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Abstrakt

Identifikace a pochopeni funkce transkripcnich faktor( zapojenych v komplexni siti regulujici
vyvoj neurosenzorickych bunék vnitfniho ucha je klicovym bodem pro pochopeni patofyziologie
ztraty sluchu a rozvoj novych terapeutickych nastrojd pro neurosenzorickou regeneracni terapii
a prevenci. Cilem predlozené prace bylo objasnit funkci transkripéniho faktoru NEUROD1 ve
vyvoji vnitiniho ucha a senzorickych neuron(i. Pomoci rekombinaéniho systému Cre-loxP byl
vytvofen unikatni mysi model stkanové specifickou deleci Neurodl v NEUROD1-Cre
exprimujicich bunkach (Neurod1ST). Ve vnitinim uchu byl Neurodl eliminovdn pouze
v neuronech, coz umoznilo zhodnotit sekunddarni ucinky Neurod1 delece na vyvoj senzorického
epitelu. Ukdazali jsme, Ze ¢asny vyvoj vnitiniho ucha ani formace statoakustického ganglia nebyla
deleci Neurod1 vyznamné ovlivnéna. Primarni disledek Neurod1 delece se projevil zvySenym
odumiranim neuront v disledku apoptdzy, coz vedlo k defektdim béhem formace spiralniho
ganglia a rlstu kochlearni inervace. Spiralni a vestibularni ganglia byly u mutantl mensi a na
jejich rozmezi se nachazelo mnoiZstvi neurond, coZ ukazuje na jejich narusenou migraci
a segregaci. Senzoricky epitel kochley byl zkrdcen pravdépodobné v disledku snizeného
mnozstvi neuronl uvnitf spirdiniho ganglia. Rovnéz jsme zaznamenali signifikantni zmenseni
senzorického epitelu vSech vestibularnich orgdnd. Molekularni analyzy ukazaly snizenou expresi
vybranych gen(, kédujici transkripéni faktory, signalni molekuly, a receptory, které hraji
dllezitou ulohu béhem vyvoje vnitiniho ucha a neuron(l. DosaZzené vysledky potvrzuji dlleZitost
transkripéniho faktoru NEUROD1 pro spravnou formaci spiralniho ganglia, migraci a prezivani

neuronu a také tvorbu kochledrni inervace.

Klicova slova: neurony, vnitini ucho, bHLH transkripcni faktor NEUROD1, Cre-loxP systém, mysi

model



Abstract

Identification of transcription factors involved in a complex network regulating the
development of neurosensory cells in the inner ear is a key point for understanding the
pathophysiology of hearing loss, development of new therapeutic tools, and for hearing loss
prevention. The aim of this thesis was to elucidate the function of the transcription factor
NEUROD1 in the development of the inner ear and sensory neurons. Using the Cre-loxP
recombination system, a unique mouse model was created with tissue-specific deletion of
Neurod1 in NEUROD1-Cre positive cells (Neurod1ST). In the inner ear, Neurod1 was deleted only
in neurons permitting to identify the secondary effects of Neurod1 elimination in neurons on
sensory cell development. We showed that neither the early development of the inner ear nor
the formation of the statoacoustic ganglia was significantly affected by Neurod1 deletion. The
primary consequence of the deletion was manifested by increased neuronal death due to
apoptosis, which resulted in a reduced number of differentiated neurons in the inner ear. Spiral
and vestibular ganglia were smaller in the mutants, and there was a number of neurons
misplaced, indicating impaired migration. The cochlear sensory epithelium was shortened
probably due to the reduced number of neurons within the spiral ganglion. Correspondingly,
the size of all vestibular organs was smaller in the inner ear of Neurod1 mutant. Furthermore,
decreased expression of selected genes encoding transcription factors, signaling molecules, and
receptors that play an important role during the development of the inner ear and inner ear
neurons have been identified. These results confirm an important role of the transcription
factor NEUROD1 in the formation of spiral ganglion, migration and survival of neurons, as well

as the formation of cochlear innervation.

Key words: neurons, inner ear, bHLH transcription factor NEUROD1, Cre-loxP system, mouse

model
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Uvod

Vnitfni ucho savcl predstavuje vysoce komplexni organ zajistujici sluch, rovnovahu a prostorové
vnimani. Za tyto funkce jsou zodpovédné senzorické vlaskové bunky a neurony vnitfniho ucha.
Ztrata sluchu patfi podle Svétové zdravotnické organizace mezi 10 nejéastéjsSich zdravotnich
postizeni dnesni spolecnosti a postihuje pfiblizné 6 % svétové populace. Poruchy sluchu mohou
byt zplsobeny mnohymi faktory a mohou byt jak vrozené, tak ziskané.

U mnohych pfipadll vrozenych sluchovych vad, poruch sluchu béhem Zivota i pfirozené
nedoslychavosti v disledku stafi mizZzeme defekty sluchu castecné korigovat prostrednictvim
naslouchadel ¢i v krajnich pripadech kochlearnimi implantaty. V pripadé poskozeni neuront
a sluchového nervu jsou viak tyto pomucky neucinné. Neurosenzoricka ztrata sluchu je trvald a je
disledkem poskozeni, degenerace ¢i smrti neuront, které inervuji vlaskové buriky a pomoci
sluchového nervu predavaji informaci dale do mozku. Tyto bunky nemaji u savcl schopnost
regenerace, a tak je jejich poskozeni, ¢i Uplna ztrata nevratna.

Soucasny vyzkum ukazuje, Ze prevence ztraty neuronl a zlepseni dlouhodobé podpory
neuronl jsou nejdulezitéjsimi cili pro nejblizsi budoucnost. V poslednich letech dochazi
k prudkému rozvoji vyzkuma zabyvajicimi se biologickou Ié¢bou a kmenovymi burikami. Jedna se
o nediferencované buriky, které jsou schopné diferencovat v rizné typy bunék, tedy i v senzorické
neurony. Zaroven se v ramci regeneracnich terapii objevuje také moZnost indukce regenerace
poskozenych bunék pomoci jejich reprogramace a nasledné transdiferenciace.

Vyuziti téchto terapeutickych nastroji a technik vSak vyZaduje dokonale porozumét
procesim a molekuldrnim hracdm, které se podileji na regulaci a vyvoji vnitiniho ucha, véetné
senzorickych neuront, které jsou klicové pro prenos sluchové informace dale do mozku.
V poslednich nékolika dekadach byla tato problematika predmétem mnoha vyzkum{. Prestoze jiz
bylo na tomto poli mnoho objasnéno a byla objevena fada molekul, gend a jejich vzajemnych
interakci, je regulacni sit podilejici se na Fizeni vyvoje vnitfniho ucha velice komplexni, rozsahla
a dosud zcela neobjasnéna.

Transkripéni faktor NEUROD1 se pti vyvoji vnitfniho ucha jevi jako dulezity faktor a stejné
jako u dalSich faktord ani jeho funkce nebyla dosud zcela objasnéna. Dosavadni vyzkumy vsak
poukazuji na jeho pfimou i nepfimou roli b&hem vyvoje vnitiniho ucha i samotnych neurond. Bylo
prokdzano, Ze je jeho absence spojena se ztratou sluchu, proto je zajimavym cilem pro podrobnéjsi
vyzkum, analyzy a objasnéni jeho role ve vyvoji neuron( a jejich inervace ve vnitfnim uchu.

Tato diplomovd prace se zabyvd objasnénim role transkripéniho faktoru NEUROD1
s ohledem na regulaci vyvoje neuronll vnitiniho ucha, jejich proliferaci, preZivani a inervaci.

Predmétem této prace je také molekularni analyza zmén v genové expresi vybranych gen(.



1 Morfologie vnitiniho ucha

Vnitfni ucho predstavuje nejkomplexnéjsi ¢ast ucha savcu. Jedna se o sloZity smyslovy systém,
ktery zajistuje detekci zvuku, prostorové vnimani a rovnovahu (tzv. sluchové-rovnovaziny organ).
Je uloZeno uvnitf kosti skalni a sklddd se z mékkych vaceka a kanalk( (Cihak, 2016). Tento komplex
se nazyva blanity labyrint, jenz je vyplnén tekutinou endolymfou, ktera se svym sloZzenim velice
podoba intraceluldrni tekutiné — nizkd koncentrace sodnych iontl a vysokd koncentrace
draselnych iontd (Sterkers a kol., 1988; Payan a kol., 1997; Patuzzi, 2011). Blanity labyrint je
obklopen a chranén kosténym labyrintem (Obr. 1) vyplnénym perilymfou s vysokou koncentraci
sodnych iontl a nizkou koncentraci draselnych iont( (Sterkers a kol., 1988; Echteler a kol., 1994).

Timto sloZzenim se podoba krevni plazmé.

A B Koste.ny Blanity
labyrint

labyrint

Polokruhovité

Vnéjsi ucho Ovilné

okénko

Bl et sk Kochlearni kanal

Obr. 1: Schématické znazornéni lidského ucha. A: Zvukové viny jsou zachytavdny boltcem a ddle vedeny
zvukovodem k bubinku (zelené&). Na membranu bubinku naseda systém t¥i stfedousnich kistek; kladivko,
kovadlinka a tfminek (Cervené), které vedou signal az do vnitiniho ucha. B: Vnitini ucho se sklada ze dvou
Casti. Sluchovou Ccast predstavuje kochlea, rovnovainy tzv. vestibuldrni systém je tvofen tremi
polokruhovitymi kanalky zakonéenymi ampulami a dvéma vacky; utrikulem a sakulem. Vlastni tvorba podle
Davies (2020).

Vnitfni ucho se sklada ze dvou funkénich ¢asti (Obr. 1). Prvni z nich je kochlea (cochlea), ve
které je uloZen Cortiho organ detekujici zvuk (Slepecky, 1996; Myslivecek, 2009). Druhou funkéni
Cast predstavuje vestibularni neboli rovnovainy systém. Ten je tvoren tfemi polokruhovitymi
kanalky (ductus semicircularis) s kristami pro detekci Uhlového zrychleni a dvéma na sebe kolmymi
blanitymi vacky — utrikulem (utriculus) a sakulem (sacculus), které detekuji zrychleni linearni (Van

Egmond a kol., 1949; Latash, 2008; Ekdale, 2013).



1.1 Kochlea

Kochlea je spiralovité stocena trubice umisténa ve ventralni ¢asti vnitiniho ucha, kde funguje jako
primarni organ pro vnimani zvuku (Slepecky, 1996; Myslivecek, 2009). Lidska kochlea je dlouha 35
mm a kolem kosténého kuzele modiolu vytvari 2,5 otacky (Walby, 1985; Phelps, 1992; Biedron
a kol., 2009). V pripadé mysi domaci je kochlea kratsi, dosahuje délky 7 mm a kolem modiolu
vytvari pouhou jednu a tfi ¢tvrté otacky (Sher, 1971). Trubice kochley savc( je dvéma membranami
podélné rozdélena na tfi &asti (Obr. 2). Reissnerova membréna rozdé&luje trubici na scala vestibuli
a scala media. Bazilarni membrana se pak nachazi mezi scala media a scala tympani. Scala vestibuli
a scala tympani jsou na vrcholku kochley (apexu) propojeny tzv. helikotremou a jsou vyplnény
perilymfou. Prostfedni ¢asti trubice (scala media) probiha blanity labyrint vyplnén endolymfou,
obsahujici senzoricky epitel Cortiho organu, ktery je uloZzen na bazildrni membrané (Krdlicek,
2011). Ten zde stejné jako u senzorickych organ( vestibularniho systému predstavuji predevsim
specializované vlaskové bunky (Obr. 2), které jsou zodpovédné za detekci mechanickych
akustickych vibraci a jejich preménu na elektricky signdl. Vlaskové buriky Cortiho organu maji
velice specifické usporadani. Tvofi je vidy jedna fada vnitrnich vlaskovych bunék a tfi rady vnéjsich

vlaskovych bunék (Kikuchi & Hilding, 1965; Slepecky, 1996).

Cortiho organ

Scala vestibuli
Spiralni
ganglium

B rilifové buiiky

[ Dietersovy buiiky
Falangealniburky
[[J Hensenovy bufiky

Obr. 2: Pricny fez kochleou a usporadani Cortiho organu. Kochledrni kanal je rozdélen na tfi ¢asti; scala
tympani, scala media a scala vestibuli. V prostiedni Casti (scala media) se nachazi Cortiho organ se
senzorickym epitelem. Ten je tvoren jednou fadou vnitfnich vlaskovych bunék a tfemi fadami vnéjsich
vlaskovych bunék. Mezi témito burikami se nachazeji rizné typy podpurnych bunék, které jsou klicové pro
udrzeni struktury Cortiho organu, ale i funkce vlaskovych bunék. Vlastni tvorba podle Driver & Kelley (2020).



Zadna vlaskova burika viak pfimo nesousedi s jinou vlaskovou burikou, ale je obklopena
nékolika typy podplrnych bunék, které jsou soudasti senzorického epitelu a maji esencialni roli
pro zachovani rigidni struktury Cortiho organu diky velkému mnoZstvi tésnych a adheznich spoju.
Podpurné burky také produkuji slozky tektoridlni membrany, zajistuji potfebnou homeostazi
iontld a v pfipadé potreby jsou pomoci fagocytdzy schopny samy odstranit poskozené a nefunkéni
vldskové buriky. Jedna se predevsim o Hensenovy buriky, Deitersovy burky, pilitové buriky,
falangealni buriky a hrani¢ni bunky (Forge & Wright, 2002). Mezi vlaskovymi a podpurnymi
burikami probiha aktivni komunikace diky mezerovym spojim ,gap junctions” (Chang a kol.,
2008).

Vlaskové bunky jsou polarizované a na apikalni strané se nachazi tenké vybézky (vlasky)
zvané stereocilie. Jedna se o aktinem protkané modifikované a rigidni mikroklky, které jsou
v pripadé vnéjsich vlaskovych bunék upevnény k tektorialni membrdané. Kazda vlaskova burika na
svém apikalnim povrchu nese svazek 20-300 sterocilii, pficemZ jsou usporadany do fad se
zvétsujici se vyskou (Hudspeth, 1989). Nejdelsi stereocilie se nazyva kinocilium (Sobkowicz a kol.,
1995). Jedna se o jediné pravé cilium, které ale v ptipadé vilaskovych bunék Cortiho organu u mysi
béhem vyvoje po narozeni zanikd (Kindt a kol.,, 2012). Pozlstatek kinocilii u maturovanych
vlaskovych bunék kochley nachdzime pouze ve formé bazdlniho téliska (Leibovici a kol., 2005).
Oproti tomu kinocilie vlaskovych bunék ve vestibularnim systému pretrvavaji po cely Zivot jedince
a k degradaci nedochazi. Stereocilie v fadé nejblize kinocilia jsou nejvyssi, zatimco stereocilie
v sousednich fadach jsou kratsi, coZ vytvari vzor schodisté (Frishkopf & DeRosier, 1983; Holton
& Hudspeth, 1983). V pfipadé vnitfnich vlaskovych bunék tvofri stereocilie jednu témér rovnou ci
lehce zaoblenou fadu a nékolik dalSich nizSich fad. U vnéjsich vlaskovy bunék stereocilie formuji
nékolik fad tvarem pfipominajici pismeno W (Hudspeth, 2008). Pocet stereocilii na kazdé vnéjsi
vlaskové burice linedrné klesa se vzdalenosti od baze k apexu kochley, oproti tomu délka stereocilii
ma opacny gradient a v apexu nalezneme nejdelsi stereocilie, zatimco v bazi ty nejkratsi (Tilney
& Saunders, 1983; Wright, 1984). Sousedni stereocilie na jedné vlaskové burice jsou vzajemné
propojeny pomoci extracelularnich proteinovych viaken tzv. ,tip links“ (Goodyear a kol., 2005),
které jsou dllezité v procesu mechanotransdukce.

Mechanotransdukce je klicovou ulohou vnitfnich vliaskovych bunék, kdy dochazi k preméné
mechanickych vin na elektrické impulzy (Hudspeth, 1989; Kozlov a kol., 2007). Zvukova vina
zachycena boltcem vnéjsiho ucha putuje zvukovodem, kde rozpohybuje bubinek. Vina se dale
prenasi pomoci stfedousnich kistek az k ovalnému okénku. Vzniklé vibrace rozpohybuji perilymfu

a v reakci na pohyb perilymfy se rozpohybuje také bazilarni membrana a na ni spocivajici Cortiho



organ s vldskovymi burikami. Tento pohyb vede k ohybu sterocilii zanofenych do tektorialni
membrany smérem k bazalnimu télisku, ¢imZz dochazi k otevieni mechanicky ovlddanych
iontovych kanalll na apikalni strané vnitfnich vlaskovych bunék a k pfilivu draselnych iontd do
cytoplazmy senzorickych bunék. Pfiliv téchto iontl zplsobuje depolarizaci a tim i zménu
membranového potencialu (Kralicek, 2011). Na tuto zménu reaguji otevienim napétové fizené
kanaly umisténé na bazolaterdlni strané vldaskovych bunék, diky ¢emuz do cytoplazmy zaénou
proudit vapenaté ionty (Robertson & Paki, 2002). lJejich priliv do burky zpUsobi wyliti
neurotransmiteru glutamatu ze synaptickych vacku vnitrni viaskové bunky na synapticka nervova
zakonceni a dochazi k pfenosu vzruchu na aferentni bipoldrni neurony spiralniho ganglia, odkud
je signal sluchovou drahou pfenesen az do mozkové klry (Glowatzki & Fuchs, 2002).

Cely tento proces zajistuji vnitfni vliaskové buriky kochley, zatimco vnéjsi viaskové burky pini
mechanickou Ulohu kochlearniho zesilovace vibraci diky transmembranovému proteinu prestinu
(Liberman a kol., 2002; Cheatham a kol., 2004). Na vnimani zvuku se kromé vnitfnich a vnéjsich
vldskovych bunék podili také bazildrni membrdana. Ta po celé délce kochley nema stdle stejnou
bazilarni membrany umoznuje vlaskovym bunkam rozdilné vnimani frekvenci a jejich depolarizaci
podle mista, kde se v kochlee nachazi. Jedna se o tzv. tonotopické usporadani (Obr. 3), kdy jsou
vyssich frekvence detekovany v bazi a nizsi frekvence v apexu kochley (Ehret, 1978; Myslivecek,

2009).

Obr. 3: Tonotopické usporadani lidské kochley. Diky rozdilné Sifce a tuhosti bazilarni membrany v rlznych
¢astech kochley detekuji vlidskové bunky senzorického epitelu rozdilné tédny podle mista, kde se nachazeji.
V apexu kochley detekuji vlaskové bunky tédny o nizké frekvenci, naopak vldskové burky v bazi detekuji

vysokofrekvenéni tény. Vlastni tvorba podle Lahav & Skoe (2014).



