetfeny dsDNazou. Ke vzorku se 100 ng celkové RNA byl pfidan 1 pl 10X dsDNéazového
pufru a 1 pl dsDNazy. Po kratkém promichani na vortexu a centrifugaci byl vzorek inkubovéan
2 minuty pii 37 °C a 5 minut pii 55 °C. Poté byla ke vzorku ptidana smés primert, ANTP a vody
podle Tab. 3, aby finalni objem vzorku byl 15 pl. Po promichani na vortexu a centrifugaci byl
vzorek inkubovan 5 minut pii teploté 65 °C. Poté bylo ptidano 5 pl smési podle Tab. 4. Vzorek byl
opét zvortexovan a centrifugovan. Dale byl inkubovan 10 minut pti 25 °C, 15 minut pii 50 °C a

5 minut pfi 85 °C. Findlni cDNA byla poté nafedéna v pomé&ru 1:3 vodou bez DN4z a RNéaz.

42



Tab. 3: Slozeni smési primert a INTP

Chemikalie Objem [pl]
Oligo (dT)1s primer 0,25
Random hexamer primer 0,25

10mM dNTP mix 1

Voda bez DN4z a RNaz do 15

Tab. 4: Slozeni smési pro RT

Chemikalie Objem [pl]
5X RT Buffer 4
Maxima H Minus Enzyme Mix 1

4.2.13. Kvantitativni PCR v realném c¢ase (RT-qPCR)

Nejprve byly pro kazdy gen piipraveny smési primerd, SYBRGreenu a vody podle Tab. 5.
Déavkovaci pipetou byly napipetovany 96 nebo 384 jamkové desticky po 6 pul na jamku. K tomu
byly pfidany 4 pl cDNA. Desticka byla pielepena folii, centrifugovéana a vlozena do termocykleru.
Byl nastaven program podle Tab. 6 se 40 cykly. Ke zpracovani vysledki byly pouzity programy
Bio-Rad CFX Manager a GraphPad Prism.

Tab. 5: Slozeni smési pro qPCR

Chemikalie Objem [pl]
SYBRGreen 5

Voda bez DNaz a RNaz 0,5
Forward primer (10 uM) 0,25
Reverse primer (10 pM) 0,25
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Tab. 6: Prubéh qPCR

Krok reakce Teplota Celkovy ¢as [min]
Iniciace reakce 95 °C 30:00
Denaturace DNA 95 °C 5:00
Nasednuti primerti 60 °C 5:00  |=40cykia
Elongace 72 °C 30:00
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5. Vysledky
5.1. Fenotyp tkanové specifické delece genu Is/1 (Isl1CKO)

Pro zjisténi funkcni role ISL1 béhem vyvoje pankreatu byl gen Isl/ tkanové specificky
deletovan v Neurod1 pozitivnich butikiach pomoci Cre-loxP systému kiizenim Neurodl-Cre* a Isi1"/
mys$i (viz kapitola 4.1.1 Modelovy organismus). Genotyp jednotlivych mysi ¢i embryi byl uréen
pomoci PCR a elektroforézy (viz kapitola 4.2.5 Genotypizace). Vysledny mutantni fenotyp
Neurodl-Cre™” IslI”/ (postradajici obé& alely genu Is/]) byl oznaden jako Is//CKO. Heterozygoti
Neurodl-Cre™ Isl 7~ (s jednou funkéni alelou genu Is//) vykazovali fenotyp srovnatelny
s kontrolni skupinou (zadna z alel Is// nebyla deletovana), tedy bez zjevnych morfologickych ¢i
fyziologickych defektl. Z hlediska externiho fenotypu, Is//CKO embrya morfologicky nebyla
nijak odlisna (Obr. 5.1). Po narozeni se u Is//CKO b¢hem 1 mésice rozvinul diabetes spojeny
s hyperglykemii a postupnym ubytkem télesné hmotnosti (Obr. 5.2). Normoglykemické my$i maji
hladinu glukézy do 13,9 mmol/l (Klueh et al., 2006). U Is//CKO mys$i v postnatalnim dni véku
P30 byla detekovéna hladina glukézy az tiikrat vyssi.

