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Abstrakt

1. Abstrakt

Incidence diabetu dlouhodobé svétové roste a hledani novych terapeutickych
pfistupl narGstd na vyznamu. Cilem je nalezeni funkéni nahrady za dysfunkéni
pankreatickou endokrinni tkan, konkrétné beta bunky produkujici inzulin. Vyznamny
potencial se nachazi v reprogramovani pfibuznych bunécénych typd, které vzajemné sdili
blizké vyvojové progenitory. Znalost transkripéné regulacnich siti fidicich proces
endokrinni specifikace a diferenciace by mohla vést v budoucnu k cilené bunécné terapii
in situ ¢i in vitro. Endokrinni linie je ve vyvijejicim se pankreatu specifikovana expresi
Neurog3, ktery iniciuje komplexni kaskadu reorganizace chromatinu a kaskadovitou
casoveé specifickou expresi genll vedouci ke vzniku v§ech endokrinnich bunécénych typt
z multipotentnich progenitor(l. Role mnoha téchto gen(li vS§ak neni dosud objasnéna. Tato
dizerta¢ni prace se soustiedi na NEUROD1 a ISL1, dva klicové transkripéni faktory
nezbytné pro endokrinni vyvoj a funkci. Oba faktory indukuji béhem vyvoje specifické
diferenciacni programy v jinych bunéénych typech, kde reorganizuji chromatin. Pomoci
pokrocilé analyzy fenotypu tkanové specifickych deleci téchto faktord v mySim modelu,
molekularné genetickych pfistuptd (RT-qPCR, RNA-seq) a epigenomického profilovani
(CUT&Tag-seq) se podarilo identifikovat vliv téchto faktorl na ¢asnou diferenciaci,
proliferaci a zrani endokrinnich bunék, zejména u alfa a beta linie. Eliminace téchto
faktor narusuje molekularni mechanismy transkripéni regulace na Urovni chromatinu a
tim dochazi k diferenciacni zastavé ¢i zpozdéni ve stadiu endokrinnich progenitord, coz
dale vede k defektu v morfogenezi Langerhansovych ostrivkd a ztraté endokrinni tkané.
Zrani zbyvajici endokrinni populace je ovlivnéno zachovanim nematurovanych znak( a
vyustuje v poruchu hormonalni exprese a zavazny diabeticky fenotyp. Tyto vysledky
potvrzuji zasadni vyznam NEUROD1 a ISL1 ve vyvoji a funkci endokrinni tkané pankreatu
a poskytuji novy mechanisticky vhled na molekularni podstatu jejich genové regula¢ni

funkce.



Abstrakt

The global incidence of diabetes has been steadily increasing, highlighting the urgent
need for innovative therapeutic strategies. One promising approach is to develop
functional replacements for dysfunctional pancreatic endocrine tissue, particularly
insulin-producing beta cells. Reprogramming related cell types that share common
developmental progenitors holds significant potential. A deeper understanding of the
transcriptional regulatory networks that govern endocrine specification and
differentiation could pave the way for targeted cell therapies, both in situ and in vitro. In
the developing pancreas, the endocrine lineage is specified by the expression of Neurog3,
which triggers a complex cascade of chromatin reorganization and temporally specific
gene expression, leading to the formation of all endocrine cell types from multipotent
progenitors. However, the roles of many of these genes remain unclear. This dissertation
focuses on NEUROD1 and ISL1, two critical transcription factors essential for endocrine
development and function. These factors induce specific differentiation programs in
other non-pancreatic cell types during development, reorganizing chromatin in the
process. Through advanced phenotypic analysis of tissue-specific deletions of these
factors in a mouse model, along with molecular genetic approaches (RT-qPCR, RNA-seq)
and epigenomic profiling (CUT&Tag-seq), we have identified the impact of these factors
on the early differentiation, proliferation, and maturation of pancreatic endocrine cells,
particularly within the alpha and beta lineages. The absence of these factors disrupts the
molecular mechanisms of transcriptional regulation at the chromatin level, leading to
differentiation arrest or delay at the endocrine progenitor stage. This disruption results in
defects in the morphogenesis of the islets of Langerhans and a loss of endocrine tissue.
The maturation of the remaining endocrine population is compromised, retaining
immature characteristics and resulting in impaired hormone expression and a severe
diabetic phenotype. These findings underscore the crucial roles of NEUROD1 and ISL1 in
the development and function of pancreatic endocrine tissue and provide new

mechanistic insights into the molecular basis of their gene regulatory functions.
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2. Uvod

Tato ¢ast dizertacni prace ucelené uvozuje do problematiky a stru¢né shrnuje
soucasné znalosti relevantnich témat se zamérenim na funkci a vyvoj endokrinni tkané
pankreatu. Vzhledem k experimentalni povaze vyzkumu se vétSina textu vénuje vybrané
problematice z hlediska systematické biologie pouzitému biologickému modelu, tedy
mySi domaci (Mus musculus), v Sir§im kontextu souvisejicich patologii pak ¢lovéku

(Homo sapiens sapiens), pokud neni uvedeno jinak.