Inervaci vlaskovych bunék kochley zajistuji dva typy neuronu spirdlniho ganglia a jejich
aferentni vlakna, které vytvareji v kochlee svazky tzv. radidlnich vlaken (Perkins & Morest, 1975).
Téla téchto neuronl se nachdzeji ve spirdlnim neboli tzv. Rosenthalové kanale. Senzorické
neurony |. typu tvofi naprostou vétsinu spiralnich neuron® (90-95 %). Jedna se o bipolarni neurony
s jednim axonem a jednim denritem. Prostfednictvim svych perifernich myelinovych dendrit(
inervuji vyhradné vnitfni vlaskové buriky a prendseji sluchovou informaci do mozkového kmene
prostfednictvim centralnich axonovych vlaken. Kazdy spirdlni neuron I. typu inervuje vzdy pouze
jednu vldskovou bunku, ale zaroven se na jedné vlaskové bunce nachazi nervova zakonceni z 5-30
neurond I. typu (Dannhof & Bruns, 1993). Synapse mezi vnitini vlaskovou burkou a spiralnim
neuronem l. typu se nazyvaji ,ribbon” synapse. Zbylych 5-10 % tvofti senzorické pseudounipolarni
neurony Il. typu, jejichZ vldkna jsou nemyelinovana a inervuji pouze vnéjsi vlaskové bunky (Weisz
a kol., 2009). Jedno vlakno téchto neurond inervuje nékolik vnéjsich vlaskovych bunék zaroven
a na rozdil od neuron I. typu, nejsou tyto neurony aktivovany zvukovymi viemy ani se nepodileji
na prenosu zvukové informace do mozku. Pravdépodobné vsak hraji roli ve vnimani poskozeni
vnéjsich vldskovych bunék a signalizaci bolesti (Flores a kol., 2015; Liu a kol., 2015). Usporadani

vlaskovych bunék a jejich inervace neurony spiralniho ganglia je zndzornéno na Obr. 4.

/

I:I .. ﬁ' \sp,mm, = Vlaskové

ganglium “,4‘_" - ‘ buﬁky

Obr. 4: Uspofadani spiralniho ganglia. Inervaci vlaskovych bunék zajistuji aferentni vlakna senzorickych
neuront spirdiniho ganglia, které se tahne po celé délce kochley od baze po apex. Téla téchto neurond jsou
na obrazku vyznacena Cervené. Vlaskové buriky jsou zndzornény modrou barvou. Vnitini vlaskové burnky
jsou inervovany radialnimi vlakny neuron( I. typu (zelena vldkna), naopak tfi rady vnéjsich vlaskovych bunék
inervuji radialni vlakna neurond Il. typu (¢erna vldkna). Vlastni tvorba podle Druckenbrod & Goodrich (2015).
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Kromé téchto dvou typl vlaken aferentnich neuronl spirdlniho ganglia se na inervaci
vldskovych bunék kochley podileji také eferentni vldkna z mozkového kmene, konkrétné
z olivarnich jader (oliva superior). Tato vldkna zpétné kontroluji synapse aferentnich vldken se
véemi vlaskovymi burikami, moduluji jejich senzitivitu a vytvafi charakteristicky intraganglionicky

svazek (IGSB), ktery se obtaci podél spirdlniho ganglia (Mescher, 2010).

1.2 Vestibularni systém

Vestibularni neboli rovnovaziny systém je u savcl druhou funkéni a nezbytnou ¢asti vnitiniho ucha.
Sklada se z péti blanitych organ( vyplnénych endolymfou (Obr. 1). Jedna se o dva na sebe kolmé
vacky sakulus a utrikulus a tfi polokruhovité kanalky s lahvovitymi rozsifenimi zvanymi ampuly
(Forge & Wright, 2002; Angelaki & Cullen, 2008). Esencialni ulohou vestibularniho systému je
detekce Uhlového a linearniho zrychleni, které zajistuji vnimani polohy hlavy vici télu a udrzeni
rovnovahy (Van Egmond a kol.,, 1949; Latash, 2008). Stejné jako v pfipadé kochley jsou
i zde za udrzeni funkce zodpovédné vlaskové buriky senzorického epitelu.

ApikdIni strana vestibularnich vlaskovych bunék podobné jako v pfipadé vlaskovych bunék
kochley nese vybézky zvané stereocilie. Na povrchu vlaskovych bunék se nachazi 70-100 stereocilii
protkanych aktinem a pouze jediné tubulinové kinocilium prevysujici stereocilie. Na rozdil od
vlaskovych bunék Cortiho orgdn( zde kinocilium pretrvava i po narozeni a v pribéhu vyvoje
nezanika (Silver a kol., 1998; Khan & Chang, 2013). Vlaskové burnky vestibularniho Ustroji jsou
dvojiho typu. Méné zastoupeny I. typ vlaskovych bunék ma kulatou bazi obklopenou kalichem
(calyx) aferentniho nervového vldkna. Vyrazné pak prevaZzuje Il. typ vlaskovych bunék
cylindrického tvaru, na jejichz bazalni ¢ast navazuje nervové vldkno s knoflikovym (bouton)
synaptickym zakonéenim (Mescher, 2010).

Vestibuldrni systém ma dva typy senzorického epitelu. Prvni typ senzorického epitelu je
uloZzen vampulach (ampulla membranacea) polokruhovitych kandlkld. Vsechny tfi ampuly
obsahuji kristu (crista ampullaris), ve které se nachazi senzoricky epitel tvoreny vlaskovymi
a podplrnymi burikami. Jedna se o organ zajistujici detekci Uhlového zrychleni (Latash, 2008).
Buriky jsou v kristach zanoreny do gelové membrany (Obr. 5), kupuly (cupula ampullaris). Rotaci
hlavy dochazi k prelévani endolymfy polokruhovitymi kanalky, ¢imz dochazi k vychyleni kupuly ze
své osy a stimulaci vlaskovych bunék (Kralicek, 2011). V pfipadé vackd sakulu a utrikulu se jedna
o organy zvané makuly (maculae staticae), kde je senzoricky epitel usporadan obdobné jako
v kristach (Obr. 5). Obé makuly spolu sviraji pravy Uhel, a zatimco makula utrikulu zaznamenava
pohyb v horizontalni roviné, makula sakulu detekuje pohyb v roviné vertikalni (Flock, 1964; Latash,

2008). Kinocilie a stereocilie vlaskovych bunék obou makul jsou prekryté gelovou vrstvou. Jedna
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se o otolitickou membranu, na které se na rozdil od kupuly krist nachazeji krystalky uhli¢itanu
vapenatého tzv. otolity. Pfi linedrnim pohybu nebo naklonéni hlavy dochazi vlivem gravitace
k pfesunuti otolit po otolitické membrané a naslednému ohybu stereocilii vlaskovych bunék (Lins
a kol., 2000; Jaeger a kol., 2002).

Vlaskové buriky vestibuldrniho systému jsou inervovany aferentnimi viakny vestibuldrniho
ganglia, ktera spoleéné svlakny spirdlniho ganglia opoustéji vnitfni ucho jako tzv. sluchové

rovnovazny (VIIL.) hlavovy nerv (nervus vestibulocochlearis) (Wilson, 1979; Cihak, 2016).

iticka Otolity
+«— Kupula Otoliticka N

membrana soceecsec,

«—__ Podpirné

burnky
Vlaskova Vlaskova Vlaskova Vlaskova
burikal.  bunka ll. burika I. burika Il.
typu typu typu typu

Obr. 5: Usporadani senzorického epitelu ve vestibuldrnich organech. A: Senzoricky epitel ve tfech kristach
vestibularniho systému je zanofen do gelové membrdny, kupuly. B: V makuldach utrikulu a sakulu je
senzoricky epitel prekryt gelovou otolitickou membranou, nad kterou jsou ulozeny krystalky uhli¢itanu
vapenatého (otolity). Vlastni tvorba podle de Lahunta & Glass (2009); Jiang a kol. (2021).
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2 Morfologicky vyvoj vnitiniho ucha mysi domaci

Nejenom z hlediska morfologické struktury, ale také po vyvojové strance jsou si sluchoveé-
rovnovazné organy ucha mysi domaci (mus musculus) a ¢lovéka velice podobné. Skutec¢nost, Ze
model mysi domaci disponuje kratkym vyvojovym cyklem, pomérné pocetnym potomstvem, ale
také predstavuje relativné nenarocny organismus k chovu, ¢ini z mysi domaci jeden z nejéasté;i
volenych modelovych organism( ke studiu problematiky vnitfniho ucha savcl. Existuje zde
v neposledni fadé také velka geneticka homologie s ¢lovékem a z téchto dlivodU byl pro studium
a Ucely této diplomové prace zvolen modelovy organismus mysi domaci. Ndasledujici kapitoly jsou
proto vénovany vyvoji vnitiniho ucha u mysi.

Vnitfni ucho se zac¢ina formovat ze zesilené ¢asti ektodermu v blizkosti zadniho mozku, tzv.
otické plakody (Obr. 6) kolem embryonalniho dne 8,5 (E8,5). Postupnou invaginaci bunék otické
plakody z okolniho ektodermu vznikad nejprve otickd jamka a ndsledné po jejim uzavieni oticky
vacek neboli otocysta v embryonalnim véku E10,5 (Streit, 2001). Béhem invaginacniho procesu
dochazi k ustanoveni anterior-posteriorni osy vznikajiciho vnitfniho ucha (Bok a kol., 2011). P¥i
uzavirani a vzniku otického vacku je ustanovena taktéz dorzo-ventralni osa, ktera oticky vacek
rozdéluje na ¢ast vestibularni (misto vzniku rovnovaznych organi) a ¢ast sluchovou (misto vzniku
kochley).

Prostrednictvim procesu delaminace se z epitelu otické jamky a posléze otického vacku
(Obr. 6) jiz v E9 postupné oddéluji neuralni prekurzorové buriky tzv. neuroblasty a migruji do mista,
kde vytvari zaklad tzv. statoakustického ganglia (pfedchidce spiradlniho a vestibularniho ganglia).
Tyto bunky ddle diferencuji v neurony amezi E9,5 a E14,5 dochazi kseparaci plvodniho
spole¢ného ganglia na dvé samostatna ganglia; vestibularni a spiralni (Ma a kol., 2000).

Pomérné jednoducha epitelidlni struktura otického vack( dale prochazi ¢etnymi procesy
a komplexnimi zménami, které ji az do postnatalniho dne 15 (P15) pfeménuji na sofistikovany
labyrint vnitfniho ucha se vznikem vsech organ( sluchu a rovnovahy. Jeden z téchto procesui je
vznik kochledrniho kandlu na ventrdlni ¢asti prodluzujiciho se otického vacku kolem E11,5 a jeho
rast a prodluzovani az do doby po narozeni. Nejdrasti¢téjsim prodlouzenim vsak kochlea prochazi
mezi E11,5 a E15,5 (Kopecky a kol., 2012). Ddle kolem E12 se zacind formovat zaklad
polokruhovitych kanalkl vestibularniho systému v dorzalni ¢asti jako rozsifujici se primordium.
Naslednou resorpci okolni tkané vznikaji vSechny tfi polokruhovité kandlky (E13) a ve stejnou dobu

jiz mlZeme rozeznat také vacky utrikulus a ventralné od néj sakulus (Morsli a kol., 1998).
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Obr. 6: Casny vyvoj vnitfniho ucha u mysiho modelu. Z otické plakody, zesilené &asti ektodermu (modre),
se procesem invaginace vytvafi oticka jamka. Po jejim uzavieni vznika oticky vaéek (otocysta), ze kterého
delaminuji neuroblasty (Zluté). Postupnou migraci a diferenciaci neuroblastd dochazi k vytvoreni
statoakustického ganglia tvoreného neurony (¢ervend). Sedé buriky zndzorfiuji neurdlni trubici. Vlastni
tvorba podle Magarifios a kol. (2012).

VSechny orgdny se dale vyvijeji a ziskdvaji findlni podobu. Kochlea se prodluZuje a v E15 ma jiz
délku jeden a pul otacky. V tuto dobu jsou patrné také kupulovité ampuly, ve kterych vznikaji
kristy. Ve véku E17 je kochlea prodlouzena do konecné jedné a tfi ¢tvrté otacky (Morsli a kol.,
1998), presto je v tuto dobu kochlea nezrald. AZ do pfiblizné jedenactého dne po narozeni (P11)
v pfipadé baze a do P15 v pfipadé apexu (Kopecky a kol., 2012) dochazi k transformaci nezralého
kochledrniho kanalku na kandlek obsahujici zcela funkéni Cortiho organ. V této periodé zacinaji
mysi slySet. BEhem této doby dochazi rovnéz ke konecné maturaci a rlistu bunék ve vsech

ostatnich senzorickych organech (Morsli a kol., 1998).
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3 Molekularni regulace a specifikace bunécnych typt

Morfologicky vyvoj Uzce souvisi se specifikaci a diferenciaci neurosenzorickych bunék, které jsou
klicové pro zpracovani jak akustického, tak pohybového signdlu, a tedy za kompletni zajiSténi
spravného fungovani vnitfniho ucha. Tento vyvoj je regulovan a fizen Sirokou siti transkripénich
faktor( a signalnich molekul, které jsou nezbytné jak pro vyvoj vnitfniho ucha obecné, tak pro
spravnou specifikaci, proliferaci a diferenciaci vSech typ( bunék, ze kterych se vnitfni ucho sklada.

Vsechny esencidlni bunééné komponenty vnitfniho ucha, tedy podptrné burky, vlaskové
buniky a senzorické neurony, které je inervuji, vznikaji z jednoho spole¢ného multipotentniho
progenitoru v otickém vacku jiz béhem casného embryonalniho vyvoje (Sapede a kol., 2012).
Z tohoto spolecného epitelidiniho progenitoru se formuiji tfi linie bunék: prosenzoricka, jez dava
vzniku podpudrnym a vlaskovym burikdm, déale proneuralni, ze které naopak diferencuji neurony
vnitfniho ucha, a nakonec neurosenzoricka linie prekurzorovych bunék, ze které vznikaji jak
neurony, tak senzorické buriky vnitiniho ucha (Fritzsch a kol., 2006).

Diferenciace a vyvoj senzorickych vlaskovych bunék, nesenzorickych podplrnych bunék
a neurond je ve vnitfnim uchu Fizena a regulovana predevsim tzv. bHLH (basic helix—loop—helix)
transkripénimi faktory (Obr. 7), tedy faktory obsahujicimi motiv a-Sroubovice-smycka-a-
Sroubovice. Jsou jimi ATOH1 (,Atonal homologue 1“) pro formaci vlaskovych bunék (Millimaki
a kol., 2007), NEUROG1 (,,Neurogenin 1“) pro determinaci neuronli (Andermann a kol., 2002)

a NEUROD1 (,,Neurogenic differentiation factor 1) pro diferenciaci a preziti neuront (Jahan a kol.,

2010a).
Oticky vagek
NEUROG1 ISL1
ISL1 : . SOX2
NEUROG1
ISL1
SOX2
Neuralni prekurzor Neurosenzoricky prekurzor Senzoricky prekurzor
NEUROD1 \ NEUROD1 NOTCH } ATOH1 I NOTCH \ ATOH1 \
Neuron Neuron Podplrna Vlaskova Podplrna Vldskova
burika burika burika burika

Obr. 7: Specifikace bunék vnitfniho ucha. Na obrazku je ukdzdano schématické znazornéni zakladnich
transkripcnich faktort nutnych pro vyvoj jednotlivych bunéénych komponent vnitfniho ucha (Fritzsch a kol.,
2006; Magarifios a kol., 2012; Sapede a kol., 2012; Elliott a kol., 2021).
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3.1 Specifikace prosenzorické linie

Formace senzorického epitelu a vyvoj vlaskovych bunék je sohledem na vznik neuron(
a formaci ganglii opozdén. Mezi zdsadni transkripéni faktory a prvni markery pro vyvoj
senzorického epitelu patfi SOX2 (,Sex determining region Y-box factor 2“), radici se mezi HMG
(,High Mobility Group”) transkrip¢ni faktory. Sox2 je v otocysté exprimovan jiz od E8,5 a ve
vyvijejici se kochlee detekujeme pfitomnost SOX2 od E12,5 (Dabdoub a kol., 2008). Experimenty
zabyvajici se deleci Sox2 ukazaly, Ze nepfitomnost nebo snizena exprese Sox2 ve vyvijejicim se
vnitfnim uchu vede k naruseni vyvoje senzorického epitelu (nedochazi k diferenciaci jak
vlaskovych, tak ani podpuarnych bunék) a nasledné ztraté sluchu (Kiernan a kol., 2005). Dfive se
také myslelo Ze je Sox2 zasadni i pro vyvoj neuronll a jeho delece vede k eliminaci vSech
senzorickych neuront (Puligilla a kol., 2010; Steevens a kol., 2017), jelikoZ se predpokladalo, Ze je
jeho exprese nutna pro upregulaci neurdlnich bHLH gent jako jsou Neurogl (Ma a kol., 1998; Ma
a kol., 2000) a Neurod1 (Liu a kol., 2000; Kim a kol., 2001; Jahan a kol., 2010a). Ukazalo se vsak, Ze
SOX2 neni zasadni v ¢asném vyvoji vnitfniho ucha a exprese NEUROG1 (tedy nasledné i NEUROD1)
je zachovana i v nepfitomnosti SOX2 (Dvorakova a kol., 2020). Na druhou stranu, jelikoZ bez
exprese Sox2 nedochazi k vyvoji senzorického epitelu a produkci zdsadnich neurotrofinovych
ligand( nutnych pro preziti neuron(ll, dochazi k jejich masivni apoptdze. Sox2 je tak nepfimo
dllezity pro vyvoj a preZiti neurond v pozdéjsich stadiich vyvoje (Dvorakova a kol., 2020).

Mezi embryonalnim dnem E13,5 a E18,5 se bunky v Cortiho orgdnu rostouci kochley
diferencuji na vlaskové a podpurné bunky a jeden z nejdrive identifikovatelnych diferenciacnich
markeru vlaskovych bunék je vyse zminovany bHLH transkripcni faktor ATOH1. Ten je ve vnitfnim
uchu detekovan jiz od véku E12,5 v pfipadé vestibuldrniho systému a v kochlee je jeho pfitomnost
poprvé zaznamenana o den pozdéji; mezi E13,5 a E14,5 (Chen a kol., 2002). UpInd delece Atoh1
vede ke kompletni ztraté vlaskovych bunék, nebot bylo ukazano, Ze transkrip¢ni faktor ATOH1 je
esencialni pro aktivaci diferenciace vlaskovych bunék (Bermingham a kol., 1999). V disledku
nepfitomnosti vlaskovych bunék dochazi také ke ztraté bunék podplrnych (Woods a kol., 2004).