Obr. 5.1: Mysi embryo ve véku E14,5. Nejsou znatelné zadné rozdily ve velikosti téla ¢i organi.

Meéfitko 5 mm.
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Obr. 5.2: Graf zobrazujici hladinu glukozy v krvi a hmotnost novorozenych a mésic starych mysi.
U novorozenych mysi dochazi k rozvoji diabetu, a proto dochazi s postupem ¢asu ke zvySeni hladiny
glukézy v krvi. Postnatalné je hmotnost mysi srovnatelna (0-9 dnd po narozeni, PO — P9), ale po 30
dnech od narozeni (P30) dochazi k ubytku hmotnosti. Mira statistické vyznamnosti ur¢ena pomoci

P-hodnoty: * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001.

5.2. Struktura Langerhansovych otrivki

Pro zhodnoceni miry defektu na histologické tirovni bylo provedeno morfologické zhodnoceni
Langerhansovych ostriivkli. Hodnocenim struktury maturovanych ostrivkii u 7-10 tydennich mysi
pomoci barveni hematoxylinem-eosinem byly zjistény vyznamné zmény ve velikosti ostrivki
a celkovém zastoupeni endokrinni tkdn€¢ u Is//CKO v porovnani s kontrolami (Obr. 5.3).
U kontrolnich myS§i mély ostriivky normalni strukturu se ztetelnymi okraji (Obr. 5.3 — A, B).
Naopak u Is//CKO bylo ostriivkil méng, velikostné byly mensi a ¢asto byly detekovany nahodilé
shluky endokrinnich bunék bez jasné definovaného okraje (Obr. 5.3 — C, D).
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Obr. 5.3: Zobrazeni struktury Langerhansovych ostrivkd pomoci barveni hematoxylinem-eosinem.
Normalni struktura Langerhansova ostrivku se zfetelnym okrajem u 10 tydnd staré kontrolni mysi
(A, B). Defektni struktura, neorganizované shluky bunék a malé ostrivky u Is//CKO starych 8 a 10

tydnu (C, D) vyznaéeny Cernou pieru§ovanou ¢arou. Méfitko 50 pm.

Pro blizsi urceni typd bunék v ostrivku bylo provedeno imunohistochemické barveni. Pomoci
specifickych protilatek bylo zkoumano zastoupeni zejména o- a [B-bunék v postnatalnim
a embryonalnim véku.

Pro detekci B-bunék byla pouzita protilatka proti inzulinu a u a-bunék proti glukagonu. Dale
byla pouzita protilatka proti PAX6. Byly pouzity fezy mySich pankreatii véku P9, jelikoz v tomto
obdobi jsou bunky ostrivki jiz plné maturovany (Dassaye et al., 2016)*. U kontrol byla ziejma
typicka architektura ostrivku, kdy okraj ostrivkl byl tvofen o-bunkami a [B-buiiky byly

lokalizovany zejména ve stfedu. Déle byla detekovana exprese PAX6 v endokrinnich buiikdch
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ostrivku (Obr. 5.4 - A, B). Naopak u Is//CKO kompletn¢ chybély a-buiiky, bylo produkovéano
mén¢ inzulinu B-bunikami a ostrivky byly mensi. (Obr. 5.4 - C, D).

Prvni analyzy embryonalniho vyvoje pankreatu byly zaméteny na obdobi sekundarni tranzice
ve veéku E14,5, kdy dochazi k diferenciaci endokrinnich bun¢k (Obr. 5.5). Pomoci protilatky proti
PDX1 bylo mozné slabé zobrazit strukturu pankreatu, jelikoz exprese PDX1 v pankreatickych
prekurzorech v tomto obdobi jiz klesa. Protilatkou proti glukagonu a inzulinu byly zobrazeny
diferencujici se a- a B-buiiky. Imunohistochemickymi analyzami bylo ukazano, ze u Is//CKO
doSlo k defektu v diferenciaci endokrinnich bun¢k. U Is//CKO pankreatu chybély shluky
diferencujicich se endokrinnich bun¢k a mnozstvi glukagon pozitivnich a-bun¢k bylo vyrazné
redukovano. Inzulin pozitivni B-buniky se zacinaji diferencovat okolo E14,5, a proto jich bylo
detekovano stale malé mnozstvi (Sharon et al., 2019).