2.1.Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (cukrovka, Uplavice cukrova) je komplexnim druhem onemocnéni,
na kterém se podili faktory genetické, environmentalni a imunologické. Pficinou diabetu
je zvySena hladina glukdzy v krvi (hyperglykémie), ktera je zplsobena absolutnim, ¢i
relativnim nedostatkem inzulinu produkovaného beta burikami slinivky bfisni (Ceska et
al. 2020). Za objev tohoto hormonu byla pfed sto lety (v roce 1923) udélena Nobelova
cena za fyziologii a lékafFstvi (March et al. 2022).

V soucasnosti je podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) diabetes jednou
z deseti globalné nejcastéjSich pficin umrti (‘Webpage - WHO: Diabetes’ 2023). Podle
udajl Mezinarodni diabetologické federace (IDF) v roce 2021 postihovala tato chronicka
metabolicka patologie celosvétové 9,8 % dospélé populace, tj. pfiblizné 537 milion lidi,
a jeji incidence mezirocné stale narlsta (‘Webpage - IDF: Facts & Figures’ 2023).
Epidemicky vyvoj poslednich desetileti, ktery je Casto spojovan s ,,modernim zpisobem
Zivota“, je alarmujici a vyzaduje odbornou i vefejnou pozornost, nebot nejnovéjsi datové
modely predikuji pro rok 2045 narlst celosvétove o dalSich 247 milion( pfipad( diabetu
u dospélych na vyslednych 11,2 % svétové populace (‘Webpage - Diabetes Atlas: Global
Diabetes Data Report 2000 — 2045’ 2023). U takového narastu se ocekava mimo zatéze
na zdravotnicky systém i vyznamny socioekonomicky dopad globalniho charakteru
(Rowley et al. 2017; Khan et al. 2019). Kazdy druhy diabetik navic netusi, Ze diabetem trpi
(Saeedi et al. 2019).

Situace proto vyzaduje edukaci populace, zavedeni duislednych preventivnich
opatfeni a prohloubeni znalosti etiologie tohoto onemocnéni i souvisejicich biologickych

procesl, které pomohou nalézt nové zplisoby dostupné a efektivni terapie.
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2.1.1. Klasifikace diabetu
Diabetes rozdélujeme do tfi zakladnich skupin podle pfi¢iny jeho vzniku (Ceska et
al. 2020).

- Typ 1 (T1DM): autoimunitné podminény, kdy bunky imunitniho systému pacienta
aktivné napadnou a eliminuji bunéénou populaci beta bunék. Tento typ tvofi
zhruba 5 % pfipadd a manifestuje se ¢asto jiz v détstvi a dospivani pred 20. rokem
Zivota.

- Typ 2(T2DM): s prfevazujici poruchou sekrece, ¢i plisobeniinzulinu, kdy beta bunky
pacienta maji snizenou citlivost v0c¢i inzulinové signalizaci (tzv. inzulinova
rezistence) anebo poruchu jeho sekrece. Tento typ zastupuje zhruba 93 % pfipad(
a vyskytuje se zejména u dospélé populace. Hojné navazuje na metabolicky
syndrom.

- Ostatni: zbyvaijici typy ¢ini kolem 2 % pfipadld a lze mezi né zaradit gestacni
diabetes ¢i fadu méné béznych forem diabetu. Patfi sem i geneticky (monogenng)
podminéné formy diabetu objevujici se pfed 25. rokem zivota (MODY, ,,Maturity
Onset Diabetes of the Young“)(Hoffman et al. 2023), kterych rozliSujeme vice nez
14 na zékladé dysfunkéniho genu zpUsobujiciho defekt v mechanismu inzulinové
sekrece. Nejcastéji se jedna o MODY 1 (HNF4A), MODY 2 (GCK) a MODY 3
(HNF1A).

2.1.2. Regulace glykémie a inzulinova sekrece

Klicem pro regulaci glykémie je aktivovana inzulinova signalizace, ktera skrze
vnéjsi bunécéné inzulinové receptory umoznuje glukéze jako hlavnimu metabolickému
zdroji energie (ATP) intracelularni vstup do bun&&ného lumen (Ceska et al. 2020). Beta
buniky citlivé detekuji hladinu glukdzy a reaguji na glykemické vykyvy uvolnénim inzulinu
do krve procesem tzv. glukézou stimulované inzulinové sekrece (GSIS). U lidskych bunék
je import glukdzy do beta bunék zprostfedkovan transportéry GLUT1 a GLUTS3, zatimco u
mysSi je to GLUT 2. Tento mezidruhovy rozdil hraje roli v citlivosti jejich odpovédi (Rorsman
and Braun 2013).