Za expresi Atohl je zodpovédny predevSim SOX2 v kooperaci s dalSimi dileZitymi
transkripénimi faktory napf. EYA1 (,Eyes absent homolog 1“) a SIX1 (,Sineoculis homeobox
homolog 1“) (Ahmed a kol., 2012). Nasledné v jiz diferencovanych vlaskovych burikdch musi byt
exprese Sox2 inhibovdna a zachovana zlstavd pouze v podpurnych bunkach, pro které je
zachovani vysoké exprese Sox2 klicové (Dabdoub a kol., 2008).

Rozhodnuti, zda se z bunky prosenzorické linie stane bunka vlaskova, nebo podplirna, je
fizeno procesem lateralni inhibice v ramci signalizacni drahy NOTCH. Tato juxtakrinni draha

(probihajici mezi dvéma sousedicimi burikami) je evolucné konzervovana a ridi Siroké spektrum
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procest napfi¢ organismy (Neves a kol., 2013). Vlaskové buriky s expresi Atohl béhem dalsiho
vyvoj iniciuji expresi genl pro transmembranové proteiny JAG2 (,Protein jagged-2“) a DLL1
(,,Delta-like protein 1“), které jsou ligandy receptoru NOTCH1 (,,Neurogenic locus notch homolog
protein 1) na plazmatickych membranach sousednich bunék (Lanford a kol., 1999). Vazbou téchto
ligand( na receptor NOTCH1 je spusténa signaliza¢ni kaskada, pti které dochazi ke zvyseni exprese
genl Hes1 a Hes5 (,Hairy and enhancer of split-1/5“), které pUsobi jako negativni reguldtory pro
expresi Atohl (Zine & de Ribaupierre, 2002). Bunka, ve které je NOTCH signalizac¢ni draha
aktivovana, tedy burika sousedici s vlaskovou burkou, tak nemUze exprimovat klicovy marker
vlaskovych bunék Atoh1 a stava se tedy podpUrnou burnkou.

Diky tomuto procesu disponuje epitel kochley svou vysoce organizovanou a unikdtni
strukturou, kdy je kazda vlaskova burka obklopena podplrnymi burikami, a tedy dvé vlaskové

bunky spolu nikdy pfimo nesousedi (Lanford a kol., 1999; Zine a kol., 2000; Petrovic a kol., 2014).

3.2 Specifikace proneuralni linie

Jiz béhem invaginace otické plakody a formace otického vacku dochazi k zahajeni neurogeneze
prostfednictvim bHLH transkripéniho faktoru NEUROG1 (,Neurogeninl®). NEUROG1 reguluje
delaminaci neuroblast( z otického vacku a zahajuje specifikaci a diferenciaci neuron( vnitfniho
ucha. Nejenom Ze delece genu Neurogl vede k naruseni schopnosti delaminace neuroblastd,
a tedy Uplné ztraté neurond vnitfniho ucha (Ma a kol., 1998; Ma a kol., 2000), absence Neurogl
ma dopad i na vyvoj senzorického epitelu a tvorbu vlaskovych bunék v disledku zmény v expresi
genu Atohl. Mutanti sdeleci genu Neurogl vykazuji zkraceni kochley, a tedy
i senzorického epitelu s mnohonasobnymi fadami vnitinich a vnéjsich vlaskovych bunék v apexu
kochley (Ma a kol., 2000; Matei a kol., 2005).

Mezi funkci NEUROG1 a ATOH1 existuje vzajemny antagonisticky vztah. Neurogl je
exprimovan v prekurzorech neuronl vnitfniho ucha jesté pred expresi genli nutnych pro
diferenciaci prosenzorické linie. PfestoZe je aktivita ATOH1 patrnd jiz na pocatku vyvoje, Uroven
hladiny proteinu ATOH1 je béhem neurogeneze v neuronech vnitfniho ucha sniZzena az do
pozdéjsich vyvojovych fazi. Z tohoto divodu se neurony vnitiniho ucha vyvijeji dfive nez vlaskové
bunky. NEUROG1 zprostredkovava represi ATOH1 prostfednictvim naruseni stability Atoh1 mRNA,

a tim brani tvorbé senzorického epitelu (Raft a kol., 2007; Galvez a kol., 2017).
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3.2.1 NEUROD1 transkripcni regulace

Kratce po delaminaci prvnich neuroblastd, tedy vznikajicich neuron(, dochazi k poklesu exprese
Neurogl. Pfitomnost NEUROGL1 v E8,5 iniciuje expresi dalSiho klicového bHLH transkripéniho
faktoru NEURODZ1 (Jahan a kol., 2010b).

Exprese Neurogenniho diferenciacniho faktoru 1 (Neurodl) neni omezena pouze na
centrdlni a periferni nervovou soustavu, jak by mohlo jeho pojmenovani naznacovat. Tento
transkripéni faktor je také nezbytny pro vyvoj slinivky brfisni (pancreas), kde jeho expresi
detekujeme jiz ve véku E9,5 ve vSech endokrinnich prekurzorech. Mutantni jedinci s globalni deleci
Neurod1 jsou postiZeni tézkou hyperglykémii a ketonurii (tedy typickymi pfiznaky nemoci diabetes
mellitus), v disledku ¢eho? kratce po narozeni umiraji (Naya a kol., 1997).

Podstatnou roli vSak Neurodl1 sehrava také béhem vyvoje vnitfniho ucha a senzorickych
neuron(. Na aktivaci jeho exprese se podili transkripéni faktor NEUROG1 a v delaminujicich
neuroblastech byla exprese Neurodl zaznamenadna jiz v embryondlnim véku E8,75 (Liu a kol.,
2000). V prlbéhu vyvoje hladina exprese Neurodl klesd a v plné maturovanych neuronech se
stdvd nedetekovatelna (Deng a kol., 2014). Ve vestibularnim senzorickém epitelu je exprese
Neurod1 zahdjena s pocatkem diferenciace vldskovych bunék mezi E13 a E14 a pfetrvava do doby,
nezZ je senzoricky epitel dobfe definovan, kdy je exprese patrna v utrikulu, sakulu i kristach. Oproti
tomu exprese ve vlaskovych bunkach Cortiho organu je detekovatelnd az od véku E15,5 a je také
slabsi v porovnani s ostatnimi oblastmi vnitfniho ucha, ve kterych je NEUROD1 pfitomen (Liu
a kol., 2000).

Na rozdil od Uplné delece Neurogl, ktera vede ke ztraté vsech neurond ve vnitfnim uchu,
ma delece Neurodl na neurony mirnéjsi dopad, kdy je mensi mnoZstvi predevsim vestibuldrnich
neurond u tohoto mutanta zachovano. V porovnani s kontrolnimi jedinci je sniZzeni poctu
vestibuldrni neuronl 85%, zatimco ztrata neuron( spirdiniho ganglia predstavuje 95 % (Liu a kol.,
2000). Zbyvajici neurony jsou lokalizovany v centralni ¢asti kochley blizko modiolu mimo obvyklé
pozice ganglia (Kim a kol., 2001). Tyto vysledky vysvétluji zaznamenanou kompletni ztratu sluchu,
naruseni rovnovaznych funkci a dale cerebralni ataxii v souvislosti s deleci Neurod1 v mozecku
(Miyata a kol., 1999; Liu a kol., 2000; Kim a kol., 2001). Zaroven u mutantd s Uplnou deleci Neurod1
dochazi k masivni redukci neurdlni inervace v kochlee, kdy dochazi témér k Uplné ztraté
aferentnich vlaken a vétsiny eferentnich vldken (Kim a kol., 2001).

Obdobné jako mutanti s deleci Neurogl, vykazuji mutanti s Uplnou deleci Neurodl
signifikantni zkraceni a rozsiteni kochledrni trubice, a tedy i senzorického epitelu s narusenou

organizaci vlaskovych bunék v apexu (Liu a kol., 2000; Kim a kol., 2001).
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K prfedchazeni ¢asné letality u Neurodl deficientnich jedincl, byly pro vyzkumy v této
oblasti vyuzity také tzv. tkanové specifické delece Neurodl s vyuziti rekombindzy Cre (,Cre
recombinase”). Vyzkum zabyvajici se deleci Neurod1 pouze v bunkach exprimujici Pax2 (,,Paired
domain gene 2“; Pax2-Cre; Neurod1”) ukazal, Ze €asna delece Neurod1 zpUsobuje signifikantni
ztratu spiralnich a vestibularnich neuron(, zkraceni senzorického epitelu a vede k podstatnym
zménam exprese nékolika gen(, které mohou pfimo nebo neptfimo ovlivnit uréeni bunééného
osudu prekurzorovych bunék. Exprese Neurodl v neurosenzorickych prekurzorech potladuje
expresi ,downstream” genul napf. Atoh1, Poudf3 (,,POU class 3 homeobox 4“), Nhih1 (,,Nescient
helix-loop-helix 1“), Fgf8 (,,Fibroblast growth factor 8“) a Sox2, které jsou nezbytné pro obecnou
neurosenzorickou a specifickou diferenciaci vlaskovych bunék. Chybéjici NEUROD1 inhibice vede
k pfed¢asné expresi téchto gend v apikdlni ¢asti kochley u mutantl, a zaroven dochazi
k diferenciaci ektopickych vlaskovych bunék uvnitf senzorickych ganglii z divodu exprese Atohl.
Zvysenim exprese Fgf8 v dusledku delece Neurod1 dochazi k preméné vnéjsich vlaskovych bunék
na vnitfni vlaskové bunky. PrestoZe bazdlni ¢ast kochley nevykazovala zndmky naruseni
usporadani vlaskovych bunék, v apikalni poloviné kochley autofi studie zaznamenali zmnoZené
fady vnitfnich a vnéjSich vlaskovych bunék. V nejapikalnéjsi casti apexu kochley pak byly
detekovany ¢astecné zdvojené fady vnitfnich vlaskovych bunék, zatimco vnéjsi vlaskové buriky
Uplné chybély (Jahan a kol., 2010b).

Jak ukazuji vysledky dalsi studie téchto autord, Neurod1 neni nutny pouze pro vznik a preziti
vétsiny spiralnich a vestibularnich neurond, ale je také esencidlni pro jejich spravnou migraci do
ganglii a ndslednou segregaci aferentnich neuralnich vlaken. Pfi absenci Neurod1 ve vnitfnim uchu
u Pax2-Cre; Neurod1”f mutant se zbyvajici kochledrni a vestibularni aferentni vidkna nedokézou
oddélit a vstupuji do dalsi ¢asti sluchové drahy (tedy kochledrniho jadra) jako jediny smiSeny nerv
namisto dvou samostatnych. Tato zjisténi jsou v souladu s detekci smiSené populace prezivajicich
vestibuldrnich a spiralnich neuron( tvofrici spolecné ganglium, které je ulozeno mimo svou
obvyklou pozici v porovnani s kontrolnimi jedinci (Jahan a kol., 2010a).

Soucasné maji mutanti vyrazné redukovana radialni vidkna a inervace kochley je podstatné
omezena. U téchto mutant( navic spirdlni vlakna 1. typu inervuji nékolik vnitfnich vlaskovych
bunék a zbylad eferentni vldkna nikdy neformuji typicky intraganglionicky spiralni svazek jako
kontrolni jedinci (Jahan a kol., 2010a).

Pozdéji se ukazalo, Ze delece Neurodl u Pax2-Cre; Neurod1”f mutantd je ve vnitfnim uchu
neuplna (Pan a kol., 2011). Bylo zjisténo, Ze aktivita Pax2-Cre v pribéhu embryonalniho vyvoje

klesa (Duncan & Fritzsch, 2013). Proto je mozné, Ze vyuZitim tohoto mutanta se nepodafilo odhalit
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vsechny funkce Neurod1 pro vyvoj vnitfniho ucha, a z tohoto dlvodu byly pro nasledné analyzy
vyuzity jiné rekombinaéni modely.

Vyuzitim nového rekombinaéniho modelu s podminénou deleci Neurod1 pouze v burikidch
exprimujici /s/1 (,Insulin gene enhancer protein ISL-1%; Is/1-Cre; Neurod1”f) byl vytvoFen mutant
s opozdénou podminénou deleci Neurodl pouze ve vnitfnim uchu, pficemzZz exprese Neurodl
v kochlearnich jadrech a stfednim mozku zlstala zachovana (Macova a kol., 2019). Tito mutanti
nevykazovali zddné defekty ¢i abnormality v motorické aktivité, které by naznacovaly poSkozeni
vestibularniho systému. Rovnéz v postnatalnim véku PO (tedy v den narozeni) zlistala zachovana
i struktura Cortiho organu s tfremi fadami vnéjsich vlaskovych bunék a jednou fadou vnitfnich
vldskovych bunék. Struktura Cortiho organu v postnatalnim véku P7 vsak odhalila dezorganizaci
vnéjsich vlaskovych bunék a podplrnych pilitovitych bunék v apexu kochley. Kochlea byla
u mutantl zkracena o 40 % a nékteré vné;jsi vlaskové bunky byly pfemény na vnitini vlaskové
bunky. Tento fenotyp zaznamenané transdiferenciace vnéjsich vlaskovych bunék Cortiho organu
na vnitfni vlaskové bunky byl porovnatelny s vysledky pfedchozich studii delece Neurod1 (Liu
a kol., 2000; Kim a kol., 2001; Jahan a kol., 2010a).

Nejvétsi defekty této delece autofi zaznamenali v souvislosti s neurony spiralniho ganglia
(Macova a kol., 2019). Pocet téchto neuront byl signifikantné redukovan, neurony byly rdzné
rozptyleny a v nékterych ¢astech ganglia Uplné chybély (napf. v nejapikalnéjsi ¢asti apexu), coz
souvisi s jejich poskozenou migraci. V PO byl Ubytek spirdlnich neuron( v kochlee 80% a zbylé
neurony byly beze zmény udrZovany béhem postnatalniho vyvoje az do dospélosti. Radialni vlakna
byla zredukovana, prodlouzena a mezi jednotlivymi svazky téchto vlaken byly detekovany vétsi
mezery. Zaroven se nezformoval intraganglionicky svazek eferentnich vlaken. Nesprdvné
lokalizované spiralni neurony u mutantnich jedincd vytvofily spolecné s vestibularnimi neurony
zvétsené sluchové-vestibularni ganglium. Segregace centralnich axonl byla rovnéZ ztracena,
protoze aferentni vlakna neuron( z baze a apexu se zcela prekryvala s vestibularnimi axony ve
migraci a tvorbu spole¢ného sluchové-vestibularni ganglia u Pax2-Cre; Neurod1”f mutantd (Jahan
a kol., 2010a). Jednotlivé neurony ganglia vykazovaly také mnohocetné rozvétveni v kochlee.

Vysledky této studie ukazaly, Ze absence Neurodl nema vliv pouze na prezivani neurond,
ale ovliviiuje taktéz tonotopickou organizaci kochley, coZ ma za nasledek naruseni a dezorganizaci
primarni tonotopické mapy a zménu rysu sluchové drahy u mutantnich mysi. NEUROD1 ma tedy
mimoradné vyznamnou funkci v regulaci neurdlniho vétveni, organizaci aferentnich a eferentnich

vldken a v celkové tonotopické organizaci sluchového systému (Macova a kol., 2019).
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Dalsi pokroky na poli studia funkce Neurod1 ve vnitfnim uchu pfinesly dvojité podminéné
delece genu Neurodl a zaroven Atohl ve vsech ISL1 pozitivnich burnkach (Filova a kol., 2020).
Kombinovand delece Atoh1 a Neurod1 ma za ndsledek ztratu vSech senzorickych vlaskovych bunék
i podplrnych bunék a vede k vytvoreni neobvykle husté a propletené sité neuralnich vldken
v kochlee. Prezivsi neurony postradajici Neurodl jsou schopny inervovat nevyvinuty epitel
v oblasti predpokladaného Cortiho orgdnu bez diferencovanych senzorickych bunék, coz
naznacuje, Ze nevyzaduji pro rlst axon( pfitomnost vlaskovych bunék. Zaroven byly tyto neurony
masivné redukovany a husta vldkna byla detekovdna predevsim v apexu kochley. Kochlea
u dvojitého Atohl/Neurodl mutanta je jesté vice zkrdcend ve srovnani s mutanty s jinymi
podminénymi delecemi Neurodl, coz naznacuje dalsi dosud nepopsané genové interakce mezi
témito dvéma bHLH transkripcnimi faktory.

Nékteré spirdlni neurony byly translokovany a spolec¢né s neurony vestibularniho ganglia
vytvofily aberantni sluchové-vestibularni ganglium podobné jako v predeslém vyzkumu (Macova
a kol., 2019). V souvislosti s tim nebyly centralni axony segregovany do dvou samostatnych nervd,
ale prekryvajici se vlakna vytvofila spolecny sluchové-vestibularni nerv. Data této studie ukazuiji,
Zze NEUROD1 reguluje migra¢ni schopnosti neuront a také spravné zapojeni spirdlnich neuront do
kochledrniho jadra nezavisle na ATOH1, o ¢emz svédci chybna migrace spirdlnich neuron( a stejna
dezorganizace centralnich axon(li v kochlearnim jadre jak u podminéné delece Neurod1 (Macova
a kol., 2019), tak u kombinované delece Atohl/Neurod1 (Filova a kol., 2020).

Zminéné vyzkumy vsak stale neobjasnily detailnéjsi poznatky o ucincich ¢asné delece
Neurod1 ve vyvijejicich se neuroblastech a vzniku vnitfniho ucha. Pro hlubsi pochopeni této
problematiky se nejnovéjsi studie (Filova a kol., 2022) zaméfila na podminénou deleci Neurod1 ve
véech Foxg1 (,Forkhead box protein G1“) pozitivnich burikach (Foxg1-Cre; Neurod1”f). Bylo totiz
dokdzano, Ze transgen Foxgl-Cre vede jesté k dfivéjsi rekombinaci, a tedy i dfivéjsi eliminaci
Neurodl v porovnani sjiz dfive zkoumanymi Cre rekombinacnimi modely v otické plakodé
a vznikajicim vnitfnim uchu (Duncan & Fritzsch, 2013; Dvorakova a kol., 2020). Zaroven Foxg1-Cre
neni exprimovan ve sluchovych a vestibuldrnich jadrech, ¢imz se vyloucila moznost, Ze by absence
Neurod1 v téchto jadrech mohla ovlivnit Zivotaschopnost neuronl ve vnitfnim uchu (Hébert
& McConnell, 2000; Bérubé a kol., 2005).