Dale byla provedena imunohistochemicka analyza embryonalniho pankreatu v obdobi
priméarni tranzice v embryondlnim véku EI11,5 pomoci protildtek proti glukagonu a PDXI
(Obr. 5.6). PDX1 je exprimovan ve vSech typech pankreatickych bun¢k v tomto vyvojovém stadiu.
B-bunky v této dobé jesté nejsou diferencovany, a proto nebyly analyzovany. Jiz v tomto v€ku byl
viditelny rozdil mezi kontrolnimi a ISL/CKO pankreaty. U kontrol diferencované glukagon
pozitivni bunky vytvarely velké bunééné shluky. Naopak u Is//CKO se diferencovalo mnohem

mén¢ glukagon exprimujicich bunék, které neutvarely vétsi shluky.
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Obr. 5.4: Zobrazeni Langerhansova ostrivku u P9 mysi pomoci konfokalniho mikroskopu. Kontrolni
ostrivky maji typické okraje z a-bunék (A, B). Is/ICKO ostruvky jsou defektni a zcela postradaji
maturované o-bunky (C, D). Modfe jsou zobrazeny inzulin pozitivni B-bunky, zelené glukagon

pozitivni a-buiky, ¢ervené PAX6 pozitivni endokrinni bunky. Méfitko 50 pm.
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IsI1CKO

Obr. 5.5: Zobrazeni Langerhansova ostrivku u E14,5 mySi pomoci konfokalniho mikroskopu.
U kontrol dochazi k diferenciaci bunék a formovani Langerhansovych ostravkt. U Is//CKO je vidét
poskozena struktura a chybé&jici a-buniky. Zelen¢ glukagon pozitivni a-bunky, modie inzulin pozitivni

B-bunky oznaceny Sipkami, ¢ervené PDX1 pozitivni pankreatické buiiky. Méfitko 50 pm.

IsI1CKO glukagon

Obr. 5.6: Zobrazeni Langerhansova ostrivku u E11,5 mysi pomoci konfokalniho mikroskopu.

U kontrol glukagon produkujici buiikky vytvari shluky. U Is/ICKO jsou tyto bunky chaoticky
rozptyleny. Zelen¢ glukagon pozitivni a-bunky, cervené PDX1 pozitivni pankreatické buiiky. Méfitko
50 pm.
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5.3. Relativni exprese vybranych genu v E12,5

Vzhledem ke zjevnému defektu a-bunék v E14,5 byla analyza genové exprese provedena
v Casn¢jsim stadiu pankreatického vyvoje a to v E12,5. Jedna se o prvni obdobi vyvoje, kdy lze
slinivku manualné¢ mikrodisektovat jako morfologicky a velikostné odliSitelnou strukturu. Pro
srovnani relativni exprese v E12,5 byly vybrany zejména geny dtlezité pro a-linii, jelikoz v tomto
veéku probiha diferenciace a-bunck. Dale byly vybrany geny typické pro prekurzorové bunky.
Exprese genti byla kvantifikovana pomoci RT-qPCR a vztazena ke kontrolnimu genu Hprtl. Pro
analyzu bylo pouZito 8 kontrolnich a 8 Is//CKO pankreatt véku E12,5 (Obr. 5.7).