Proces GSIS (Obrazek 1)(J. E. Campbell and Newgard 2021) je spoustén iniciaénimi
signaly (celé Sipky) a zesilovan amplifikacnimi signaly (pferuSované Sipky). Limitujicim

faktorem odpovédi je kapacita glukokinazy (GK), ktera fosforylaci moderuje vstup molekul
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Obrazek 1: Zakladni signalizaéni drahy glukézou stimulované sekrece inzulinu (GSIS) v
beta burikach (prevzato a upraveno dle Campbell and Newgard 2021)[z diivodu rozsahu
popséano v textu]

glukézy do glykolyzy, oxidace, citratového cyklu a tim generaci ATP. NavySeni poméru ATP
vUaci ADP intracelularné usti v uzavieni sodnych kanall (Kar), zplsobuje membranovou
depolarizaci a néasledné otevieni napétové fizenych vapenatych kanald (VGCC).
Intracelularni navyseni vapenatych iontd iniciuje exocytézu inzulinovych granul. GK a KA™
kanaly hraji tedy nejzdsadngjsi roli v regulaci inzulinové sekrece, coz dokazuje nejen fada
lidskych patologii (véetné MODY) spojenych s mutacemi kédujicimi zi¢astnéné proteiny
a jejich podjednotky (Osbak et al. 2009; Matschinsky and Wilson 2019), ale i fada
farmakologickych strategii regulujicich praveé funkci Kare kanalll (Shimomura and Maejima
2017; Pipatpolkai et al. 2020). Amplifikaéni signaly jsou zavislé na membranové

depolarizaci a podili se na nich cyklicky AMP (cAMP) a dale glukagon s inkretiny (GIP a
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Obrazek 2: Dalsi hormony ovliviujici sekreci inzulinu (pfevzato a upraveno dle Campbell
and Newgard 2021)

[z dGivodu rozsahu popséno pouze v textu]

GLP1), které jsou produkovany alfa burikami' a burikami gastrointestinalniho traktu
béhem traveni, kdy se navySuje koncentrace glukdzy a aminokyselin v krvi (Obrazek 2)(J.
E. Campbell and Newgard 2021). Aktivace GIP nebo GLP1 receptorll (GIPR, GLP1R) alfa
bunék, resp. beta bunék, stimuluje GSIS skrze cAMP. GIP také stimuluje alfa bunéénou
sekreci glukagonu doposud neobjasnénou drahou iniciovanou volnymi aminokyselinami.
Glukagon pUsobi vSeobecné jako antagonista inzulinu (reguluje tedy glykémii béhem
hladovéni) a naopak. Rozdilna citlivost na glukézu alfa a beta bunék je zajiSténa
diferencialni expresi glukézovych transportérii GLUT1 a GLUT2 (Gromada, Chabosseau,

and Rutter 2018). Soucasné poznatky ovSem poukazuji na jejich kooperaci béhem GSIS.

" Dalsi typ endokrinnich bunék, vice v kapitole Langerhansovy ostrivky
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Alfa bunky produkuji z preglukagonového polypeptidového prekurzoru glukagon i
alternativné zprocesovany GLP1 a oba navySuji cAMP v beta bufikdch béhem odpovédi na
traveni skrze GLP1R a v mensSi mife (pferuSovana Sipka) skrze glukagonovy receptor
(GCGR). Proto GIP stimuluje GSIS pfimo na turovni beta bunék a nepfimo (parakrinné) pfes
alfa bunky. Urocortin 3 (UCN3) produkovany beta burfikami navic parakrinné posiluje
aktivitu delta bunék? a navysSuje sekreci somatostatinu skrze CRHR2 receptory. ZvySena
sekrece somatostatinu inhibuje beta bunéénou sekreci a zprostifedkovava tak negativni
zpétnou vazbu. Somatostatin reguluje rovnéz i sekreci glukagonu (Briant et al. 2018).

V pfipadé, kdy inzulinova signalizace nefunguje (Sprague and Arbelaez 2011), je
hypoglykemicka bunka odkdzand na alternativni zdroje ATP, napfiklad procesem
glukoneogeneze, glykogenolyzy ¢i katabolismu tuku. Ten je sprazen s produkci ketolatek.
Osmoticka aktivita glukdézy a vedlejSich reakénich produktl zpUsobuje v dUsledku
kontinualni dehydrataci. Tyto zmény zasadné ovliviiuji homeostazi organizmu.
Dlouhodobé vysoka extracelularni koncentrace glukézy vkrvi vede ke glykaci fady

biomolekul (napf. hemoglobinu) a naruseni jejich bézné funkce.