Mutantni jedinci (Foxg1-Cre; Neurod1”) se rodili signifikantn& mensi, co? znaéi abnormality
béhem embryondlniho vyvoje a ani v postnatalnim obdobi tito jedinci neprospivali a trpéli
zdvaZznou ataxii v porovnani s kontrolami. Kochlea mutantli byla v embryonalnim véku E18,5
vyrazné zkracena a senzoricky epitel Cortiho organu téchto jedinc dosahoval pouze 47% délky

epitelu kontrolnich embryi. Vapexu dospélci byla detekovana také narusend struktura
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senzorického epitelu s vétsim mnozstvim rad vnéjsich vlaskovych bunék, ektopickymi vnitfnimi
vldskovymi burikami mezi vnéjsimi a dvé fady vnitfnich vldskovych bunék, zatimco v bazi nékteré
vnéjsi vlaskové buriky chybély. Redukce velikosti senzorickych epitell byla detekovana rovnéz
u vestibularnich orgadni a inervace senzorického epitelu v kochlee byla signifikantné narusena.
Radidlni vldkna byla silné redukovana a dezorganizovand, sc¢imz souvisi detekce pouze
rudimentdlniho spiralniho ganglia v blizkosti kochlearni baze a vestibuldrniho vacku sakulu.
Nékteré neurony byly navic zapletené mezi radialni vldkna, tedy mimo obvyklé pozice uvnitf
spirdlni ganglia.

Zmensené bylo taktéz vestibularni ganglium tvofeno mixem vestibuldrnich a spiralnich
neurond. Tyto vysledky naznacuji vyznamnou ztratu neuron(, zavainé abnormality pfi tvorbé
spirdlniho ganglia, segregaci vestibularniho a spirdlniho ganglia, inervaci a migraci neuron.
V embryonalnim véku E10,5 autofi vyzkumu porovndvali velikost vznikajiciho ganglia a zjistili
zadvaznou 53% redukci velikosti ganglia u mutant( v porovnani s kontrolami. Zarover byl o 80 %
snizen také pocet ISL1 pozitivnich bunék (charakteristicky bunéény marker neurond ganglia).
Proliferace neuroblastl postradajicich NEUROD1 nebyla u mutantnich jedincl ovlivnéna, coz
naznacuje, Ze NEUROD1 neni, alespori v embryonalnim véku E10,5, potfebny k proliferaci neuront
ve vyvijejicim se vnitfnim uchu (Filova a kol., 2022). U mutant( vSak byla detekovana masivni
apoptoza, a tyto vysledky potvrzuji, Ze NEUROD1 je dllezZity pro pfeZiti neurond uz v ranych fazich
jejich vyvoje (Liu a kol., 2000; Filova a kol., 2022) .

Neurony, které u téchto mutantl zlstaly zachovany vytvérely silné redukovana,
nesegregovand a dezorganizovana centralni vldkna (Filova a kol., 2022), a tyto abnormality se
shoduji s abnormalitami rozdilnych deleci Neurod1 (Kim a kol., 2001; Jahan a kol., 2010a; Macova
a kol., 2019; Filova a kol., 2020). Stejné jako u jinych mutant( s deleci Neurod1 se vsak nepodafilo
oddélit sekundarni ucinky delece Neurodl1 v neuronech vnitfniho ucha na vyvoj senzorickych
bunék kvali aktivité Foxgl-Cre nejenom v neuronech, ale také v senzorickych prekurzorech.
Nicméné nékteré ucinky této delece vykazovaly vyraznéjsi charakter nez u mutant(l s opozdénou
deleci Neurod1, coz naznacuje ¢asovou zavislost eliminace Neurod1 (Filova a kol., 2022).

Dalsim  klicovym  krokem, ktery by mohl vyznamné  prispét kjesté
komplexnéjsimu pochopeni role Neurodl ve vyvoji senzorickych neuronl vnitfniho ucha, by
mohlo byt vytvofeni experimentalniho mysiho modelu s omezenou deleci Neurodl pouze

v senzorickych neuronech bez ovlivnéni okolniho senzorického epitelu.
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3.2.2 Dalsi vyznamné regulacni molekuly

Ve vyvoji neuronl vnitfniho ucha je zapojend celd fada dalSich transkripénich faktor(
a molekul. Opét zde existuji vzajemné vztahy a komplexni sité interakci, jejichz kombinovanym
a vzajemnym plsobenim dochazi k vysoce presné regulaci vyvoje nejenom senzorickych neuron(
vnitfniho ucha. Nize je struéné zminéno nékolik z nich, které jak se ukazuje, maji izkou souvislost
s transkripcni regulaci NEUROD1 a byly proto zvoleny jako soucdst vyzkumu této diplomové prace.

Prvnim transkripénim faktorem, o kterém je znamo, Ze se specificky podili na pozdni
diferenciaci senzorickych neuront vnitfniho ucha, je transkripcni faktor POU4F1. Patfi do rodiny
transkrip¢nich faktor s homeodoménou POU a je dlleZity pro ¢asnou neurogenezi, migraci
neuron( a pocateéni navadéni axon( spirdlnich neurond (Farifias a kol., 2001). Jeho delece ma za
nasledek podstatné snizeni velikosti neuronl, abnormalni migraci neurond a absence tohoto
faktoru vede k selhani prezivani jiz maturovanych neurond, protoZe pozitivné reguluje expresi
neurotrofinovych receptor( (McEvilly a kol., 1996; Huang a kol., 1999; Huang a kol., 2001).

ISL1 je transkripcni faktor patfici do rodiny LIM-homeodoménovych protein( (,,LIN-11, Isl-1
and MEC-3“). Jeho exprese je dlleZitd béhem vyvoje neurdlnich i jinych typd bunék, véetné
motorickych, senzorickych a sympatickych neurond (Sun a kol., 2008; Bohuslavova a kol., 2019),
endokrinnich bunék slinivky bfisni (Ahlgren a kol., 1997) a srde¢nich bunék (Cai a kol., 2003).
Bé&hem vyvoje ucha je Is/1 exprimovan v diferencujicich neuronech ve vznikajicim statoakustickém
gangliu a v prosenzorickych prekurzorech v uchu (Radde-Gallwitz a kol., 2004; Dvorakova a kol.,
2016; Filova a kol., 2020). Bylo ukazano Ze ISL1 ma pravdépodobné dulezitou roli pfi udrzovani
funkce neuron( a vlaskovych bunék a mdze mit i roli béhem samotné specifikace a diferenciace
neuront a senzorickych bunék (Huang a kol., 2001; Chumak a kol., 2016; Bohuslavova a kol., 2017).

NHLH1 patii mezi bHLH transkripcni faktory exprimované v diferencujicich neuronech a ve
vnitfnich a vnéjsich vlaskovych bunkach Cortiho organu. Je pravdépodobné, Zze NHLH1 se ve
spolupraci s NEUROD1 podili na udrzeni a diferenciaci vestibularnich neurona, a zfejmé pfispiva
k preziti mnoha vestibularnich a nékolika spiralnich neurond u mysich mutantt s deleci Neurod1
(Jahan a kol.,, 2010a). Kombinovana delece Neurodl a Nhlh1l ukdazala ztratu témér vsech
senzorickych neuront, coZ naznacuje urcitou zastupitelnost obou transkripcénich faktor(. Protoze
je NHLH1 aktivni pouze v postmitotickych neuronech, je mozné, Ze hraje roli taktéZ v migraci
neuronl (Kriger a kol., 2006).

Dalsi z rodiny bHLH transkrip¢nich faktor(i stéZejnich pro neurogenezi je BHLHE22 (,Basic
Helix-Loop-Helix Family Member E22“), také zndmy jako BHLHB5. Dosud nebyly presné a detailné
objasnény vztahy mezi BHLHE22 a dalSimi transkripcnimi faktory, které jsou zndmé svou klicovou

roli v neurdlni diferenciaci. Presto je zlokalizace jeho exprese béhem neurogeneze
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pravdépodobné, ze BHLHE22 patfi mezi klicové hrace v tomto procesu (Brunelli a kol., 2003).
Kromé toho experimenty odhalily, Ze BHLHE22 je exprimovany v dorzalnich kochlearnich jadrech
béhem vyvoje a Ze je nezbytny pro jejich spravny vyvoj, protoZze mysi postradajici BHLHE22
vykazovaly dramaticky snizeny pocet neuront v téchto jadrech (Cai a kol., 2016).

Morfogen SHH (,,Sonic hedgehog”) je dllezity uz v ranych stadiich morfogeneze vnitfniho
ucha. Jeho exprese je detekovana v blizkosti otického vacku jiz od embryonalniho véku E10,5
a podili se na specifikaci neuron(, tvorbé kochley a také vytvareni chrupavcitého obalu vnitifniho
ucha, ktery v postnatalnim obdobi osifikuje a méni se na kostény labyrint, ktery chrani vnitfni ucho
(Liu a kol., 2002).

Ephrin-B2 je protein kddovany genem Efnb2 (,Ephrin B2“), patfici do EPH skupiny gen(.
Samotné efriny a jejich receptory tvofi nejvétsi podrodinu receptorovych tyrozinkinaz a jsou
zapojeny do zprostfedkovavani vyvojovych procesl, predevsim pak v nervovém systému.
Signalizace mezi ephriny a jejich receptory zprostfedkovava navadéni axon(, migraci a proliferaci
bunék, tvorbu tkanového rozhrani, a synaptogenezi. Bylo ukazano, Ze tato signalizace je nutna pro
normalni homeostazu endolymfy, vestibuldrni funkce a morfogenezi endolymfatického epitelu
vnitfniho ucha (Raft a kol., 2014).

EPHAS neboli ,Ephrin type-A receptor 5“ patfi do podrodiny efrinovych receptor( z rodiny
protein-tyrozinkindz. Receptory Eph se podileji na migraci neurond a navadéni axonl béhem
casného vyvoje sluchové drahy (Cramer, 2005) a samotny EPHAS je ve zvySené mife detekovan
v neuronech spirdlniho ganglia (Lu a kol., 2011). Bylo také ukazano, Ze snizend exprese Epha5
a také Pou4f1 koreluje s abnormalitami v perifernich a centralnich projekcich spiralnich neurond
u mutantl s podminénou deleci Neurod1 (Filova a kol., 2020).

Neurony vnitfniho ucha v zdvislosti na jejich poloze exprimuji na svém povrchu dva
neurotrofinové receptory, tyrozinovy receptor B (NTRK2) a tyrozinovy receptor C (NTRK3). Oba
receptory a jejich prislusné ligandy neurotrofiny BDNF (,,Brain-derived neurotrophic factor”) a NT3
(,Neurotrophic factor 3“), které jsou exprimované senzorickym epitelem a slouzi k navadéni
rostoucich nervovych vldken, jsou dulezité pro samotné preziti aferentnich neurond vnitiniho
ucha, tvorbu synapsi a navadéni axont (Fritzsch a kol., 1997; Yang a kol., 2011). Zatimco NTRK2
a neurotrofin BDNF se podileji pfredevsim na regulaci vestibularni neurond, NTRK3 a jeho ligand
neurotrofin NT3 jsou esencidlni v regulaci prezivani neuron(l ve spirdlnim gangliu (Farifias a kol.,
2001). Ztrata obou neurotrofinovych receptori (NTRK2, NTRK3) nebo obou neurotrofinli (NT3,
BDNF) vede ke kompletni ztraté vSech neuron(, coZ ma za nasledek také ubytek vlaskovych bunék
(Silos-Santiago a kol., 1997; Kersigo & Fritzsch, 2015). Delece genu Neurod1 vedla k Uplné ztraté

exprese receptoru NTRK3 ve statoakustickém gangliu u mutantnich embryi ve véku E10,5
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a k signifikantnimu sniZeni exprese receptoru NTRK2, kterd zlstala zachovana pouze v nékolika
bunkach ganglia. Oproti tomu exprese neurotrofinovych ligand( BDNF a NT3 zlistala nezménéna.
Tyto vysledky ukazuji, Ze senzorické neurony vnitfniho ucha jsou zavislé na aktivité genu Neurodl,
ktery je klicovy pro regulaci exprese neurotrofinovych receptortl, NTRK2 a NTRK3, jejichZ absence

¢i nedostatecna exprese vede k bunééné smrti neurond (Kim a kol., 2001).
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4 Cile prace

Ackoliv bylo o dlleZitosti transkripéniho faktoru NEUROD1 ve vyvoji vnitiniho ucha predevsim
v poslednich dvou dekadach jiz mnoho objasnéno, stdle zUstava neodhalena jeho presna role ve
specifikaci a diferenciaci neuron( vnitfniho ucha. Za timto ucelem byl pomoci rekombinacéniho
systému Cre-loxP vytvofen novy mysi model s deleci genu Neurod1 pouze v bunkach s jeho
endogenni expresi (Neurod1-Cre, Neurod1”f), bez ovlivnéni exprese Neurodl v okolnim

senzorickém epitelu. Dil¢imi cili pak byly:

e Popis a charakterizace fenotypu mutantniho mysiho modelu Neurod1ST (Neurod1-
Cre, Neurod1¥)

e Vyhodnoceni morfologickych a bunécnych zmén béhem vyvoje kochley a spiralniho
ganglia

e Detekce zmén v expresi vybranych genl
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5 Material a metody

5.1 Material

5.1.1 Chemikalie

Agardza, Sigma-Aldrich, USA

AguaPolyMount

Azid sodny (NaNs), Sigma-Aldrich, USA

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

Ethidium bromid, Sigma-Aldrich, USA

Ethylakohol, Penta, Ceska republika

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

DNA standard molekulovych hmotnosti - GeneRuler 50 bp DNA Ladder, Thermo, USA
Glycerol, Amresco, USA

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

Hoechst 33258, Thermo, USA

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

Chlorid lithny, Sigma-Aldrich, USA

Chlorid sodny, Penta, Ceska republika

Chloroform, Penta, Ceska republika

Izopropanol, Penta, Ceska republika
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Kozi sérum

Kyselina ethylendiamintetraoctovd (EDTA), Sigma-Aldrich, USA

Kyselina borita, Sigma-Aldrich, USA
Methanol, Sigma-Aldrich, USA

Osli sérum, Jackson ImmunoResearch, USA
Paraformaldehyd (PFA), Sigma-Aldrich, USA
n-Propylgalat, Sigma-Aldrich, USA

Tris, Sigma-Aldrich, USA

Triton X-100, Sigma-Aldrich, USA

Trizol Reagent, Invitrogen, USA

Tween20, Amresco, USA

Voda bez DN4z a RNaz, Sigma-Aldrich, USA

5.1.2 Enzymy

Proteinaza K (20 mg/ml), Sigma-Aldrich, USA
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5.1.3 Primery

Tab. 1: Seznam primert

Nazev primeru Sekvence Pouziti

Neurod1-Cre F CCATTTTGCAGTGGACTCCT genotypizace
Neurod1-Cre R ACGGACAGAAGCATTTTCCA genotypizace
Neurod1-Flox F ACCATGCACTCTGTACGCATT genotypizace

Neurod1-Flox R

GAGAACTGAGACACTCATCTG

genotypizace

Hprt1 F GCTTGCTGGTGAAAAGGACCTCTCGAAG qPCR
Hprt1 R CCTGAAGTACTCATTATAGTCAAGGGCAT qPCR
Neurod1 F ATGACCAAATCATACAGCGAGAG qPCR
Neurod1 R TCTGCCTCGTGTTCCTCGT qPCR
Nhih1 F ATGATGCTCAACTCCGATACCA qPCR
NhIh1 R CTCCTCACGACTCAAGTGCTG qPCR
Bhlhe22 F TGAACGACGCTCTGGATGAG qPCR
Bhlhe22 R CCTGGCCTTGGTTGAGGTAG qPCR
Isl1 F CTATTTGCCACCTAGCCACAG qPCR
Isl1 R CACAGGGAAATCAGACGTTTT qPCR
ShhF AAAGCTGACCCCTTTAGCCTA qPCR
Shh R TTCGGAGTTTCTTGTGATCTTCC qPCR
Poudfl F CGCGCAGCGTGAGAAAATG qPCR
Poudfl R CGGGGTTGTACGGCAAAATAG qPCR
Ntrk3 F CTGAGTGCTACAATCTAAGCCC qPCR
Ntrk3 R CACACCCCATAGAACTTGACAAT qPCR
Epha5 F CTGGCGGACGGAAAGATGT qPCR
Epha5 R TTCAGGCCGATTTGCTGGG qPCR
Efnb2 F AGATGCAAGTTCTGCTGGATC qPCR
Efnb2 R TGCCATCGGTGCTAGAACCT qPCR
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5.1.4 Protilatky

Tab. 2: Seznam primdrnich protilatek

Primarni

Katalogové

protilitka Typ Hostitel Vyrobce Eislo Redéni
Cre polyklonalni kralik BioLegend 908001 1:500
Neurodl polyklonalni koza ‘Santa Cruz sc-1084 1:100
Biotechnology
Isl1/2 monoklonalni mys DHB, lowa City 39.4D5 1:200
Ki67 monoklonalni kralik Cell Signaling 9129 1:400
C‘;'Ses;’:é polyklonalni kralik Cell Signaling 9661 1:100
NeuN monoklonalni kralik Abcam ab177487 1:500
Acetyla'ted monoklonalni mys Sigma T6793 1:400
Tubulin
MyosinVila | polyklondlni |  kralik | "roteus ﬁ:‘zsc'e”ces 256790 | 1:500
Tab. 3: Seznam sekunddrnich protilatek
L, 2 . , Katalogové v L,
Sekundarni protilatka | Hostitel Vyrobce Redéni
® .
Alexa Fluor® 488 Anti koza Jackson 115-545-146 1:400
mouse ImmunoResearch
® .
Alexa Fluor .594 Anti koza Jackson 111-585-144 1:400
Rabbit ImmunoResearch
® .
Alexa Fluor® 488 Anti osel Jackson 705-545-003 1:400
Goat ImmunoResearch
® .
Alexa Fluor® 594 Anti osel Jackson 705-585-003 1:400
Goat ImmunoResearch
® H
Alexa Fluor® 488 Anti osel Jackson 715-545-150 1:400
Mouse ImmunoResearch
® H
Alexa Fluor ?94 Anti osel Jackson 711-585-152 1:400
Rabbit ImmunoResearch

5.1.5 Roztoky

Antifade:

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

Blokacni roztok (koza):

2,5% (v/v) kozi sérum; 0,5% (v/v) Tween®20, 0,1% (v/v) TritonX-100 v PBS
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Blokacni roztok (osel):

2,5% (v/v) osli sérum; 0,5% (v/v) Tween®20, 0,5% (v/v) TritonX-100 v PBS

Elektroforeticky pufr 0,5krat TBE:
45mM Tris, 45mM kyselina borita, 1ImM EDTA, pH = 8,0