Gen Arx je dulezity pro specifikaci a linie (Collombat et al., 2003). U Is//CKO byla jeho
exprese signifikantné snizena. Nejvice byla ovlivnéna exprese glukagonového genu, kterd byla
u Is/ICKO mutantii témét nedetekovatelnd. Dale byla vyznamné sniZzena exprese MafB, ktery
slouzi jako aktivator exprese glukagonu v a-builkach (Artner et al., 2006). Byl také zjistén
statisticky vyznamny rozdil v expresi Pegl0, ktery je jednim z markerd a-bunék, ale jeho role
v endokrinnich buiikach jesté¢ nebyla objasnéna (Byrnes et al., 2018). Exprese Pou3f4 byla také
signifikantné sniZzena u Is//CKO v porovnani s kontrolnim pankreatem. POU3F4 je specificky
marker pro a-buiiky (Heller et al., 2004). Zajimavé je, Ze vétSina genil dileZzitych pro diferenciaci
a funkci a-bun€k byla zménéna, aZ na Irx/. Tento gen je totiZ také specificky exprimovan pouze
v a-buiikach (Petri et al., 2006). Exprese Neurog3 nebyla ovlivnéna. Téméft trojnasobné vsak byla
zvySena exprese Fev u IslICKO, jehoZ exprese je typicka pro pozdni diferencujici endokrinni

buniky (Byrnes et al., 2018).
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Obr. 5.7: Relativni exprese vybranych genti v E12,5. Hodnoty jsou normalizovany ke kontrolnimu genu
Hprtl. Jednotlivé hodnoty jsou znazornény teCkami. Zobrazen prameér =+ stiedni chyba priiméru pomoci
sloupcti. Vypocteno pomoci dvouvybérového neparového t-testu. U Is//CKO doslo ke sniZeni exprese
Arx, Geg, MafB, Pegl0 a Pou3f4, coz jsou geny specifické pro a-buniky. Exprese /rx/ nebyla ovlivnéna.
Exprese Neurog3 nebyla statisticky vyznamné zménéna. Oproti tomu exprese Fev byla u Is//CKO velmi
zvySena. Mira statistické vyznamnosti uréena pomoci P-hodnoty: * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001,

*xxx P <0,0001.
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5.4. Sortovani endokrinnich bunék Langerhansovych ostriivki pomoci
fluorescencni pritokové cytometrie (Fluorescent Activated Cell Sorting,

FACS)

Jelikoz je ISL1 exprimovan také v okolnim mezenchymu pankreatu, bylo cilem pro dalsi
planované analyzy (RNA-seq, single cell/bulk RT-qPCR) ziskat pouze endokrinni bunky
Langerhansovych ostrivkii a zamezit tak eventualnimu zkresleni vysledklti piitomnosti
mezenchymalnich bun¢k ve vzorcich. Vzhledem ke skuteCnosti, ze nebyly detekovany zadné
rozdily ve fenotypu mezi ht a kontrolnimi jedinci, mohly byt endokrinni buniky ziskany z pankreat
ht mysi, nebot’ pro sortovani bunék byla nutna exprese reportérového genu, resp. fluorescencniho
proteinu, tdTomato (viz kapitola 4.1.1 Modelovy organismus).

Pro FACS je dulezit¢ z tkané pfipravit suspenzi individudlnich bun¢k, a proto byla nutna

optimalizace enzymatické disociace pancreatické tkan€. V casném embryonalnim vyvoji i pil dne
znamena znacny rozdil ve velikosti organu a poctu bunck. Bylo nutné optimalizovat délku
trypsinizace pii zachovani viability bunék. Optimalni ¢as byl 4,5-6 minut, 4-5 minut pro mensi
pankreaty a 6 minut pro vétsi. U starSich embryi nez E14,5 a postnatalnich mysi byl ¢as trypsinizace
prodlouzen az na 8 minut pti zachovani 95-99% Zivotnosti bunék.
Pro ovéteni spolehlivosti pritokového cytometru byl proveden resort. Sortovany vzorek tdTomato
pozitivnich bun€k byl znovu kompletné rozsortovan a mnoZstvi obsazenych bunck porovnano.
Nasledné byla zptisnéna selektivita sortovani jasnéjSim ohrani¢enim pozitivni a negativni bunééné
populace, coz vedlo k navySeni presnosti sortovani z 85 % na 98 % tdTomato pozitivnich bunék
v resortu (Obr. 5.8).