2.1.3. Soucasna lécba a budouci terapeutické smérovani

Primarnim cilem soudobé é¢by je individualni stabilizace glykémie (Melmer and
Laimer 2016), aby se co nejvice blizila fyziologickym hodnotdm (normoglykémii) a
nedochéazelo kjejim akutnim vykyvim, ani dlouhodobym vychylkdm zpUsobujicim
sekundarni komplikace jako jsou angiopatie, nefropatie, neuropatie a retinopatie.
Hypoglykémie se mUlze stat zivot ohroZujicim stavem, hyperglykémie je pak hlavnim
faktorem makrovaskularnich a mikrovaskularnich onemocnéni. Druh zvolené terapie je
zavisly na typu diabetu.

Mezi aktualnim zplsoby soucasné bézné léCby fadime externi dodavani inzulinu,
které se tyka zejména T1DM. Pacient je zavisly na monitorovani koncentrace glukézy v krvi
a na ni zavislé davce inzulinu. Moderni technologie tuto cestu usnadnuji formou
inzulinovych pump a glykémii-monitorovacich zafizeni. V pfipadé TD2M, je na misté
zmeéna zivotniho stylu formou diety a navySenim télesné aktivity, popfipadé v kombinaci

s uzivanim farmakologickych pfipravk( (‘Webpage - Mayo Clinic: Diabetes Treatment’

2 Dalsi typ endokrinnich bunék, vice v kapitole Langerhansovy ostrlivky

7



Uvod

2023), které stimuluji sekreci inzulinu, limituji glukoneogenezi, blokuji uc¢innost
vybranych travicich enzym( a zpomaluji traveni, zvysuji citlivost beta bunék vUici
inzulinové signalizaci &i omezuji vstfebavani glukézy ledvinami. Radime sem oréalné
uzivané biguanidy (Metformin), meligtinidy, sulfonyluredzy, inhibitory dipeptidyl-
peptidazy 4 (DPP4), alfa-glukosidaz a sodno-glukézového transportéru 2 (SGLT2), zluCové
sekvestranty a také injekéné podavana mimetika amylinu (IAPP) a inkretinu (GLP1).

Dalsi vyuzivanou terapeutickou, avSak méné Castou, alternativou je transplantace
Langerhansovych ostrlivkl izolovanych z mrtvych lidskych tél nazyvana také Edmonton(v
protokol (Verhoeff, Marfil-Garza, and Shapiro 2021). Transplantace dlouhodobé zlepSuje
glykemickou kontrolu a inzulinové plisobeni. Tato procedura je ov§em velice limitovana
zdroji ostrlivkd a vyZaduje také celoZivotni imunosupresi. Z toho divodu je sou¢asnym
biomedicinskym trendem v ramci terapie diabetu hledani alternativnich zdroji bunék,
které by mohly substituovat inzulin produkujici burky, ¢i snaha restartovat potencial
sebeobnovy beta bunék.

Vtomto sméru jsou mozné dva pfistupy (Obrazek 3); ex vivo (modfe) a in vivo
(zelené)(Kobayashi, Yuasa, and Okitsu 2009). V ramci ex vivo cili vyzkumy na generovani
beta bunécnych alternativ in vitro z rliznych bunécénych typu, jejich naslednou modulaci
pomoci kultivaénich protokolt a poté transplantaci do téla pacienta. In vivo pfistupy pak
cili na aktivaci gen( in situ pro regeneraci cilovych bunék, ¢i indukci transdiferenciace.

\ Embryonalni—kEnenové
buriky

o - ;
“~.Diferenciace
— ™~
" - = Tx
' “!ﬂ a @ > >

Zdroje Indukované Er-i‘ﬁntni 7 ; o
kmenovych p po /" Inzulin-produkujici
bunk A buriky 74 buriky

¥

Genova terapie

Q
é;%D

) L~ Regenerace
Indukovana pankreatickych
i diferenciace beta bunék
= al
> L '-/
4 . d
Zralé kmenove _~Transplantace
buriky ¥ 3 (Tx)