Fosfatovy pufr (PBS):
10mM Na2HPO4, 150mM NaCl, 2mM KCl, 2mM KH2PO4, pH = 7,4

Disocia¢ni pufr:
93,1% (v/v) voda bez DNaz a RNaz, 50mM chlorid sodny, 10mM Tris-HCI (pH = 8,3), 0,45% (v/v)
TritonX-100, 0,45% (v/v) Tween®20

5.1.6 Komercni soupravy

Komeréni souprava pro polymerdzovou retézovou reakci, 5x HOT FIREPol Blend Master Mix RTL

10mM with BSA, Solis BioDyne OU, Estonsko

Komeréni souprava pro kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci, TATAA SYBR®

GrandMaster® Mix, TATAA Biocenter, Svédsko

Komeréni souprava pro reverzni transkripci, Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit with

dsDNase, Thermo Scientific, USA

5.1.7 Pristroje

Analytické vahy 154Al, Bel engineering, Italie

Centrifuga 2216 MK, Hermle, Némecko

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

Konfokalni mikroskop Zeiss CZ LSM880 2P, Némecko

Konfokalni spinning disk mikroskop Nikon CSU-W1, Japonsko
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Kyvacka Biosan 3D Sunflower, LotySsko

Fluorescenc¢ni mikroskop Nikon Eclipse E400, Nikon, Japonsko
Mikrovinnd trouba MCE30, Hitachi, Japonsko

Pipety P39604P, Gilson, Labnet International, USA
Spektrofotometr N1000, NanoDrop Technologies, USA

Stolni trepacka Vortex V-1 plus, Labnet International, USA
Stolni centrifuga FVL-2400N, Biosan, USA

Termoblok BioTDB-100, LabnetIinternational, USA
Termocykler CFX384 Touch™ Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad, USA
Termocykler, Biometra, Némecko

Transiluminator, Herolab UVT-28 M, Némecko

Vibratom, Leica Biosystems, Némecko

Vortex MIXER S0200, LabnetInternational, USA

5.1.8 PocitaCové programy

Imagel 1.45s, National Institutes of Health, USA
ND-1000 V.3.3.0, NanoDrop Technologies, USA
NIS Elements D 3.2, Nikon, Japonsko

Bio-Rad CFX Manager 3.0, USA

Adobe Photoshop 22.1.0, USA

Sketch book 8.7.1, USA
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5.2 Modelovy organismus

Pro ucely diplomového projektu byla jako modelovy organismus zvolena mys domaci (Mus
musculus). S modelovym organismem bylo zachazeno dle zdkona ¢. 246/1992 Sb. a vyhlasky
¢. 419/2012 Sb. Mysi byly chovany s 12hodinovymi intervaly svétla a tmy s neomezenym
pfistupem ke krmivu a vodé. Bfezost mysi byla posuzovana podle tzv. vaginalni zatky. Tu u samic
nachdazime vzapéti po kopulaci a indikuje tak probéhlé pareni. Pfitomnost zatek byla kontrolovana
¢asné rano a v pripadé nalezeni zatky byl v poledne téhoz dne stanoven vék embryi na 0,5
embryondlniho dne (EO,5).

Pro ziskani experimentalniho mysiho modelu s podminénou deleci genu Neurod1 (Neurod1-
Cre, Neurod1”) byl pouzit rekombinaéni systém Cre-loxP (Obr. 8). Transgenni mys, kterd ma
homozygotné ohrani¢en exon 2 genu Neurod1 misty loxP (Neurod1”f) (Goebbels a kol., 2005) byla
kfizena s mysi, kterd ma exon 2 genu Neurod1 ohranicen loxP misty heterozygotné, a zdroveri ma
pod Neurodl1 promotor vloZen gen pro Cre rekombinazu (Neurod1-Cre, Neurod1”*) (The Jackson
Laboratory #028364). Cre kddujici sekvence byla vloZena do translacniho iniciacniho ATG genu
Neurod1 (Lia kol., 2012). Timto je zajisténa exprese Cre rekombinazy ve vSech Neurod1 pozitivnich
burikdch a kfizenim téchto dvou mysi vznikli heterozygotni potomci Neurod1-Cre, Neurod1”*,
potomci bez transgenu Cre a homozygotni potomci Neurod1-Cre, Neurod1”/, tedy mutantni jedinci

Neurod1ST s podminénou deleci genu Neurod1.

- o

— — — Neurod1 — Neurod1
loxP onP promolor cre — e —

+ loxP

Obr. 8: Schématické znazornéni Cre-loxP systému pro vytvoreni mutanta Neurod1ST u mysiho modelu.
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5.3 Metody

5.3.1 Extrakce mysich embryi a fixace tkané

Brezi samice mysi byly usmrceny cervikdlni dislokaci. Z délohy pak byla vyjmuta embrya
v plodovych obalech. Jednotlivd embrya byla pomoci pinzet pod binolupou zbavena plodovych
oball a ¢ast ocasni tkané byla odebrana pro naslednou genotypizaci. Embryo ¢i jeho ¢ast bylo
vloZzeno do zkumavky se 4% (w/v) roztokem paraformaldehydu (PFA) v PBS a fixovano 1 hodinu
pfi laboratorni teploté.

Nasledné byly vzorky inkubovény v PBS po dobu 30 minut a poté vzestupnou methanolovou
fadou (25%, 50%, 75% (v/v) methanol v PBS a 100% methanol) odvodnény pro dlouhodobé
uchovani ve 100% methanolu pfi -20 °C.

Pro dalsi vyuziti embryi Ci jednotlivych ¢asti k experimentdlni ¢asti je nutnd rehydratace

vzorkl sestupnou methanolovou fadou (75%; 50%, 25% (v/v) methanol v PBS) do kone¢ného PBS.

5.3.2 Genotypizace

K izolaci DNA embryi byla vyuZita metoda rychlé extrakce DNA. Embryonalni tkan podléha lyzi
rychleji, proto je moZné provést tzv. rychlou lyzi DNA a nasledné jeji extrakci vyuZit k relativné
rychlému zjisténi genotypu jednotlivych embryi.

Tkan embrya byla vloZzena do mikrozkumavky s 50 pl disocia¢niho pufru a 1 pl proteindzy K.
Vzorky byly nasledné vloZzeny do PCR cycleru na dobu 5 minut pfti teploté 55 °C a nasledné jesté
dalSich 10 minut pfi teploté 95 °C.

Pro polymerazovou fetézcovou reakci byl pfipraven PCR mix podle Tab. 4. Pro jeden vzorek
bylo 19 pl PCR mixu napipetovdno do jedné mikrozkumavky a byl pfidan také 1 pl dané
extrahované DNA. V zavislosti na poctu vzork( bylo pfipraveno odpovidajici mnozstvi PCR mixu
a mikrozkumavek. Vzorky byly v mikrozkumavkach promichany, odstfedény a ndsledné vloZzeny do
termocykleru na 35 cykli (tyka se krokl 2-4). Pribéh jedné reakce je zndzornén v Tab. 5.

Vysledné PCR produkty byly detekovany pomoci horizontalni gelové elektroforézy. Gel byl
pfipraven z 2% agardzy v 0,5x zfedéném TBE pufru s ethidiumbromidem (0,4 pg/ml). Po
polymeraci gelu bylo do prvni jamky napipetovano 3 ul ,GeneRuler 100 bp DNA Ladder”, ktery
slouzi jako marker pro stanoveni velikosti dvouretézcové DNA. Do dalSich jamek bylo
napipetovano 8 pl PCR produktll z kazdého vzorku. Nasledné byly vzorky elektroforeticky

rozdéleny pfi stalém napéti 130 V po dobu pfiblizné 30 minut.
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Po uplynuti této doby bylo dostate¢né rozdéleni PCR produktl na gelu zkontrolovano pod
UV zafenim v transiluminatoru. Vysledek byl nasniman fotoaparatem a velikosti PCR produktl byly

nasledné vyhodnoceny (Obr. 9).

Tab. 4: SloZeni PCR mixu pro 1 reakci

Slozka Objem [ul]
Voda bez DNaz a RNaz 13
5x HOT FIREPol Blend Master Mix RTL 4
Forward primer 1
Reverse primer 1

Tab. 5: Schéma pribéhu jedné PCR reakce

Krok reakce Teplota [°C] Cas [min]
1. Iniciace/aktivace polymerazy 95 5:00
2. Denaturace DNA 95 0:30

50 (Neurod1”f) a 65

3. Hybridizace (Neurod1-Cre) 0:30
4. Elongace 72 0:30
5. Terminalni elongace 72 5:00

\

i

Obr. 9: Vysledky genotypizace pomoci gelové elektroforézy. V hornim panelu (A) jsou heterozygoti
Neurod1* oznaéeni jako f/+. Tito jedinci maji jak floxovanou alelu (odpovida 600 bp), tak wild-type alelu
(odpovida 400 bp) genu Neurodl (dva prouzky). Homozygoti Neurod1”f jsou oznaéeni jako f/f a obé alely
genu Neurod1 jsou floxované (600 bp). V dolinim panelu (B) jsou zndzornény pozitivni vzorky o délce 320 bp
(+) a negativni vzorky (-) transgenu Cre. PK — pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola
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5.3.3 Priprava vzorkl na imunohistochemické barveni

PFi pripravé celych organ( tzv. ,wholemount” vzorkd bylo vnitfni ucho nejprve pod binolupou za
pomoci pinzet vypreparovano z hlavy embrya. Naslednou peclivou mikrodisekci bylo vnitfni ucho
ocisténo od chrupavky a bylo rozebrano na jednotlivé organy. Kochlea pak byla rozdélena jesté na
dvé Casti —apex a bazi, které byly zbaveny tektoridlni membrany.

K pripravé rezl bylo vypreparované celé vnitfni ucho, pfipadné celé mladsi embryo uloZeno
do plastové misky a zalito 4% (w/v) agarézovym gelem. Vzorky byly ponechdny ke ztuhnuti

a nasledné byly na vibratomu ptipraveny fezy o tloustce 80 um.
5.3.4 Imunohistochemické barveni

Pripravené vzorky ve 12jamkové desticce byly nejprve alespon 1 hodinu inkubovany v bloka¢nim
roztoku obsahujici bud’kozi nebo osli sérum. Poté byl blokacni roztok za pomoci pipety odsat a ke
vzorklm byly pfidany primarni protilatky. Desticka byla dikladné obalena parafilmem a umisténa
na kyvacku ve 4 °C na 72 hodin. Poté byly protilatky odsaty a vzorky byly 5x po 30 minutach
promyty PBS. Po odsati posledniho PBS byly vzorky opét 1 hodinu inkubovany ve stejném
blokaénim roztoku. Ten byl poté odsat a ke vzorkdim byly pridany sekundarni protilatky. Od této
chvile jiz byla desticka uchovavana v hlinikové fdlii, aby nedochazelo k excitaci fluorofort. Destic¢ka
byla opét umisténa na kyvacku ve 4 °C do druhého dne.

Sekundarni protilatky byly nasleduji den odsaty a vzorky byly ddle 1 hodinu inkubovany
v roztoku PBS a barviva Hoechst 33258 v poméru 2000:1. Vzorky byly nasledné 5x po 30 minutach
promyty PBS. V pripadé fezl byly vzorky preneseny na podlozni sklicko s médiem Antifade. Pro
pfipravu ,wholemount” vzork(l bylo na podlozni sklicko pfiddano komeréni médium Aqua-
Poly/Mount. Vzorky na podloznim sklicku byly prekryty krycim sklickem a uchovany ve tmé pfi
4 °C. Nasledné byly vzorky snimany konfokalnim mikroskopem (Zeiss CZ LSM880 2P a Nikon CSU-

W1 ) a ziskané obrazky byly dédle zpracovany a vyhodnoceny v programu Imagel.
5.3.5 lzolace RNA

Kochley z jednotlivych mySich embryi ve véku E14,5 byly ocistény od veSkeré chrupavcité tkané
a vlozeny do zkumavek s 300 pl TriReagentu. Vzorky byly 5 minut inkubovany pfi teploté 55 °C.
Nasledné byla tkan homogenizovana pomoci injekénich stfikacek s jehlami o priméru 0,60 mm
v prvnim kroku a poté jehlami o pridméru 0,45 mm. Vzorky byly opét zahraty pfi teploté 55 °C po
dobu 3 minut a nasledné byly promichany. Tento krok byl proveden tfikrat. Po poslednim

promiseni byly vzorky odstfedény ve stolni centrifuze. Ke vzorkim bylo nasledné pridano 60 pl
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chloroformu a vzorky byly opét po dobu 15 vtefin promichany a poté ponechdny 5 minut stat pfi
laboratorni teploté. Po této inkubaci byly vzorky 15 minut centrifugovany pfi 14000 G ve 4 °C.

Béhem tohoto procesu doslo k rozdéleni roztoku na dvé vizudlné rozliSitelné faze, kdy se
organicka rGzZova ¢ast nachazela ve spodni ¢asti zkumavek a vodna prihledna ¢ast obsahujici RNA
v horni ¢asti zkumavky. Tato prlhledna vrstva obsahujici RNA byla pomoci pipety odebrana do
novych zkumavek. Ke vzorkiim bylo pfidano 0,5 pl glykogenu a 135 pul isopropanolu. Vzorky byly
promichdany, kratce odstfedény a po dobu minimalné 30 minut uloZeny do -80 °C, aby probéhla
precipitace RNA. Poté byly vzorky na 30 minut centrifugovany pti 14000 G ve 4 °C, diky cemuz se
na dné zkumavky vytvofily pelety RNA. Supernatant byl peclivé odstranén, pelety RNA byly
promyty 500 ul 75% ethanolu a nasledné opét centrifugovany po dobu 5 minut pti 7500 G a 4 °C.
Tento proces omyvani a nasledné centrifugace vzorkd byl proveden tfikrat. Po posledni
centrifugaci byl supernatant odstranén, pelety v otevienych zkumavkach byly suseny
v termobloku pfi 55 °C a nasledné resuspendovany ve 20 ul vody bez RNaz.

Ke vzorklm byl pfidan 1 pl DNazy, vzorky byly kratce odstfedény a 30 minut inkubovany pfi
37 °C. Po 30 minutdch byly vzorky inkubovany dalsich 10 minut pti teploté 65 °C, aby doslo
k deaktivaci enzymu. Pro izolaci kvalitnéjsi a Cistéjsi RNA byly vzorky purifikovany pridanim 1 pl
8M LiCl. Nasledné byl pfidan absolutni ethanol o objemu 56 pl. Vzorky byly opét promichany
a kratce odstfedény, a pfes noc ponechdny pfi teploté -80 °C. Druhy den byly vzorky po dobu 30
minut centrifugovany pfi 14000 G a 4 °C, aby doslo k opétovnému vytvoreni pelet RNA. Pelety byly
3x promyty 75% ethanolem a mezi jednotlivymi promyvanimi byly vidy 5 minut centrifugovany
pfi 7500 G a 4 °C. Po posledni centrifugaci byl supernatant odstranén, pelety v otevienych
zkumavkach byly suseny v termobloku pfi 55 °C a nasledné resuspendovany ve 12 ul vody bez

RN3z. Koncentrace ziskané RNA byla zmérena na spektrofotometru Nanodrop 1000.
5.3.6 Reverzni transkripce

Jednotlivé vzorky izolované RNA byly po zméfeni koncentrace naredény tak, aby jednotlivé vzorky
obsahovaly 350 ng RNA na jednu reakci. Podle poctu vzorkd byl podle Tab. 6 do zkumavky
pfipraven mix primerd, dNTP a vody. Reakéni smés byla promichana a rozpipetovana po 5 ul do
mikrozkumavek. Do kazdé mikrozkumavky bylo pfidano 10 pl RNA pfislusného vzorku. Obsah
mikrozkumavek byl promichdan, mikrozkumavky byly odstfedény a nasledné inkubovany
v termocykleru pti 65 °C po dobu 5 minut. Po této inkubaci byly vzorky uloZeny na led a ochlazeny,
aby nedoslo ke vzniku sekunddrnich struktur. Ke kazdému vzorku bylo nasledné pfiddno 5 ul smési

podle Tab. 7. Vzorky byly opét jemné promichany, odstfedény a inkubovany nejdfive 10 minut pfi
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25 °C, nasledné 15 minut pfi 50 °C a nakonec 5 minut pti 85 °C. Vysledna cDNA byla 15x nafedénd

vodou a uchovana v -80 °C pro kvantitativni PCR.

Tab. 6: SloZeni smési primerti a dNTP

Slozka Objem [pl]
Oligo (dT)1s primer 0,25
Random hexamer primer 0,25
10mM dNTP mix 1
Voda bez DNaz a RNaz 3,5

Tab. 7: SloZeni smési pro reverzni transkripci

Slozka Objem [pl]
5X RT Buffer 4
Maxima H minus Enzyme Mix 1

5.3.7 Kvantitativni PCR v realném case (RT-qPCR)

Pro kazdy gen byla do zkumavky pfripravena smés vody, pfislusnych primer(i a TATAA SYBR®
GrandMaster® Mix podle Tab. 8. Obsah zkumavky byl promichan, odstfedén a nasledné byla tato
reakéni smés napipetovana po 6 pl do 384 jamkové PCR desticky. Do jamek pak byla pridana
nafedéna cDNA o objemu 4 pl. Desticka byla prekryta a utésnéna lepivou optickou félii, kterd byla
po centrifugaci a vloZena do termocykleru (Termocykler CFX384 Touch™ Real-Time PCR Detection
System, Bio-Rad, USA). Program v termocykleru byl nastaven podle Tab. 9 na 40 cykll (krok 2-4).
Pro zpracovani a vyhodnoceni vysledkll byl pouZzit program Bio-Rad CFX Manager a programovaci

jazyk Python.
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Tab. 8: SloZeni smési pro qPCR

Slozka Objem [pl]
Voda 0,5
Forward primer 0,25
Reverse primer 0,25
TATAA SYBR® GrandMaster® Mix 5
Tab. 9: Schéma priibéhu jedné PCR reakce
Krok reakce Teplota [°C] Cas [min]
Iniciace reakce 95 30:00
Denaturace DNA 95 5:00
Nasednuti primeru 60 5:00
Elongace 72 30:00
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6 Vysledky

6.1 Externi fenotyp experimentalniho mysiho modelu Neurod1ST

Pro objasnéni role NEUROD1 ve specifikaci a diferenciaci neuron( vnitfniho ucha byl pomoci
rekombinacniho systému Cre-loxP (viz kapitola 5.2) vytvofen mysi model s podminénou deleci
genu Neurodl pouze v bunkach exprimujicich Neurod1. Ke zjisténi genotypu jednotlivych embryi
byla vyuZita metoda PCR a horizontdlni gelova elektroforéza (viz kapitola 5.3.2). Mysi postradajici
obé alely genu Neurod1 byly oznaéeny jako mutanti Neurod1ST (Neurodl-Cre, Neurod1”f) dale
jako ,mutanti”. Heterozygotni jedinci pouze s jedinou funkcni alelou genu Neurod1 (Neurod1-Cre,
Neurod1”*) se fenotypové nijak nelisili od kontrolnich mysi bez transgenu Cre.