Pro zisk co nejvétsiho po¢tu bunc¢k a minimalizaci ztrat byly pfed zahajenim homogenizace
spojovany E14,5 pankreaty stejného genotypu do jedné¢ zkumavky. Vysledky sortovani jsou
uvedeny v Tab. 5.2.

53



Specimen_011-4079

e 1.000)

Specimen_012-4079

Experiment Name
Specimen Name
Tube Name
Record Date

SOP

GUID

Population
H live

B negative
[l dTomato

#Events

16
54

Experiment_20191207
Specimen_011

4079

Apr 29, 2020 2:25:46 PM
Administrator
bb1caab4-534b-45e7-8198-ced

FSC-A PE-A

%Parent Mean Mean
70.7 125.227 36.376
14.4 30,977 129
847 141375 42905

Experiment Name
Specimen Name:
Tube Name:
Record Date:

SOP.

GUID

#Events
403
7

Population
B Ive
B negative

M dTomato 394

Experiment_20191207
Specimen_012

4079

May 13. 2020 11:58:56 AM
Administrator

08b2a592-17be-4eaa-aaZe-04

FSC-A

%Parent Mean
98.8 145.250

17 129,608

978 145,555

PE-A
Mean
77.017
91
78,754

Obr. 5.8: Ovéfeni spravného nastaveni cytometru pomoci resortu. Vysese ,,negative” ohranicujici

tdTomato negativni buiky a vysecCe ,,dTomato” ohranicujici tdTomato pozitivni bunky. Zpiisnéni

ohraniceni

bun€k pfi nasledném resortu. Pfedchozi nastaveni:

vysece

,,dTomato”

zvySilo  pfesnost

Nové nastaveni: 98 % tdTomato pozitivnich (B, D).

sortovani

& %

pouze

tdTomato

pozitivnich

tdTomato pozitivnich (A, C).
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Tab. 5.2: Pocty nasbiranych tdTomato” bun€k z E14,5 pankreatii pomoci FACS

Genotyp | Pocet pankreati | Doba trypsinizace [min] Pocet nasbiranych bunék
ht 9 4,75 5295
IslICKO 9 4,75 3938
ht 9 5,00 3371
IslICKO 6 5,00 2224
ht 4 5,00 1211
IslICKO 6 5,00 1616
ht 2 5,00 1837
IslICKO 4 5,00 2054
ht 1 5,00 507
IslICKO 1 5,00 231
ht 3 5,00 2003
IslICKO 2 5,00 1008
ht 5 5,00 1977
IslICKO 4 5,00 1484
ht 3 5,00 1774
IslICKO 1 5,00 526
ht 7 5,00 3543
IslICKO 4 5,00 2168
ht 5 6,00 3946
IslICKO 7 6,00 7500
ht 5 6,00 9503
IslICKO 4 6,00 1799
ht 5 6,00 3346
IslICKO 4 6,00 1014
ht 4 6,00 2155
IslICKO 3 6,00 1833
ht 8 6,50 5843
IslICKO 3 6,50 2529
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6. Diskuze