== 7
Imortalizované pankreatické
beta burky

Obrazek 3: Experimentalni pristupy moderni terapie diabetu (prevzato a upraveno dle
Kobayashi, Yuasa, and Okitsu 2009)[z divodu rozsahu popséno pouze v textu]
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Studie poslednich nékolika let cili pfedevSim na ex vivo a kultivuji in vitro bunééné
preparaty derivované z lidskych pluripotentnich bunék (hPSCs)(Siehler et al. 2021; De
Klerk and Hebrok 2021). Jako zdroj jsou pouzivané lidské embryonalni kmenové buriky
(hnESCs) a zetickych davodd castéji indukované pluripotentni bunky (iPSCs) ¢i
mezenchymalni kmenové bunky (MSCs), u kterych je zkoumana mimo diferenciaci do
inzulin produkujicich bunék i schopnost modulovat imunitni odpovéd na transplantat.
Pomoci téchto bunécnych typl v kombinaci s vhodnymi kultivacnimi protokoly by bylo
mozné v budoucnu pfipravit pacientovi lé&bu ,na miru“ Rada kultivaénich protokol(i
generujicich ostrlivkové organoidy v poslednich letech postoupila do rané faze klinickych
studii cilenych na T1DM i T2DM (De Klerk and Hebrok 2021). Pfestoze pfekonavaji faktor
omezené dostupnosti, stale se ¢asto potykaji s imunologickou rejekci.

Znalost fundamentalnich biologickych procesl ovliviiujicich vyvoj a funkce
endokrinnich bunék je tak nepostradatelnou komponentou celého terapeutického
procesu, kterou je nutné prohlubovat a vyuzit pro modulaci ex vivo i in vivo postupt. Poté
bude mozné tyto znalosti aplikovat do translacni mediciny a pfipravit nejvhodnéjsi

alternativy bunék produkujicich inzulin ¢i terapii aplikovat pfimo in situ.

2.2. Struktura funkce a pankreatu

Pankreas (slinivka bfisni) je protahly amorfni organ travici soustavy ulozeny v dutiné
bfisni t&sné pfisedajici na spodni sténu zaludku (Cihak et al. 2001; Dolensek, Rupnik, and
Stozer 2015). Saha od svého uUsti do duodena, kde je lokalizovana tzv. hlava organu, odtud

pokracuje pres tzv. télo a

Pankreaticky
kanal

y - Zluéovod
postupné se zuZuje /

smérem aZ ke sleziné Duodenum

v tzv. ocas (Obrazek 4). U Ocas
mysSi tento typ morfologie
neni zjevny (DolensSek,
Rupnik, and  Stozer

2015).

i Tenké stfevo

Obrazek 4: Lokalizace a anatomie pankreatu (pfevzato a upraveno z ‘Figure - Duodenum and
pancreas’ 2007; ‘Figure - Pancreatic tissue’ 2013)[z divodu rozsahu popsano pouze v textu]
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Pankreas jako organ typu zlazy plni dualni metabolickou funkci v zavislosti na dvou
typech obsaZené tkané, které ji tvofi; exokrinni a endokrinni (Ceska et al. 2020). Exokrinni
funkci je produkce fady travicich enzymu, napf. amylaz, lipaz, trypsinu, chymotrypsinu a
dalSich, které vznikaji v distalné ulozenych acinarnich bunikach a jsou sbirdany a odvadény
pomoci sité kanalkdl, tvofenych duktalnimi bunkami, az do lumen duodena, kde jsou
enzymy aktivovany k traveni. Endokrinni funkci napliuji Langerhansovy ostrlivky, malé
bunééné shluky disperzné rozprostiené vcelém pankreatickém parenchymu. Tyto
mikroorgany jsou napojeny na hustou sit nervovych zakon&eni a také vlasecnic a sekretu;ji
hormony do krevniho fecisté. Tim zasadné ovliviiuji metabolismus v celém organismu

pomoci tzv. endokrinni signalizace.

2.2.1. Langerhansovy ostrivky

Langerhansovy ostrlivky reprezentuji pouze nékolik procent celkové masy organu
(Dolensek, Rupnik, and Stozer 2015) a jejich pocet v lidském pankreatu se odhaduje na
jednotky miliont (Da Silva Xavier 2018), oproti tomu v mysim pankreatu se vyskytuje
nékolik tisic ostrlvkl (Bock, Pakkenberg, and Buschard 2003; Hornblad, Cheddad, and
Ahlgren 2011).

Skladaji se z nékolika endokrinnich bunécnych typ( (Shih, Wang, and Sander
2013; Walker et al. 2021), které produkuji hormony a signalni peptidy. Konkrétné se jedna
o bunky alfa (produkujici glukagon), beta (inzulin), delta (somatostatin), epsilon (ghrelin)
a gamma (pankreaticky polypeptid) (Obrazek 5). V nékterych pfipadech se do této skupiny
fadi i transientné pfitomné G bunky produkujici gastrin, které postnatalné mizi (Suissa et
al. 2013). Dale ostrlivek tvofi buriky s jinym vyvojovym plvodem; konkrétné rezidentni
makrofagy pfispivajici k funkénosti celého ostrlivku (Calderon et al. 2015), endotelialni
buriky (Olsson and Carlsson 2006; DolenSek, Rupnik, and Stozer 2015) a neurony. VétSinu
tvofi beta bunky: 50-60 % u ¢lovéka, 60-80 % u mysSi; a alfa bunky: 20-40 % u ¢lovéka, 10-
20 % u mySi (DolenSek, Rupnik, and Stozer 2015). Delta a gamma buriky tvofi zhruba 10
% u ¢loveéka, u mysi pfedstavuji méné nez 5 %. Epsilon bunky jsou pak nejméné ¢etnou