Z hlediska externiho fenotypu se nelisila ani embrya mutant( ve véku E15,5 a tato embrya
nevykazovala zadné znamky vnéjsich defektl v porovnani s kontrolnimi jedinci a heterozygoty (viz
Obr. 10). Po narozeni byla u mutantnich mysi zaznamenana mensi hmotnost spojena se zavaznou
hyperglykémii (viz Obr. 11), coz svédci o rozvoji diabetu a tito jedinci v jeho dlsledku kratce po
narozeni umiraji. Heterozygoti a kontrolni mysi nevykazovali rozdily v hmotnosti ani hodnoté
glukdzy v krvi, a namérené hodnoty odpovidaly normoglykémii. Potvrdili jsme, Ze jedna funkéni

alela genu Neurod1 je dostatecna k plnému zachovani jeho funkce.

Kontrola Mutant Neurod1ST

Heterozygot

Obr. 10: Externi fenotyp kontrolnich, heterozygotnich a mutantnich embryi ve véku E15,5. Mutantni
jedinci se velikostné nelisi od kontrolnich a heterozygotnich jedinc. RovnéZ nebyly detekovany zadné
patrné defekty v morfologii jednotlivych ¢asti téla téchto jedincll. Méfitko: 5 mm.
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Obr. 11: Graf hmotnosti jedinch v den narozeni (P0) a hladina glukézy v krvi mezi PO a P2. Mezi kontrolnimi
a heterozygotnimi jedinci nebyl zaznamenan signifikantni rozdil v hmotnosti (A) ani v hladiné glukdézy v krvi
(B), ktera odpovidala normoglykémii. Oproti tomu mutantni mysSi byly v porovnani s kontrolami
a heterozygoty mensi a trpély hyperglykémii, v disledku ¢eho?Z taky kratce po narozeni umiraly. Hodnoty
predstavuji aritmeticky primér + smérodatnd odchylka. Mira statistické vyznamnosti uréena pomoci P-
hodnoty: * P < 0,05; *** P < 0,001. Vypocteno pomoci dvouvybérového nepdarového t-testu.

6.2 Efektivita delece Neurod1 v burikach statoakustického ganglia

K posouzeni efektivity delece Neurodl v neuronech vznikajiciho statoakustického ganglia byla
vyuZzita embrya mysi ve véku E10,5. V naSem experimentalnim mutantnim modelu by mélo
dochdzet kdeleci genu Neurodl ve vsech NEUROD1 pozitivnich burikach, které zarover
exprimujici Cre pod Neurodl promotorem. Pro tuto analyzu byly vyuZity vzorky z péti
mutantantnich a Sesti heterozygotnich jedincl. Heterozygotni jedinci s pouze jedinou funkcni
alelou genu Neurodl (Neurod1-Cre, Neurod1”*) se fenotypové neliili od kontrolnich mysi bez
transgenu Cre a mohli byt vyuZiti pro zhodnoceni exprese Cre rekombinazy jako kontrolni
srovnavaci vzorky v této imunohistochemické analyze.

Ze vsech vzork( byly na vibratomu pfipraveny 80um fezy, které byly nasledné podrobeny
imunohistochemickému barveni za vyuZiti primarnich a sekundarnich protilatek k detekci exprese
proteinl NEUROD1 a CRE rekombindzy (viz Obr. 12). K zobrazeni jader bunék bylo vyuZito barvivo
Hoechst. Jak u kontrol, tak u heterozygotl dochazelo k normalni formaci statoakustického ganglia
a delaminace neuroblastli exprimujicich gen Neurodl nebyla narusena (detekce proteinu
NEUROD1, viz Obr. 12, A). U heterozygotnich i mutantnich jedinc je NEUROD1 exprimovan hojné
jiz v neuroblastech v oblasti epitelu otického vacku (Obr. 12, C, F, trojuhelnik), zatimco expresi CRE
rekombindzy jsme detekovali ve vyrazné mensim poctu bunék epitelu otocysty a detekovany
signal byl vyrazné slabsi (Obr. 12, B, E, trojuhelnik).

Imunohistochemické barveni dale ukazalo, Ze CRE rekombindza je pfitomna ve vsech
bunkach ganglia u heterozygotl i u mutanta (Obr. 12, B, E), a navic zlistava detekovatelna i po

vymizeni exprese NEUROD1 ve stfedu ganglia (Obr. 12, B, E, hvézdicka). To naznacuje, zZe protein
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CRE ma pravdépodobné delsi Zivotnost a zlstavd v neuronech déle nez NEUROD1. CRE
rekombinaza zlstala detekovatelna i po vymizeni proteinu NEUROD1 na okrajich mutantniho
ganglia (Obr. 12, E, hvézdicka), kde se nachazeji neurony, které z otocysty delaminovaly jako prvni.
Buniky heterozygotnich jedincl vtomto misté expresi NEUROD1 stédle vykazovaly (Obr. 12, C, F
Sipka). Jak ukazuji vysledky imunohistochemie, doslo k efektivni eliminaci proteinu NEUROD1

v téchto neuronech.

Hoechst + CRE

i

Heterozygot

Obr. 12: Exprese proteini NEUROD1 a CRE rekombinazy v burikach statoakustického ganglia ve véku
E10,5. Exprese CRE rekombinazy (Cervené) je detekovana ve véku E10,5 v burkach ganglia jak
u heterozygotl, tak u mutantnich jedincll, pfiCemz exprese v neuronech pretrvava i po vymizeni exprese
NEUROD1 (B, E, hvézdicka). Exprese proteinu NEUROD1 (zelené) je detekovana jiz v epitelu otického vacku
(C, F, trojuhelnik), zatimco expresi CRE rekombindzy jsme zde detekovali v mensim poctu bunék
a detekovany signal byl vyrazné slabsi (B, E, trojuhelnik). V neuronech, které z otického vacku delaminovaly
nejdfive protein NEUROD1 jiZz nedetekujeme u mutantnich jedincl, coZ naznacuje opoZdénou deleci
Neurod1 (F, Sipka). V pfipadé heterozygotl vidime, Ze exprese proteinu NEUROD1 je v téchto neuronech
zachovana (C, Sipka). Hoescht (modie) barvi bunécnd jadra. Oblast ganglia je vyznacena Zlutou
prerusovanou carou (A, D). Méfitko: 50 um.

Eliminace NEUROD1 v neuronech statoakustického ganglia byla nasledné kvantifikovana
v programu Imagel a bylo vyuZito celkem 10 heterozygotnich a 9 mutantnich vzork( ganglii. Ve
véku E10,5 nebyla zménéna velikost statoakustického ganglia u mutantl v porovnani
s heterozygotnimi jedinci. Pfi nezménéné velikosti ganglii heterozygotnich a mutantnich embryi
(Obr. 13, A) byl po¢et NEUROD1 pozitivnich neuront u mutantl ve véku E10,5 sniZzen o 41 %

v porovnani s heterozygoty (viz Obr. 13, B). Velikost ganglii byla méfena jako oblast pozitivni
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zaroven pro CRE, NEUROD1 a Hoechst, diky ¢emu jsme mohli dobfe urcit hranice tohoto ganglia

a zméfit jeho plochu.
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Obr. 13: Velikost statoakustického ganglia a pocet NEUROD1 pozitivnich bunék v gangliu ve véku E10,5.
Ve velikosti ganglia nebyly detekovany rozdily mezi kontrolami a mutanty (A), zatimco ubytek NEUROD1
pozitivnich bunék je mezi témito jedinci signifikantni a predstavuje 41% sniZzeni u mutantd v porovnani
s heterozygoty (B). Hodnoty predstavuji aritmeticky primér + smérodatnd odchylka. Mira statistické
vyznamnosti uré¢ena pomoci P-hodnoty: *** P < 0,001. Vypoc¢teno pomoci dvouvybérového neparového
t-testu.

6.3 ZvySena apoptdza bunék ve statoakustickém gangliu

Po zjisSténém signifikantnim Ubytku NEUROD1 pozitivnich bunék, jsme se rozhodli ovéfit, zda
delece Neurodl vtéchto neuronech nasledné ovlivnila proces proliferace ¢i apoptézy. Pro
jednotlivé analyzy apoptdzy a proliferace bylo vyuZito imunohistochemické barveni na vzorcich
z péti kontrolnich a z péti mutantnich embryi (tedy celkem 10 a 10 ganglii). K detekci bunék ganglia
byla vyuZita protilatka proti ISL1 a k detekci proliferujicich bunék protilatka proti Ki67, coz je
marker proliferujicich bunék (Obr. 14, A, B). Vpripadé detekce apoptdzy jsme
imunohistochemicky barvili buriky ganglia s vyuZzitim protilatky proti ISL1 a apoptizujici buriky byly
detekovany protilatkou proti aktivni formé Kaspazy 3 (Casp3; Obr. 14, C, D). Bunécna jadra byla
opét obarvena barvivem Hoechst.

Bylo zjisténo, Ze proliferace bunék nebyla u mutantl ovlivnéna (Obr. 14, A, B a Obr. 15, A),
naopak jsme vsak detekovali zvySenou apoptdzu v oblasti ganglia u mutant( (Obr. 14, D). Pocet
apoptickych bunék byl témér 8x vyssi u mutantl nez u ganglii kontrolnich jedinct ve véku E10,5

(Obr. 15, B).
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Hoechst + Ki67 + ISL1 Hoechst + Ki67 + ISL1

Kontrola Mutant

Proliferace

Mutant

Apoptoza

Obr. 14: Proliferace a apoptdza bunék ve statoakustickém gangliu ve véku E10,5. Bunky statoakustického
ganglia jsou na obrazcich zobrazeny pomoci protilatky proti ISL1 (zelené). Oblast ganglia je vyznacena bilou
prerusovanou ¢arou. Bunécna jadra znaci Hoechst (modre). V hornim fadku (A, B) je porovnana proliferace
bunék ganglia mezi mutanty a kontrolnimi jedinci s vyuzitim protilatky proti Ki67 (Cervené). Nezaznamenali
jsme zadné vyrazné zmény mezi kontrolami a mutanty. Dolni fadek (C, D) porovndva probihajici apoptdzu
s detekci téchto bunék pomoci protilatky proti Kaspaze 3 (Cervené). U mutantnich jedincd byl zaznamenan
narast apoptickych bunék (D) v porovnani se stejnou oblasti u kontrol (C). Méfitko: 50 um.
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Obr. 15: Grafické znazornéni miry proliferace a apoptdzy v bunkach statoakustického ganglia ve véku
E10,5. Z grafu je patrné, Ze mira proliferace zlstava mezi kontrolami a mutanty nezménéna (A), zatimco
mira apoptdzy je u mutant( signifikantné navySena (B). Hodnoty predstavuji aritmeticky pramér
+ smérodatna odchylka. Mira statistické vyznamnosti ur¢ena pomoci P-hodnoty: *** P < 0,001. Vypocteno
pomoci dvouvybérového neparového t-testu.

6.4 Defekty pritvorbé spiralniho ganglia a v organizaci kochlearni inervace

Dale jsme se rozhodli posoudit mozné odliSnosti v morfologii kochley a jeji inervace neurony
spiralniho ganglia ve véku E18,5. Pro tuto analyzu byly vyuzZity vzorky tzv. ,wholemount” kochlei,
které byly dlikladné ocistény od prebytecné chrupavky a membran a nasledné podrobeny
imunohistochemickému barveni. K vizualizaci spirdlniho ganglia, tedy jader spirdlnich neuront
byla vyuzita protildtka proti NeuN, ktery slouzi jako marker jiz diferencovanych neurond.
K zobrazeni nervovych vldken jsme pouzili protilatku proti acetylovanému tubulinu (marker
nervovych vldken; Tubulin) a k vizualizaci bunécnych jader bylo vyuZito barvivo Hoechst (Obr. 16).
Ve véku E18,5 jsou na prvni pohled viditelné defekty pfi tvorbé spirdlniho ganglia
u mutantnich jedinc v porovnani s kontrolni skupinou. Zatimco spiralni ganglium u kontrolnich
jedincll vytvari kompaktni pas ve tvaru spiradly tdhnouci se podél kochley, ganglium mutanti je
dezorganizované (Obr. 16, A, B, bild prerusovana c¢ara). Nékteré neurony spirdlniho ganglia
mutantud se navic nachazi mimo své obvyklé pozice v spirdlnim (Rosenthalové) kanalu (Obr. 16, B,
jednoducha Sipka) a na nékterych mistech ganglia neurony zcela chybi (Obr. 16, B, trojuhelniky).
Pfi detailnéjSim pohledu jsou také patrné rozdily v inervaci. Detekovali jsme vétsi mezery
mezi jednotlivymi svazky radidlnich vldken u mutant( (Obr. 16, C, D, dvojité Sipky). V pfipadé
kontrolnich jedinc je patrny tzv. intraganglionicky svazek eferentnich vldken, ktery vytvari
kompaktni strukturu kopirujici spiralni ganglium a zavity kochley. U mutantll je formace této

struktury narusena a vladkna jsou znac¢né rozptylena (Obr. 16, C, D, hvézdicka).
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Hoechst + NeuN + Tubulin Hoechst + NeuN + Tubulin

Kontrola

Obr. 16: Defekty spiralniho ganglia a uspofadani kochlearni inervace ve véku E18,5. U mutantC je patrné
naruseni formace spirdiniho ganglia (B, bild pferusovand c¢ara), zatimco spiralni ganglium kontrol vytvari
kompaktni pas (A, bild pferusovana c¢ara). Ganglium mutantl v nékterych mistech neurony zcela postrada
(B, trojuhelniky) a také ¢ast neuronl se nachazi zcela mimo spiralni (Rosenthallv) kanal (B, jednoducha
Sipka). Detailnéjsi pohled ukazuje rozdil ve vzdalenosti svazkl radialnich viaken mezi kontrolami a mutanty
(C, D, dvojité Sipky) a narusenou tvorbu intraganglionického svazku eferentniho vlaken u mutantd (C, D,
hvézdicka). Jadra neuront (Cervené), nervova vlakna (zelené), bunééna jadra (modre). Mefitko A, B: 100 um,
méfritko C, D: 50 um.

PFi posuzovani morfologie kochley jsme detekovali vyznamné rozdily v kochlearni inervaci.
Pro urceni rozdil( ve vzdalenosti jednotlivych svazk( radiadlnich vlaken, jsme vyuzili dalsi vzorky
»wholemount” kochlei a tentokrat je podrobili imunohistochemickému barveni s protilatkami
proti acetylovanému tubulinu (vizualizace nervovych vldken; Tubulin) a proti myozinu Vlla (marker
diferencovanych vlaskovych bunék). Na Obr. 17 jsou opét patrné signifikantni rozdily mezi
vzdalenosti svazku radidlnich vldken v bazi kochley u kontrol a mutant( ve véku E18,5 (Obr. 17, A,

B, Sipky), a defekty ve formaci intraganglionického svazku eferentnich vidken u mutantt (Obr. 17,
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B, hvézdicka). Rozhodli jsme se zméfit hustou radidlnich viaken a vysledky porovnat mezi
kontrolami a mutanty. Kochleu jsme proto rozdélili na ¢tyti ¢asti: bazi, midbazi, apex a midapex.
Hustotu jsme posléze méfili v programu Imagel ve vymezené oblasti 152 x 66 um, coZ odpovida
plode 10 032 um?. K analyze bylo vyuZito 7 bazi, 8 midbazi, 9 midapex a 8 apexd mutant(.
U kontrol bylo vyuZito 9 bazi, 9 midbazi, 8 midapext a 9 apexl. Mezi vSemi ¢astmi kochley jsme

u mutantl detekovali signifikantné nizsi hustotu radidlnich viaken, nez u kontrol (Obr. 18).

Myozin Vlla + Myozin Vila +

>

Obr. 17: Snizena hustota svazkl radiadlnich vldken v bazi kochley ve véku E18,5. U mutantld byla
detekovana narusena tvorba intraganglionického eferentniho svazku (B, hvézdi¢ka) a sniZzena hustota
radidlnich vldken (B, Sipky). Vlaskové buriky (¢ervené), nervova vlakna (zelené). Méritko: 50 um.
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Obr. 18: Graf hustoty radidlnich vldken mezi kontrolni a mutantni skupinou ve véku E18,5. Mezi vSemi
Ctyfmi Castmi kochley (baze, midbaze, midapex a apex) byla u mutantd detekovana signifikantné snizend
hustota radidlnich vldken. Hodnoty pfedstavuji aritmeticky primér + smérodatna odchylka. Mira statistické
vyznamnosti uréena pomoci P-hodnoty: *** P < 0,001. Vypocteno pomoci dvouvybérového neparového
t-testu.
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6.5 Nespravna migrace a sniZzeny pocet neuronu spiralniho ganglia

Na zakladé zjisténych defektl pfi tvorbé spiralniho ganglia jsme se rozhodli posoudit morfologii
kochley na fezech a kvantifikovat zmény v poétu neurond mezi kontrolami a mutanty. Ve véku
E18,5 jsme na vibratomu pfipravili 80um fezy a imunohistochemicky obarvili s vyuzitim protilatek
proti NeuN (marker jiz diferencovanych neurond) a proti acetylovanému tubulinu (marker
nervovych vldken). Pro vizualizaci bunécénych jader bylo vyuZito barvivo Hoechst.

Na obrazku nize (Obr. 19) je patrny rozdil ve velikosti jak spirdlniho ganglia, tak
vestibularniho ganglia mezi kontrolami a mutanty. U mutant( jsou ganglia zfetelné mensi a je
patrné, Ze mnoho neuronll ma naruseny proces migrace. Tyto neurony se nachazeji na pomezi
obou ganglii (Obr. 19, B, hvézdicka) mimo své obvyklé pozice uvniti ganglii. Oproti tomu jsme

u kontrolnich vzorkd zadné neurony v tomto misté nedetekovali (Obr. 19, A).