Pro zjisténi funkcni role transkripéniho faktoru ISL1 ve vyvoji a formaci endokrinni tkdné
pankreatu byl vytvofen my$i model NeurodI-Cre™" Isi”/ (viz kapitola 4.1.1 Modelovy
organismus). Jedna se o tkanovée specifickou deleci Is// v Neurodl pozitivnich buiikach. Globalni
delece Isll je embryonalné letalni z ditvodu kardiovaskularniho selhdni (Cai et al., 2003). V jiné
studii byla pouzita opozdéna tkamiové specificka delece Is// pomoci PdxI™“Cre s aktivitou
Cre rekombindzy od E13,5, tedy béhem sekundarni tranzice vyvoje pankreatu (Du et al., 2009).
V této praci byl pouzit model s Cre rekombindzou regulovanou Neurod! promotorem
a s Cre aktivitou v E9,5, tedy béhem priméarni tranzice pankreatického vyvoje. Is//CKO mutanti
se rodili v souladu s Mendelovskym rozd€lenim, tzn. nedochidzelo k embryondlni letalité.
Novorozené Is//CKO mysi nebyly fenotypové odlisné od kontrol a mély srovnatelnou hladinu
glukdzy v krvi s kontrolami, ale postnatalné u nich doslo k rozvoji diabetu. Jelikoz se ISL1 podili
na aktivaci exprese inzulinu, byl diabetes ocekdvanym fenotypem (Zhang et al., 2009). Postnatalné
také dochézelo ke sniZzeni hmotnosti mutantli oproti kontrolam, coz je jednim z dlsledkl diabetu
(Roche et al., 2005). Ht vykazovali normalni fenotyp bez detekovatelnych zmén v endokrinni tkani
pankreatu. Toto zjisténi ukazuje, Ze jedna funk¢ni alela je dostatecnad k udrzeni spravné funkce
pankreatu na rozdil od haploinsuficience Is// v srdci, kdy delece jedné alely Is// zplisobuje vrozené
srde¢ni vady (Ma et al., 2019; Z. Wang et al., 2019; Wu et al., 2020). V pfipadé srdce byla
studovana nesmyslna heterozygotni mutace, ktera zapticini pfed¢asny vznik terminacniho kodonu,
v genu Is/] u ¢lovéka (Ma et al., 2019). Ta zptsobila pfedCasné vytvoteni stop kodonu a vysledkem
byl zkraceny proteinovy produkt. PrestoZe byl defekt pouze v jedné alele tohoto genu, jedna
nemutantni alela nestacila k zachovani normalniho fenotypu. V piipad€ naSeho mysiho modelu byl
u ht v jedné alele pomoci Cre rekombinazy deletovan Is//, ale pouze v Neurodl pozitivnich
buiikach. Jedna funk¢ni alela Is// byla dostatecné pro vyvoj endokrinni ¢asti pankreatu. V piipade
tohoto mysiho modelu jsou ht Neurod1-Cre™” Isl}”~ fenotypové srovnatelni s kontrolami.

Langerhansovy ostriivky vznikaji postupnou diferenciaci endokrinnich bunék, pfi ¢emz jsou
drive diferencované bunky tlaceny dale do vnéjSiho prostoru (Sharon et al., 2019). Nejprve vznikaji
tzv. ,,proto-islets”, které dale flizuji, az nakonec vznikne finalni struktura Langerhansova ostrtivku.
U mysi jsou okraje Langerhansovych ostrivkil tvofeny a-buitkami, které jsou zaroveil mezi
prvnimi diferencujicimi endokrinnimi bunikami. Langerhansiv ostritvek je ve vysledku tvofen

5 typy endokrinnich bungk, které spolu navzajem interaguji. Rada vyzkumi se zaméfuje na in vitro
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diferenciaci B-buné¢k z iPSC které by mohly byt pouzity po transplantaci k biologické 1é¢bé diabetu
(Pagliuca et al., 2014; Sharon et al., 2019). Je znamo, Ze dalsi bunécné typy napomahaji spravné
maturaci a funkci 3-bungk a jejich organizace do formy ostrivku je proto klicova. Z tohoto diivodu
byla provedena imunohistochemicka analyza, kterd umoznila porovnat zastoupeni jednotlivych
bunéénych typl v ostrivcich a jejich architekturu. Pti zkoumani struktury ostravkt v P9 bylo
zjisténo, ze u Isl/CKO kompletn¢ chybi populace a-bun¢k. Z tohoto diivodu jsme se dale zamétili
na embryonalni vyvoj, abychom zjistili, ve kterém obdobi dochazi ke ztraté a-bunék a také pti¢inu
této ztraty. Uz v E14,5 byl u Is/ICKO ziejmy velmi nizky pocet a-bunék, které byly navic
chaoticky rozprostteny a nevytvaiely zéklady ostrivki. Analyzy mladsich embryi, E11,5 ukazaly
piitomnost glukagon produkujicich bunék v Is//CKO, které ale na rozdil od kontrol nevytvarely
shluky bungk. Nase vysledky tedy potvrzuji, Ze ztejmy defekt v architekture ostrivku u Is//CKO
ma puvod jiz v obdobi koncici primarni tranzice (E11,5). Jiz dfive bylo popsano, ze delece Is//
zpusobuje ubytek hormon produkujicich bunék v obdobi sekundarni tranzice a jejich postnatalné
naruSenou proliferaci (Du et al., 2009). V této praci navic ukazujeme, ze defekt ve formovani
a-bunék a ve formovani pankreatickych ostrivki se objevuje jiz diive, tedy od casného
embryonalniho vyvoje pankreatu a poji se s narusenou diferenciaci bunék.