slozkou ostriivku s cca 1 %.
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| Langerhansiv
ostrivek

| Acinarni
buriky

— Kapilara

Nervové
vlakno

Exokrinni ( bufika @ Bbuika burka
kanalek @ s \.J @ K

a burika € burika Makrofag
Obrazek 5: Schéma prurezu lidského Langerhansova ostrtivku s jednotlivymi zastoupenymi
bunéénymi typy zasazené do kontextu celého pankreatu (pfevzato a upraveno dle Walker et
al. 2021)
Ostrlvek (skladajici se z bunék alfa, beta, delta, gamma a epsilon) je obklopen exokrinni tkani
(acinarnimi burikami v rozetové organizaci Usticimi do jednotlivych kanalk( z duktalnich bunék)
a je napojen na sit kapilar a nervovych zakonc¢eni. Soucasti jsou i makrofagy vlastni danému
ostrivku.

Rozmisténi Langerhansovych ostrivkl, jejich struktura a vysledny vliv na
endokrinni funkce jsou predmétem dlouhodobé diskuze. Ostrivky jsou ve zdravém
lidském pankreatu rozmistény rovhomérné bez ohledu na ¢ast organu (lonescu-Tirgoviste
etal. 2015), ¢i s méné vyraznymi odchylkami mezi ocasem a zbytkem pankreatu (X. Wang
et al. 2013), u mySi se denzita rozmisténi liSi vzavislosti na ¢asti organu i kmeni
samotného experimentalniho modelu (Bock, Pakkenberg, and Buschard 2003; Hornblad,
Cheddad, and Ahlgren 2011).

Do nedavna bylo Siroce uznavano, Ze mikroarchitektura Langerhansovych
ostrlivkll se v ramci mezidruhové variability mezi ¢lovékem a mysi vyrazné lisi (Dolensek,
Rupnik, and StoZer 2015; Gromada, Chabosseau, and Rutter 2018). Mysi ostrivky se na
prvni pohled vyznacujici charakteristicky sférickym usporadanim, kde je jadro ostriivku,
sestavajici témér vyhradné z beta bunék, obklopeno ostatnimi bunéénymi typy (C. R.

Pfeifer et al. 2015). Oproti tomu zdanlivé neorganizované lidské ostrlvky takto

definovanou strukturu postradaji (Brissova et al. 2005; Cabrera et al. 2006)(Obrazek 6), &i
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jim byly pfisuzovany jiné typy organizace (Orci and Unger 1975; Erlandsen et al. 1976;
Grube and Bohn 1983).

Clovék

Obrazek 6: Srovnani architektury bézného mysiho a lidského Langerhansova ostrivku
(pfevzato a upraveno dle Gromada et al. 2018)

Imunohistochemické barveni prifezu lidskym a mysim Langerhansova ostrivku — modie
bunécna jadra DAPI, zelené beta buriky (inzulin), Cervené alfa burky (glukagon); méritko 50 um.

Novodobé studie ovSem popisuji model trojvrstvého (,,sendvi¢ového”) usporadani
u lidskych ostrivk(l, kdy se v protahlé strukture mezi dvéma krajnimi vrstvami alfa bunék
nachazi silna vrstva beta bunék (Dolensek, Rupnik, and Stozer 2015). Celé trojvrstvi je pak
ostrlivku s mikrovaskularnim systémem. Vzhledem k tomu, Ze alfa buriky prokazatelné
funk&né ovliviuji beta bunky (Huypens et al. 2000; Wojtusciszyn et al. 2008) a lidské
ostrlvky jsou citlivéjsi v odpovédich na glukézu (Cabrera et al. 2006), mohly by byt lidské
ostrlivky prostfednictvim této mikroarchitektury lépe adaptované ve svych glykémii-
regulujicich funkcich (Henquin, Dufrane, and Nenquin 2006; Rorsman and Braun 2013).
Ostrlivky podobné lidské struktufe se mohou objevit u mysi také, a to pravdépodobné jako
dUsledek diabetu a dalSich patologii s vy$Simi poZadavky na inzulin (Kharouta et al. 2009;
A. Kim et al. 2009). Oproti tomu jina komplexni studie pozoruje vy$Si miru variability
v lidskych ostrivcich a oznacuje ve vysledku lidskou a mysi mikroarchitekturu za
srovnatelnou (Bonner-Weir, Sullivan, and Weir 2015). Je nutné podotknout, Ze jasny
konsenzusv této problematice se nedafi nalézt ani srovnanim s dalSimi zivo¢iSnymi druhy
s ohledem na aspekty jako je napfiklad celkova hmotnost organismu (DolenSek, Rupnik,