NeuN + + Hoechst NeuN + + Hoechst

Kontrola

Vestibularni ganglium

Obr. 19: Rezy kochleou ve véku E18,5. Na obrazcich je znazornén priifez kochleou u kontrolnich vzorka (A)
a u mutant( (B). Obé ganglia u mutantd (B, Sipky) jsou zmensena a na jejich pomezi se nachazi neurony
s narusenou migraci do ganglii (B, hvézdicka). Jadra neuront (Cervené), nervova vlakna (zelené), bunécna
jadra (modre). Méfitko: 200 um

Poté, co jsme zaznamenali zmensena ganglia u mutantnich vzork(, rozhodli jsme se
kvantifikovat pocet spiralnich neuron(. Pro tuto analyzu byly vyuZity kochley z péti kontrolnich
a péti mutantnich embryi, ze kterych byly pfipraveny rezy. Jednotlivé neurony spiralniho ganglia,
které se nachdzely v obvyklych pozicich uvnitf ganglia, jsme pak pocitali na kazdém fezu
pfislusného vzorku pomoci programu Imagel. Vysledky jsme secetli a porovnali mezi mutanty

a kontrolami. Ze ziskanych dat jsme zjistili 49% sniZeni po¢tu neurond u mutant( (Obr. 20).
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Obr. 20: Graf po¢tu neuront u kontrol a mutantti v E18,5. U mutantd jsme detekovali signifikantni Gbytek
neuronu spiralni ganglia, ktery Cinil 49 %. Hodnoty pfedstavuji aritmeticky primér + smérodatna odchylka.
Mira statistické vyznamnosti ur€ena pomoci P-hodnoty: *** P < 0,001. Vypocteno pomoci dvouvybérového
neparového t-testu.

6.6 Zkraceni senzorického epitelu v kochley a zmensené vestibularni
organy

PFi posledni morfologické analyze této prace jsme se zaméfili na zhodnoceni délky senzorického

epitelu kochley a na porovnani velikosti vSech vestibularni organd; tj. utrikulus, sakulus,

horizontalni krista, anteriorni krista a posteriorni krista mezi kontrolami a mutanty.

Jednotlivé ,wholemount” organy véetné kochlei jsme podrobili imunohistochemickému
barveni a k vizualizaci vlaskovych bunék, tedy senzorického epitelu jak kochlei (Obr. 21), tak
vestibuldrnich organd, jsme poutzili protildtku proti myozinu Vlla. Diky tomuto barveni byla
zmérena délka 8 kontrolnich a 9 mutantnich kochlei mysich embryi ve véku E18,5. Senzoricky
epitel kochlei u mutantd byl oproti kontroldm zkracen o 18 % (Obr. 22).

Vizualizaci vlaskovych bunék, které tvori senzoricky epitel rovnéz i u vestibularnich organd,
jsme byli schopni zméfit plochu téchto organt (Obr. 23). Zaroven s myozinem Vlla jsme vyuzili
protilatku proti tubulinu k zobrazeni nervovych vlaken a k detekci bunécnych jader bylo pouzito
barvivo Hoechst. Pro tuto analyzu jsme vyuZili 7 kontrolnich a 6 mutantnich utrikul(, 7 kontrolnich
a 6 mutantnich sakul, 9 kontrolnich a 8 horizontalnich krist, 9 kontrolnich a 7 mutantnich
anteriornich krist a 9 kontrolnich a 9 mutantnich posteriornich krist. Detekovali jsme signifikatni
zmenseni senzorického epitelu u vSech vestibularni organ(. Konkrétné v pfipadé utrikulu byla
plocha u mutantl zmensend o 25 %, v pripadé sakulu dokonce o 39 %, u horizontalini kristy Cinilo
zmenseni senzorického epitelu mutantl 36 %, u anteriorni kristy byl epitel zmensen o 40 %

a v pripadé posteriorni kristy o 28 % (viz Obr. 24).

49



Myozin Vila Myozin Vila

Obr. 21: Délka senzorického epitelu v kochlee v E18,5. Kochlearni vlaskové bunky v jsou na obrazku
vizualizovany protilatkou proti myozinu Vlla (Cervené). Délka epitelu byla zmérena v prostoru mezi vnitrni
fadou vlaskovych bunék a prvni fadou vnéjsich vlaskovych bunék. Na obrazku je vidét, Ze senzoricky epitel
kontrolnich kochlei (A) je vyrazné delsi nez u mutantt (B) Méfitko: 200 um.
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Obr. 22: Graf délky senzorického epitelu v kochlee v E18,5. Z grafu je patrné signifikantni zkraceni
senzorického epitelu, které predstavovalo 18 %. Hodnoty predstavuji aritmeticky pramér + smérodatna
odchylka. Mira statistické vyznamnosti uréena pomoci P-hodnoty: ** P < 0,01. Vypocteno pomoci
dvouvybérového neparového t-testu.
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Obr. 23: Znazornéni senzorického epitelu vestibularnich organa v E18,5. Viaskové buriky jsou na obrazku
vizualizovany protilatkou proti myozinu Vlla (Cervené), nervova vilakna protilatkou proti tubulinu (zelené)
a pro zobrazeni bunécnych jader bylo vyuZito barvivo Hoechst (modre). V hornim panelu jsou zobrazeny
vestibularni orgdny kontrolnich jedincl (A: utrikulus, horizontdlIni krista, anteriorni krista; B: posteriorni
krista; C: sakulus). V doInim panelu jsou zobrazeny vestibularni organy mutantd (D: utrikulus, horizontalni
krista, anteriorni krista; E: posteriorni krista; F: sakulus). Méfitko: 200 um.
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Obr. 24: Grafy velikosti vestibularni organa v E18,5. Z grafu je patrné, Ze u vSech vestibularni organt
mutantl doslo ke zmenseni velikosti v porovnani s kontrolnimi jedinci. Hodnoty predstavuji aritmeticky
prdmér £ smérodatnd odchylka. Mira statistické vyznamnosti uréena pomoci P-hodnoty: ** P < 0,01; *** P
< 0,001. Vypocteno pomoci dvouvybérového neparového t-testu.
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6.7 Zmény v relativni expresi vybranych gena v E14,5

Vzhledem k zaznamenanym defektim souvisejicich s deleci genu Neurod1 u mutantd, jsme se
rozhodli charakterizovat zmény v genové expresi béhem embryondlniho vyvoje vnitfniho ucha.
Cilové geny byly vybrany s ohledem na vysledky RNA sekvenovani, které provedli kolegové
z laboratore molekuldrni patogenetiky, a s ohledem na jejich zndmou roli pfi vyvoji vnitfniho ucha
¢i samotnych neurond a jejich funkci (viz kapitola 3.2.2). Pro tuto analyzu a ovéfeni ziskanych
vysledkl RNA sekvenovani byly vyuZity kochley z Sesti kontrolnich a sedmi mutantnich embryi ve
véku E14,5, ze kterych byla izolovana RNA (viz kapitola 5.3.5). Z této RNA byla pomoci reverzni
transkripce pripravena cDNA (viz kapitola 5.3.6) a ta byla dale vyuZita ke qPCR (viz kapitola 5.3.7).
Exprese vSech gen( byla vztaZzena kexpresi kontrolniho genu Hprtl (,Hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1“).

Exprese genu Neurodl byla u mutantl signifikantné snizena (Obr. 25) a tento vysledek
potvrzuje vysokou ucinnost delece Neurodl v neuronech vnitfniho ucha.

Nejvétsi rozdily jsme detekovali mezi kontrolni a mutantni skupinou v expresi genu Nhl/h1,
kdy byla exprese tohoto genu u mutant( vice neZ 7x sniZzena (Obr. 25). Mezi dalsi geny, které
delece Neurod1 v neuronech vnitfniho ucha zasdhla nejvice patfi taktéz Shh, kde byla exprese
u mutant(l snizena 3,8x, dale Epha5, kdy snizeni u mutantd bylo vice nez dvojnasobné a Ntrk3, kdy
byla exprese u mutantl snizena 2,2x (Obr. 25). Mensi, ale presto statisticky vyznamny rozdil byl
detekovan taktéz v expresich gen( Is/1, Bhlhe22 a Pou4f1.

Naopak nejméné byla deleci genu Neurod1 ovlivnéna exprese genu Efnb2. JehoZ exprese
byla sniZzena pouze 1,4x (Obr. 25). Pfesto se stale jednd o vyznamné sniZeni relativni genové

exprese.
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Obr. 25: Zmény v relativni expresi genti ve véku E14,5. Jednotlivé hodnoty kontrolnich vzorkd jsou
znazornény kolecky. Namérené hodnoty u mutantl predstavuji ¢tverecky. Hodnoty jsou normalizované ke
kontrolnimu genu Hprtl. U mutantl jsme zaznamenali snizenou expresi u vSech nami vybranych gen(.
Hodnoty predstavuji aritmeticky prdmér + smérodatna odchylka. Mira statistické vyznamnosti urcena
pomoci P-hodnoty: * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001. Vypocteno pomoci dvouvybérového neparového

t-testu.
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7 Diskuze

Ve

7.1 Mutanti Neurod1ST nejsou po narozeni Zivotaschopni

Pro objasnéni funkéni role transkripéniho faktoru NEUROD1 ve vyvoji neuron( a jejich inervace ve
vnitfnim uchu byl pomoci rekombinacniho systému Cre-LoxP vytvoien novy mysi model Neurod1-
Cre, Neurod1f (viz kapitola 5.2). Pro deleci Neurod1”/byla pouZita Neurod1-Cre rekombinaza s Cre
kddujici sekvenci vloZzenou do translaéniho iniciacniho ATG genu Neurodl (Li
akol., 2012). Analyzy Neurod1-Cre exprese ukazaly, Ze CRE je ve vnitfnim uchu exprimovana pouze
v neuronech bez ovlivnéni exprese Neurod1 v okolnim senzorickém epitelu. Diky tomuto modelu
jsme tak byli schopni podrobnéji analyzovat specifickou roli genu Neurod1 béhem vyvoje neuront
vnitfniho ucha a oddélit mozné sekundarni ucéinky delece Neurod1 v senzorickém epitelu na vyvoj
neurond na rozdil od pfedchozich studii (Jahan a kol., 2010a; Macova a kol., 2019; Filova a kol.,
2020; Filova a kol., 2022).

Mutanti s Neurod1 deleci se rodili s mensi hmotnosti, a navic trpéli zavaznou hyperglykémii,
slinivky, ve kterych je exprese Neurod1 k udrzeni spravné funkce orgdnu klicova, jak bylo ukazano
na modelu globalni Neurod1 delece (Naya a kol., 1997). Brzy po narozeni tito jedinci umiraji,
a z dlvodu letality mladat jsme byli v nasi studii omezeni na vyzkum embryonalniho vyvoje, bez
moznosti pozdéjsich postnatalnich analyz. Timto se na$ model lisi od jinych modell s tkanové
specifickymi delecemi Neurod1, které letalité Gcinné predchazeji (Jahan a kol., 2010a; Macova
a kol., 2019; Filova a kol., 2022), nebo od model( s globalnimi delecemi Neurod1, ve kterych se
podafilo letalitu zvratit re-expresi Neurodl ve slinivce prostfednictvim vloZeni transgenu
kodujiciho Neurod1 pod inzulinovy promotor (Miyata a kol., 1999; Kim a kol., 2001).

Heterozygoti (Neurod1-Cre, Neurod1”*) nevykazovali zmény ve fenotypu, rozdil v hmotnosti
ani v hladiné glukdzy v krvi. Po narozeni stejné jako kontrolni jedinci bez transgenu Cre prezivaji
a nebyly detekovany ani Zddné zmény ve vyvoji neurond vnitfniho ucha a ani samotného vnitiniho
ucha. Tato zjisténi dokladaji, Ze pouze jedna funkcni alela genu Neurod1 je dostate¢na k udrzeni
jeho spravné funkce a Ze delece jedné alely nema vliv na morfologicky vyvoj vnitfniho ucha a ani

na vyvoj slinivky brisni.
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7.2 NEUROD1 je v neuronech vnitfniho ucha eliminovan efektivné, ale se
zpozdénim
Expresi NEUROD1 mlzeme poprvé detekovat ve vyvijejicim se otickém vacku jiz v E8,75 (Liu a kol.,
2000) a jeho exprese je ve stfedu statoakustického ganglia pfirozené snizena, kdyZ se neurony
stavaji maturované (Deng a kol., 2014). Abychom Zzjistili, jaka je ucinnost delece Neurodl ve
vyvijejicim se otickém vacku, azaroven porovnali expresi Cre rekombinazy pod Neurodl
promotorem s expresi samotného genu Neurod1, vyuzili jsme mutantni a heterozygotni embrya
s expresi Cre ve véku E10,5. Nase vysledky ukazaly, Ze v nejranéji delaminovanych neuronech
mutantnich ganglii dochazelo k eliminaci NEUROD1, zatimco exprese CRE byla zachovana v celém
gangliu. Diky tomuto vysledku povaZujeme deleci Neurodl v burikdch mutantniho modelu
Neurod1-Cre, Neurod1”f za efektivni, ale mirné opoZdénou. Zatimco NEUROD1 pozitivni bufiky
detekujeme hojné jiz v neuroblastech v epitelu otického vacku, CRE zde detekujeme v mensim
poctu bunék a detekovany signdl byl vyrazné slabsi. Nase vysledky ukazuji, Ze dochazi k ¢casové
prodlevé v eliminaci NEUROD1 ve vyvijejicich neuronech ganglia vnitfniho ucha. Exprese
NEUROD1 a CRE rekombindzy je v naSem modelu fizena stejnou regulaci a pod stejnym Neurod1
promotorem. Zaroven je zapotrebi urcitd prahova hodnota koncentrace nasyntetizovaného
proteinu CRE, aby mohlo dojit k G¢inné deleci Neurodl. Tato skutecnost by vysvétlovala deleci
Neurodl v nejranéji diferencovanych neuronech na okraji ganglia, a tedy ¢asovym posunem

v uc¢inné eliminaci NEUROD1 proteinu.

7.3 Delece Neurod1 v neuronech vede ke zvySené apoptoze

Pfedchozi studie ukazala, Ze rana delece Neurod1 vedla k vyraznému zmenseni statoakustického
ganglia a témér Uplné ztraté ISL1 pozitivnich neuronll z dlvodu sniZzené tvorby neuroblast(
a apoptdzy ve véku E10,5 (Filova a kol., 2022). V nasi praci jsme oproti tomu ukazali, Ze opozdéna
delece Neurodl béhem embryondlniho vyvoje ve véku E10,5 neovliviiuje velikost
a formaci statoakustického ganglia ani pocet ISL1* neuron(. Tyto vysledky ukazuji, Ze neni
vyznamné ovlivnéna neurogeneze v tomto vyvojovém stadiu vnitfniho ucha, pfestoze pocet
NEUROD1 pozitivnich neuronll u mutantt byl snizen o témér 41 %. Nase vysledky také ukazaly, Ze
ve véku E10,5 se vyznamné navysuje apoptdza v oblasti statoakustického ganglia mutantd, ktera
prispiva ke snizeni poctu neuronl vnitfniho ucha u mutantd v pozdéjsim véku (Obr. 20). To
potvrzuje jiz dFivéjsi tvrzeni, Ze Neurod1 je nezbytny pro preZiti neurond vnitfniho ucha béhem

embryondlniho vyvoje (Liu a kol., 2000; Macova a kol., 2019; Filova a kol., 2022).
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Jednim z duleZitych mechanismU pro preZiti neurond je tzv. neurotrotrofinova signalni
draha. Neurotrofin NT3 a jeho receptor NTRK3 jsou esencidlni pro regulaci preZivani neuront
spirdlniho ganglia (Fritzsch a kol., 1997; Yang a kol., 2011). Ztrata neurotrofinu NT3 vede ke ztraté
mnoha spiralnich neuron(, predevsim v bazi kochley, coZ je zplsobeno jejich zvysenou apoptdzou
(Farifias a kol., 2001). Exprese neurotrofinového receptoru NTRK3 na povrchu neuron( spiralniho
ganglia je regulovdna NEUROD1, v jehoz nepfitomnosti dochazi k selhdni exprese Ntrk3, a tudiz
i kvySe zmirfiované zvySené mife apoptdzy neurond (Liu a kol., 2000; Kim a kol., 2001). V této
regulaéni siti je zapojen také transkripcni faktor POUA4F1, jenz pozitivné reguluje expresi
neurotrofinovych receptord (McEvilly a kol., 1996; Huang a kol., 1999; Huang a kol., 2001). Jak
ukazaly nase vysledky studie zmén genové exprese, byla v pfipadé mutantnich jedinc( vice nezZ 2x
snizena exprese neurotrofinového receptoru Ntrk3 a rovnéz signifikantné snizena exprese Pou4f1,
coz poukazuje na pfimy disledek delece Neurodl a snizeni exprese Pou4fl a Ntrk3. Snizena
exprese téchto gend ukazuje na sniZzenou neurotrofinovou signalizaci v disledku ¢ehoz maji
neurony zhorSené schopnosti prezivani, coz vede k nasledné apoptéze (Fritzsch a kol., 1997;
Farifias a kol., 2001; Yang a kol., 2011).

Proliferace neuroblastll nebyla u mutantnich jedinc( ovlivnéna v porovnani s kontrolami.
To naznacuje, Ze NEUROD1 neni, alesponi ve véku E10,5, potrebny k proliferaci neuronli ve

vnitfnim uchu, coz je v souladu s vysledky dfivéjsich studii (Filova a kol., 2022).

7.4 NEUROD1 reguluje tvorbu spiralniho ganglia, migraci neuronl
a organizaci kochlearni inervace

V prabéhu embryonalniho vyvoje dochazi k rozdéleni plivodniho spoleéného statoakustického
ganglia na dvé samostatna ganglia; spiralni a vestibularni. Mutanti s globalni deleci genu Neurod1
vykazuji témér Uplnou ztratu spiralnich neurond a podstatny Ubytek vestibularni neuron(l (Liu
a kol., 2000; Kim a kol., 2001). V nasem mutantnim modelu s opozdénou deleci Neurod1 jsme diky
imunohistochemickému barveni fezl kochley zaznamenali témér 50% ubytek spirdlnich neuront
ve véku E18,5 v porovnani s kontrolami. Tento Ubytek je mirnéjsi nez v pripadé globalnich deleci
Neurod1, kdy dochdzi k naruseni neurogeneze, na rozdil od naseho experimentalniho modelu
s opozdénou deleci Neurod1, kdy neurony statoakustického ganglia delaminuji a proliferuji.
Zaroven ani u modell s globalni deleci Neurod1 nedoslo k Uplné eliminaci viech neuron(
vnitfniho ucha. Vyznamny uUbytek mnoha, ale ne vsech neuronl u tkanové specifickych deleci
Neurod1 byly detekovany taktéz v predeslych studiich (Jahan a kol., 2010b; Macova a kol., 2019;

Filova a kol., 2020; Filova a kol., 2022). MiZzeme se domnivat, Ze prezivajici neurony mohou byt
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zachovany v disledku exprese alespon jednoho (Kriiger a kol., 2006), poptipadé nékolika jinych
bHLH gend (Fritzsch a kol., 2010), které v nepfitomnosti Neurod1 ¢astecné reguluji preZiti alespon
nékterych neuron.