Pro bliZsi urceni, které transkripéni faktory byly deleci Is// ovlivnény byla provedena analyza
relativni exprese. Z dlivodu umoznéni manualni disekce embryonalniho pankreatu byl zvolen vék
E12,5. Jelikoz z imunohistochemickych analyz byl ziejmy defekt v diferenciaci a-bunék,
byly vybrany geny specifické pro o-linii: Arx, Gcg, Irxl, MafB, Pegl0) a Pou3f4

(Artner et al., 2006; Byrnes et al., 2018; Collombat et al., 2003; Heller et al., 2004; Petri et al.,
2006). Dale byla také analyzovana exprese gent kodujicich transkripéni faktory specifické pro
prekurzorové buiky: Neurog3 a Fev (van Gurp et al., 2019; Yu et al.,, 2019). Nejvice byla
u Is/ICKO snizena exprese glukagonu, coZ se shoduje s imunohistochemickymi analyzami
ostrivki, kde nebyly detekovany témét Zzadné glukagon exprimujici buniky. VSechny vybrané geny
specifické pro a-linii vykazovaly vyznamné snizenou expresi, az na Irx/. Ten bude nejspiSe
regulovan pomoci jiného mechanismu. Statisticky zmé&nénd byla také exprese Pegl(, ktery je
specifickym markerem a-bunék, ale jeho role v endokrinnich bunkach jest¢ neni znama
(Byrnes et al., 2018). Pomoci exprese gentu typickych pro prekurzorové buiiky Ize ptiblizné urcit,
v jaké fazi diferenciace se buiikky nachdzi. V pocatku je vysoka exprese Neurog3, ktera postupné

klesa s prib¢hem diferenciace (Sharon et al., 2019). Existuje i dalsi prekurzorové stadium bunék,

57



pro které je typicka exprese Fev (Byrnes et al., 2018). Exprese Neurog3 nebyla zménéna, ale
exprese Fev byla velmi navySena u Is//CKO v porovnani s kontrolami. To znaci, ze u Is//CKO
muze byt velky pocet bun¢k zastaven v pozdnim prekurzorovém stadiu. To by mohlo vysvétlovat,
pro¢ u mutantii chybi diferencované hormon produkujici bunky. Pochopit diferenciaci bunék je
mechanismus, kterym k této zméné doslo. Z tohoto experimentu tedy vyplyva, ze ISL1 ovliviiuje
expresi genl dulezitych pro diferenciaci endokrinnich bun¢k v ¢asném vyvoji pankreatu. Na
vybrané geny bude vhodné cilit dalsi analyzy pro pochopeni molekularnich mechanism stojicich
za zjiSténymi defekty.