and Stozer 2015). Nicméné se ukazuje, Ze rozhoduijici je pro architekturu ostravku jejich
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celkova velikost, kterda ma vSeobecnou limitni hodnotu; malé ostrlivky zaujimaji sférické
uspofadani a ty vétSi pak komplexnéjsi mikroarchitekturu. Naroky na inzulin pak
kompenzuje navyseni poctu ostrlivk(l u rozmérové vétsich druh( pfi zachovani linearni
zavislosti poméru poctu ostriivkl a celkové télesné hmotnosti.

Proliferacni schopnosti endokrinnich bunék jsou velmi limitované. VSeobecné
plati, Ze tyto bunky proliferuji pouze béhem embryonalniho vyvoje, pfipadné kratce po
narozeni, nez dosahnou Uplné maturace v zavislosti na druhu bunky, coz pfeduréuje jejich
fyziologickou nenahraditelnost a souvisi i s fadou patologii. Proliferace beta bunék u mysi
vrcholi okolo P3 (tfetiho postnatalniho dne)(W.-L. Qiu et al. 2017), zatimco alfa buriky
dosahuji nejvysSiho fadu bunééného déleni jiz v PO (W.-L. Qiu et al. 2017). Jsou ovSem
znamy i velmi vzacné pripady, kdy specificka subpopulace beta bunék mUze reiniciovat

svou sebeobnovu a znovu zahajit bunééné déleni (Mariniello et al. 2019).

2.3.Molekularni regulace vyvoje pankreatu

Pankreas se vprlbéhu c¢asného vyvoje zakladd jako parovy organ
v hepatopankrealni oblasti (Suckale 2008; Pan and Wright 2011). Endodermalni tkan ve
formé dvou pupend, ventralniho a dorzalniho, vystupuje z primitivniho stfeva béhem tzv.
primarni tranzice do okolniho mezenchymu. Ventralni pupen je mensi a navazuje na négj
vznikajici spole¢ny jaterni a zlu¢ovy vyvod, zatimco dorsalni je vétsSi a samostatny. Oba
pupeny se v pribéhu organogeneze prodluzuji a vétvi. Obé ¢asti bézné splyvaji vjeden
organ jako nasledek rotace vyvijejici se travici trubice. Tento rozdil se napfiklad promita i
do rozdilnych pomérl endokrinnich bunécnych typl, které zdanych casti vznikaji
(Suckale 2008). Pankreas ovS8em vznikda zjednoho epitelu, tedy multipotentniho
progenitorového bunécéného typu (G. Gu, Dubauskaite, and Melton 2002), v prostfedi
morfogenového gradientu (Suckale 2008) a na tomto procesu specifikace a diferenciace

se podili fada vnéjsich i vnitfnich signall (Shih, Wang, and Sander 2013; Larsen and
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Grapin-Botton 2017). Proces dava vzniknout morfologicky i funkéné odliSnym bunécnym

liniim; exokrinni (v€etné duktalni) a endokrinni (Obrazek 7).

a e9.5-ell5 b e125
Dorzalni

Mezenchym

membrana

Bazalni membrana
Céva
e

Centraini lumen

d/
Q.% o Jtrunk®
) / buriky
Rozetova \QQI

struktura

Acinarni buriky

€ el55

Acinami
buriky
Primitivni kanalek

Primarni
ostrivky

Delaminujici endokrinni
progenitorova burika

Primarni ostrivky

Kanalek

Obrazek 7: Casna pankreatogeneze mysi (pfevzato a upraveno dle Larsen a Grapin-Botton

2017)
A: Primarni tranzice — V obdobi mezi E9.0 a E11.5 ventralni a dorzalni pankreaticky pupen

vystupuje do okolniho mezenchymu. Mnohovrstevny nepolarizovany pankreaticky epitel je
obklopen bazalni membranou. Vytvaii se drobné lumen a cévy do struktury nezasahuiji.

B: Sekundarni tranzice — Kolem E12.5 se buriky kmenové (,,trunk®) ¢asti polarizuji, formuiji
rozetovou strukturu. Mikrolumen se propojuji a zacinaji vytvaret sit kanalkd a centralni lumen.
Koncové (,,tip“) buriky formuji prvni vyénélky v kontaktu s bazalni membranou. Cévni systém
vstupuje do vyvijejiciho se organu.