Analyzy ve véku E18,5 odhalily kromé signifikantniho Ubytku spirdlnich neuronid taktéz
defekty béhem tvorby spirdlniho ganglia souvisejici s nespravnou migraci neuronl a jejich
Ubytkem. Pomoci imunohistochemického barveni ,wholemount” kochlei jsme detekovali
narusenou tvorbu spirdlniho ganglia u kochlei mutantnich jedincl. Vétsi pocet neuronl se
u mutantnich ganglii nachazel mimo svou obvyklou pozici ve spirdalnim (Rosenthalové) kanalu a na
mnoha mistech neurony zcela chybély.

Defektni lokalizaci a narusenou migraci neuron, které zlistaly na pomezi obou ganglii, jsme
potvrdili také na imunohistochemicky obarvenych fezech vnitfniho ucha. V praci Kriger a kol.
(2006) bylo ukazano, Zze bHLH transkripéni faktor NHLH1 muZe fungovat také jako reguldtor
migrace neuronl. Ackoliv tato studie poukazuje na moZnou vzajemnou zastupitelnost gen
Neurodl a Nhlh1, nas vyzkum zmén v genové expresi odhalil u mutantl s deleci Neurod1
vyznamny, témér sedmindsobny pokles exprese genu Nhlhl. Snizenou expresi tohoto genu
detekovali také ve své studii Jahan a kol. (2010a). Domnivdme se tedy, Ze narusend migrace
nékterych neuron(l je zplsobena nedostateCnou aktivitou genu Neurodl a zaroven Nhih1.
V nasich molekuldrnich analyzach jsme zaznamenali signifikantni pokles v expresi genl pro
efrinové receptory (EPHAS) a jejich ligandy efriny (EFNB2), které se rovnéz podileji na regulaci
spravné migrace neuronl (Cramer, 2005; Raft a kol., 2014). Velka c¢ast neuron( vsak do ganglii
migrovala spravné. Je tedy mozné, Ze ¢astecny kompenzacni efekt zajistila moznd zvysena exprese
druhého genu z Nhlh rodiny; Nhlh2, i uplné jiného genu, jejichZ genovou expresi jsme v této praci
neanalyzovali.

Dale jsme zaznamenali zietelné zmény v inervaci kochley u mutantd v porovnani
s kontrolami. U zdravych kontrolnich jedincl vytvareji eferentni vlakna typicky intraganglionicky
svazek, ktery se formuje podél spirdlniho ganglia. U mutantnich jedincl kformaci
intraganglionického eferentniho svazku nedochazelo. Jednotlivda eferentni vldkna byla rlzné
rozptylena, porusena a nevytvarela kompaktni strukturu uceleného svazku. Stejny defekt ve
formaci intraganglionického eferentniho svazku byl identifikovan v ptipadé drivéjsich studii
(Jahan a kol., 2010a; Macova a kol., 2019; Filova a kol., 2020) a také v praci Filova a kol. (2022),
kde autofi detekovali pouze rudimentalni spirdini ganglium s absenci tvorby téchto eferentnich
vldken. Tato data podporuji hypotézu, Ze velka ¢ast trajektorie eferentnich vldken uvnitf spirdlniho

ganglia zavisi na distribuci jeho neurond.
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| pres signifikantni Ubytek neuron( spirdiniho ganglia tvofila nervova vldkna zbylych
neuronl pomérné komplexni sit radidlnich vldken. Tato aferentni vlakna inervuji vlaskové burky
tvorici senzoricky epitel kochley. Mezi kontrolnimi jedinci a mutanty jsme vSak zaznamenali
vyrazné rozdily v hustoté jednotlivych svazk( radidlnich vldken. Analyzovanim hustoty téchto
svazkl jsme potvrdili vyrazné snizeni hustoty svazk( radidlnich viaken u mutant(i ve vSech ¢astech
kochley. Tato data jsou konzistentni s pfedchozimi studiemi tkariové specifickych deleci Neurod1

(Jahan a kol., 2010a; Macova a kol., 2019; Filova a kol., 2020).

7.5 Senzoricky epitel kochley a vestibuldrnich organlii je zmenseny
v absenci NEUROD1 v neuronech

Prestoze je exprese genu Neurod1 detekovatelna jiz v delaminujicich neuroblastech ve véku ES8,75,
v senzorickém epitelu dochazi kexpresi Neurodl vyrazné pozdéji. NEUROD1 mizZeme
v senzorickém epitelu kochley slabé detekovat az od véku E15,5, v pfipadé vlaskovych bunék
senzorickych organ( vestibularniho systému mezi E13 a E14 (Liu a kol., 2000). V pfipadé naseho
mutanta nedochazi k expresi Cre rekombinazy v senzorickém epitelu, a tudiz ani k deleci Neurod1,
coZ bylo ukazano kolegy zLlaboratofe molekularni patogenetiky béhem analyz s vyuZitim
reportérového genu tdTomato. Na§ model tedy umozZiuje zhodnoceni pfimého vlivu Neurodl
delece v neuronech na vyvoj senzorického epitelu.

Ve véku E18,5 jsme analyzovali délku kochley a velikost vestibuldrnich organ( u kontrolnich
a mutantnich jedinc(. V pfipadé kochley bylo zjisténo zkraceni senzorického epitelu Cortiho
orgdnl o 18 %. V predeslych modelech doslo jesté k vyraznéjSimu zkraceni Cortiho orgdnu.
V ptipadé studie Macova a kol. (2019) byl epitel Cortiho orgdnu zkracen o 40 % a v ptipadé Filova
akol. (2022) dokonce o0 53 %. Tyto vysledky jsou v souladu se zaznamenanou vétsi ztratou neurond
v porovnani s nasim modelem. Jesté vyraznéjsi zmény jsme detekovali mezi vestibularnimi organy,
kdy byl nejvice zmensen senzoricky epitel sakulu a anteriorni kristy (témér o 40 %). Globalni delece
Neurod1 vedly taktéZz k vyraznému zkraceni kochledrni trubice a orgdny vestibularniho systému
vykazovaly znacné zmenseni (Liu a kol., 2000; Kim a kol., 2001). V ptipadé tkanové specifickych
deleci byla podobné jako v nasem pripadé zkracend jak kochlea, tak byl vyrazné zmensen
i senzoricky epitel vestibularni orgdnd (Jahan a kol., 2010b; Macova a kol., 2019; Filova a kol., 2020;
Filova a kol., 2022). Ke zkraceni kochley dochazi také v pripadé deleci genu Neurogl, kde je efekt
zkraceni kochley a zmenseni vestibularnich organl jesté vyraznéjsi. Jedna se o sekundarni
dlsledek ztraty neuron(, kdy v pripadé globalni delece Neurogl nevznikaji zddné neurony (Ma

a kol., 1998; Ma a kol., 2000). Méné zavainy ucinek delece Neurodl by mohl souviset se
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skuteCnosti, ze je Neurodl lokalizovan ,downstream” od genu Neurogl a nékteré béiné
prekurzory senzorickych neuront ¢i vlasovych bunék se jiz mohly oddélit, diferencovat a podilet
se na tvorbé senzorického epitelu (Jahan a kol., 2010b). Jak jsou ale tyto dva bHLH transkrip¢ni
faktory NEUROG1 a NEUROD1 propojeny v regulacni siti ovliviujici kochledrni a vestibuldrni
morfogenezi zUstava doposud stale nejasné. V pripadé naseho mutanta s Neurod1 deleci pouze
v neuronech vnitiniho ucha, senzoricky epitel kochley i vestibularnich organid muze byt tedy
redukovan pouze jako sekundarni efekt v disledku celkového zmenseni spirdlniho a vestibularni

ganglia, zplsobeny apoptdzou bunék v nepfitomnosti NEUROD1.

7.6 Neurodl je klicovy regulacni faktor ve vyvoji neuroni

V druhé casti nasi prace jsme se rozhodli identifikovat molekuldrni zmény, které jsou ovlivnény
deleci Neurodl. Pro naslednou analyzu relativni genové exprese pomoci RT-qPCR byly vybrany
geny kédujici transkripcni faktory, receptory, ligandy a signalni molekuly daleZité ve vyvoji
vnitfniho ucha, ¢i neurogenezi a pro funkci samotnych neuron(; tedy: Neurod1, Nhih1, Bhlhe22,
Isl1, Shh, Epha5, Efnb2, Poudf1 a Ntrk3 (podrobnéji viz kapitola 3.2.2).

Zmény v genové expresi jsme porovnali mezi kontrolnimi jedinci a mutanty ve véku E14,5
a srovnali je také s vysledky z RNA sekvenovani, které provedli jiz dfive kolegové z Laboratore
molekuldrni patogenetiky. Touto analyzou jsme ovéfili vysledky RNA sekvenovani a detekovali
snizenou genovou expresi u vsech ndmi vybranych gend. Pro RNA sekvenovani byly pomoci
metody FACS nasortovany a vyuZity pouze neurony, bez senzorického epitelu. Pro RT-gPCR analyzy
byla pouzita RNA izolovana z celé kochley, tedy i s vlaskovymi a dalSimi bunkami, ve kterych neni
exprese Neurodl v pfipadé tohoto mutantniho modelu ovlivnéna. Analyzy pomoci RT-gPCR
potvrdily vysledky RNA sekvenovani u vsech nami vybranych gena.

Jak jiz bylo zminéno vyse, delece genu Neurodl negativné ovlivnila expresi Poudf1 a genu
pro neurotrofinovy receptor Ntrk3. Oba jsou klicové pro prezivani neuronl a neurotrofinovou
signalizaci (McEvilly a kol., 1996; Fritzsch a kol., 1997; Farifias a kol., 2001), nebot transkripéni
faktor POU4F1 navic pozitivné reguluje expresi neurotrofinovych receptort (McEvilly a kol., 1996;
Huang a kol., 1999; Huang a kol., 2001) a dasledek poklesu exprese Poudfl a Ntrk3 v nasem
mutantnim modelu tedy mze vést ke zvysené apoptdze a Ubytku neuronli u mutantnich jedincu.

Transkripéni faktor NHLH1 se spolecné s NEUROD1 podili na spravné migraci neurond
(Krtiger a kol.,, 2006; Jahan a kol.,, 2010a). NEUROD1 slouZi jako reguldtor ,downstream”
transkripéniho faktoru NHLH1 a je esencialni pro jeho indukci (Kim, 2012). Defekt v migraci

neurond u naSeho Neurodl mutanta koreluje s poklesem exprese transkripcniho faktoru NHLH1.
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Nedostatecna signalizace a regulace pomoci téchto transkripcnich faktorti mohla narusit migraci
neuron(, které zlstaly na pomezi obou ganglii vnitfniho ucha a mimo svou obvyklou pozici
v Rosenthalové kanalu. Zaroven byla ale snizena exprese dalSich proteind, které jsou aktivné
zapojeny do neuronové migrace; efrinovy receptor EPHAS (Cramer, 2005) a jeho ligand efrin
EFNB2 (Raft a kol., 2014). Signalizace mezi efriny a jejich receptory, které se nachazeji na povrchu
neurond, je klicovad pro zprostiedkovani migrace neuront, navadéni axonll a synaptogenezi
(Chumley a kol., 2007). Déje se tak prostiednictvim obousmérné intraceluldrni signalizace, kdy
dojde k zapojeni receptoru a ligandu na dvou sousednich bunkach. Pfendseny signdl aktivuje
cytoskelet, coZ indukuje zmény v migraci bunék ¢i navadéni axonl (Henkemeyer a kol., 1996;
Holland a kol., 1996).

Detekovali jsme také zmény v genové expresi genl dlleZitych pro samotny vyvoj vnitfniho
ucha a neurogenezi. Bylo ukdzano, Zze morfogen SHH je esencialni v ¢asnych stadiich morfogeneze
vhitfniho ucha a podili se na specifikaci neuron(, tvorbé kochley, ale také na vytvoreni ochranného
chrupavditého obalu vnitfniho ucha (Liu a kol., 2002). Dalsim dlleZitym transkripénim faktorem je
ISL1, ktery pravdépodobné zastava duleZitou roli pfi diferenciaci a funkci neuroni a béhem
samotné specifikace a diferenciace neuront a senzorickych bunék, jak bylo ukazano v predchozich
studiich (Radde-Gallwitz a kol., 2004; Chumak a kol., 2016; Bohuslavova a kol., 2017). StéZejnim
bHLH transkripénim faktorem pro neurogenezi je BHLHE22. Jak bylo ukazano z lokalizace jeho
exprese, je vysoce pravdépodobné, Ze hraje dllezZitou roli v procesu neurogeneze (Brunelli a kol.,
2003). Navic byla odhalena jeho exprese v dorzdlnich kochledrnich jadrech a mysi postradajici
BHLHE22 vykazovaly dramaticky snizeny pocet neuront v téchto jadrech, coz svédci o roli tohoto
transkripéniho faktoru ve vyvoji centralni sluchové drahy (Cai a kol., 2016).

Vysledky molekularni analyzy zmén v expresi vybranych genl v nasi praci dokazuji, ze
transkrip¢ni faktor NEUROD1 reguluje pfimo i nepfimo expresi genq, jejichZ produkty jsou dllezité
pro preziti, migraci a tvorbu inervace. Vyvoj neuron( je regulovan Sirokou siti transkripcnich
faktord a signdlnich molekul, je vSak zfejmé, Ze transkripcni faktor NEUROD1 je v této regulacni

siti dalezitym hracem.
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Zaver

Cilem této diplomové prace bylo charakterizovat a objasnit vliv transkripéniho faktoru NEUROD1
na vyvoj vnitiniho ucha, a pfedevsim na vyvoj neurond spirdlniho ganglia. K vytvoreni mutantniho
mysiho modelu Neurod1ST byl vyuZit rekombinacni systém Cre-loxP. Jedna se o model s tkanové
specifickou deleci Neurod1 pouze v NEUROD1* burikach, diky specifickému vloZeni genu pro Cre
rekombindzu do oblasti Neurodl promotoru. CRE rekombinaza ndsledné Stépi gen Neurodl
ohranicen loxP misty. V pfipadé vnitfniho ucha dochazi v tomto modelu k vystépeni genu Neurod1
pouze v neuronech, bez ovlivnéni jeho exprese v senzorickém epitelu. Diky tomu jsme mohli
oddélit mozné sekundarni ucinky delece Neurod1 v senzorickém epitelu na vyvoj neurond.

Transkripcni faktor NEUROD1 je rovnéz klicovy pro vyvoj slinivky btisni, kde jeho eliminace
vede k letalité mladat v disledku hyperglykémie. Z vysledk( této prace je zfejmé, Ze je NEUROD1
u mutantnich jedincd Géinné eliminovan i v endokrinnich burikach slinivky, coZz vede k rozvoji
hyperglykémie ¢asné po narozeni. Tito jedinci se zaroven rodi mensi a diky vyvojovym defektlm
ve slinivce kratce po narozeni umiraji. Z tohoto divodu byla role NEUROD1 v této praci studovana
pouze béhem embryonalniho vyvoje do véku E18,5.

Jak ukazuji vysledky nasi prace, delece Neurodl neovlivnila ¢asny vyvoj statoakustického
ganglia. Ganglium bylo u mutantd srovnatelné velké s kontrolnimi jedinci a bylo umisténo ve
standartni pozici v blizkosti otického vacku v E10,5. Zaroven vsak byl zaznamenan signifikantni
Ubytek NEUROD1 v burikach statoakustického ganglia. Jednalo se o eliminaci NEUROD1 v nejranéji
delaminovanych burkach na okraji ganglia, zatimco v burikach, které delaminovaly pozdéji zUstala
exprese proteinu NEUROD1 zachovdna. Jednd se tedy o opoZdénou, ale presto efektivni deleci
Neurod1 prostfednictvim Neurod1-Cre rekombinazy.

Zvysend apoptdza ve statoakustickém gangliu koreluje se ztratou neurond ve spirdlnim
a vestibuldrnim gangliu ve véku E18,5. Kromé snizeného poctu neurond, byly neurony v pfipadé
mutantnich jedinc( rGzné rozptyleny, nachazely se mimo svou obvyklou pozici v Rosenthalové
kandlu. Nedochazelo k formaci kompaktniho pruhu spirdlniho ganglia, ale spiSe k vytvoreni
nahodné neucelené struktury ganglia. Neurony mutant( tvofily svazky radidlnich vlaken inervujici
senzorické vlaskové burky. Tato aferentni inervace vsak byla silné redukovanad. Hustota radidlnich
vldken byla signifikantné nizsi ve vSech ¢astech kochley v porovndni s kontrolnimi jedinci. Zaroven
nedochdazelo k formaci typického intraganglionického svazku eferentnich vldken tahnouciho se
podél spiralniho ganglia. Eferentni vlakna byla u mutantl rlizné rozptylena a nevytvarela strukturu
kompaktniho svazku. Delece Neurod1 ovlivnila také schopnost migrace neuron a jejich spravnou
separaci do pfislusnych ganglii. Mnohé neurony zlstaly na pomezi spirdlniho a vestibularniho

ganglia a kvuli bytku neuron( byla obé ganglia zmensena.
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Nas mutantni model je unikatni, nebot se jedna o prvniho mutanta, kde ve vnitfnim uchu
dochazi k deleci genu Neurod1 pouze v neuronech. Ztratou neurond byl ovlivnén taktéz senzoricky
epitel, ve kterém ale k deleci Neurod1 nedochazi, proto se jedna o sekundarni vliv delece Neurod1
v neuronech vnitfniho ucha. Kochlea byla v pfipadé mutantl zkracena a rovnéz vsechny
senzorické organy vestibuldrniho systému vykazovaly signifikantni zmenseni.

Porovnanim exprese vybranych genl ve véku E14,5 jsme ukazali, Ze delece Neurodl
negativné ovliviiuje expresi genl dulezitych pro vyvoj vnitiniho ucha (/s/1, Bhlhe22, Shh), neurond,
jejich migraci (Nhlh1, Epha5, Efnb2) a prezivani (Poudf1, Ntrk3). Regulacdni sit téchto genu je velice
komplexni, je vSak zfejmé, Ze zde transkripéni faktor NEUROD1 predstavuje klicovy regulaéni
faktor.

Tato prace jasné potvrzuje, Ze je transkripcni faktor NEUROD1 nepostradatelnym hraéem
ve vyvoji vnitfniho ucha a neurond béhem c¢asného embryondlniho vyvoje. Jeho absence vede

k rozsahlym defektim jak na bunécné, tak i na molekularni Grovni.
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