ISL1 je kromé endokrinnich bun¢k také exprimovan v okolnim mezenchymu (Du et al., 2009).
Izolace RNA z celého pankreatu, ktery obsahuje i exokrinni tkan, mize pti RT-qPCR davat
zkreslené vysledky. Z tohoto diivodu byla snaha provést dalsi analyzu pouze z endokrinnich bun¢k
sortovanych pomoci fluorescencni pritokové cytometrie. Tkanove specificka heterozygotni delece
Isl] bez znamek defektii pankreatu umoznila pouzit ht jako kontrolni vzorky. V piedchozich
publikacich jiz byly sortovany endokrinni buiikky pankreatu napiiklad pomoci navazaného
reportérového genu eGFP na expresi Neurog3 (Sharon et al., 2019; Sugiyama et al., 2007).
V naSem mySim modelu byl reportérovy gen tdTomato u ht a Is/ICKO exprimovan ve vSech
Neurodl pozitivnich buiikach, coz jsou v pfipadé pankreatu pouze endokrinni buiiky. Tento fakt
umoznil cytometricky rozeznat endokrinni bunky od zbytku pankreatickych bunék. Pro FACS
analyzu bylo nezbytné z tkadn¢ pfipravit suspenzi bunék. Odhad optimalni doby trypsinizace dle
velikosti organu byl kliCovy pro efektivni zisk co nejvétSiho poctu bun€k pii zachovani jejich
maximalni zivotnosti. Pro odhad, v pfedchozich publikacich z E14,5 pankreatu bylo ziskdno okolo
180 bunék (Sharon et al., 2019). V této praci vSak bylo prokdzano, Ze optimalizaci metody je mozné
ziskat nékolik set endokrinnich bunék z jednoho embryonélniho pankreatu. Pfipadné ztraty mohly
byt zpisobeny nevhodné zvolenou koncentraci pfipraveného trypsinu, nepfesnou mikromanipulaci
s tkani, ¢i ptiliS dlouhou statickou dobou pfed samotnym sortovanim.

Tato prace potvrzuje, ze ISL1 je nepostradatelny pro spravnou diferenciaci a-bunék a s nimi
spojenou architekturu Langerhansovych ostrivki. Molekularni mechanismus regulace exprese
ovlivnénych gent zlstdva vyzvou pro moderni molekuldrné biologické analyzy. Nedavna
studie napiiklad ukdzala pfimy vliv ISL1 na regulaci chromatinu v prib¢hu kardiogeneze

(Gao et al., 2019).
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7. Zavér

Cilem této prace bylo objasnit funkcni roli ISL1 ve vyvoji pankreatu pomoci tkanove specifické
delece Isl1. Tento model je zivotaschopny, mysi se rodi v souladu s Mendelovskym rozdélenim,
avSak postnatalné dochazi u Is//CKO k rozvoji diabetu.

Z vysledki této prace je ziejmé, ze delece Is/] zpusobuje defekty ve struktuie Langerhansovych
ostravku. Pfi¢inou mize byt absence a linie bunék, které tvoii okraje ostravki. Diferencuji se totiz
mezi prvnimi endokrinnimi bufikami a dévaji vznik prvotni struktufe ostrivkd, takzvanym
,proto-islets”. Dalsim divodem pro diabeticky fenotyp je také vyznamné snizend produkce
inzulinu B-bunkami, protoze ISL1 reguluje expresi inzulinu vazbou do promotoru inzulinového
genu.

Srovnanim exprese vybranych genti v E12,5 bylo zjisténo, ze delece Is/1 ovlivituje expresi gentl
dilezitych pro funkci a diferenciaci a-bunck. Doslo ke sniZeni relativni exprese genit Arx, Geg,
Mafb, Pegl0 a Pou3f4. Exprese glukagonu byla téméf nulova, coz se shoduje s absenci glukagon
pozitivnich a-bun¢k. Naopak relativni exprese Fev byla signifikantné zvySena u Is//CKO, coz
znaci, ze delece Is/l zpUsobuje naruSeni diferenciace bunék, které poté zlistavaji zastaveny v
prekurzorovém stadiu.

Také byl optimalizovan protokol pro efektivni sortovani endokrinnich bunék pomoci
fluorescen¢ni pratokové cytometrie. Vysledky ukazuji, ze vhodnou homogenizaci tkané
a optimalni inkubaci v trypsinu Ize sortovat az nékolik stovek budoucich endokrinnich bun¢k

z E14,5 pankreatu.

Tato prace potvrzuje, ze ISL1 je nepostradatelnym transkripénim faktorem ve vyvoji a funkcei
pankreatu a ukazuje, Ze jeho absence zptisobuje bunééné defekty jiz béhem casného embryonalniho
vyvoje. Disledky téchto defektdi vedou ke zméndm na drovni endokrinni tkdné

a patofyziologickému rozvoji diabetu.
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