C:V E15.5 jejiz husta kanalkova sit tvofena jednovrstevnym epitelem duktalnich bunék
vedoucich do diferencovanych konct z acinarnich bunék. Endokrinni progenitory delaminuji
z primitivnich kanalk( a zakladaji vné primarni ostrivky. Cévy prorUstaji skrze vétveni celym
organem.

Cela organogeneze je fizena komplexnim systémem transkripéni regulace, kdy se
kaskadové usporadana exprese jednotlivych transkripénich faktorl dynamicky meéni,
tvofi tzv. ,,geny regulujici sité“ (GRN)(Arda, Benitez, and Kim 2013; X.-X. Yu and Xu
2020)(Obrazek 8), v zavislosti na vzajemnych interakcich a Case a tim determinuje expresi

dalSich funkénich gen( a kone¢né i bunécény osud vyvijeného bunééného typu. Zdsadnim
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Obrazek 8: Schéma kaskadové transkripéni regulace vyvijejici se mysi endokrinni alfa a beta
linie (prevzato a upraveno dle Yu and Xu 2020)

Multipotentni pankreatické progenitory jsou odvozeny jak z ventralniho endodermu
uskutecnujicim hepatogenezi, tak z dorzalniho endodermu (vlevo). Jiz z ¢asnych
multipotentnich progenitord (MP) se vyviji primitivni endokrinni linie (1) s pfevazujicimi alfa
bunkami, jejiz vyvojovy vyznam dosud nebyl plné objasnén. Pozdni progenitory davaji vzniknout
acinarnim bunkam (2) z ,.tip“ populace bunék a také duktalnim burnikam (3) a endokrinnim
progenitorim (EP). Jejich vyvoj ma Ctyti identifikovana stadia s dynamickou zménou genové
exprese a nasledné generuje alfa a beta bunécnou linii (4). Schéma uvadi relativni transkrip&ni
faktory ke kazdému kroku diferenciace.

pfinosem poslednich nékolika let v této oblasti byla dostupnost analyz jednobunécnych
(»single cell“) transkriptom( (Muraro et al. 2016; X. Yu et al. 2019; Szlachcic et al. 2021;
Ma et al. 2023), ktera navazala na funkCni studie zamérené na jednotlivé geny pomoci
tkanove specifickych podminénych deleci, které daly zaklad tomuto odvétvi (Magnuson
and Osipovich 2013). Jednobunécna transkriptomika umoznila pozorovat dynamiku
expresnich profilll vyvojové odliSnych bunéénych populaci i jejich diferenciacni
mezistupné. Tento metodicky pfistup je nyni zdokonalovan o pozi¢ni rozmér jednotlivych

bunék ve tkani (Olaniru et al. 2023).

2.3.1. Specifikace pankreatickych progenitor(i

Transkrip&ni faktor Pdx7 je nejCasnéjSim markerem v obdobi primarni tranzice
(E9.5-E12.5) vyvijejiciho se pankreatu a reprezentuje progenitorové stadium na samotné
bazi pankreatické specifikace (Guz et al. 1995; U. Ahlgren, Jonsson, and Edlund 1996; G.

Gu, Dubauskaite, and Melton 2002). Nezbytnou expresi Pdx71 nasledné umocnuje jeho
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,downstream® cilovy gen Ptf1a (Offield et al. 1996; Wiebe et al. 2007). Kooperace téchto
dvou transkripénich faktorll je nezbytna pro specifikaci pankreatickych progenitor(
(Burlison et al. 2008). VGRN pankreatické diferenciace dale hraje dulezitou roli
transkrip¢ni faktor Sox9 (Seymour et al. 2007) a fada dalSich jako Gata4 a Gata6, Foxal a
Foxa2, Hnf6a (Onecutl), Hnf1lb (Onecut2)(Pan and Wright 2011; Larsen and Grapin-
Botton 2017).

2.3.2. Specifikace pankreatickych endokrinnich progenitord

Specifikované multipotentni progenitory ve fazi sekundarnitranzice (E13.5-E15.5)
diferencuji do kompartmentizovaného vétviciho se organu, ktery na povrchu formuje
rznorodé prohlubné. Uvnitf vznika primarni sit slozena z ,tip and trunk“ domén, tedy
koncovych a kmenovych domén. Koncové domény tvofirozetové bunécné struktury, které
daji vzniknout acinarnim bunkam exprimujicim Ptf1a, c-Myc a Cpai (Zhou et al. 2007; Pan
et al. 2013), zatimco bipotentni bunky kmenové ¢asti dale diferencuji do duktalnich
(kanalkovych bunék) a také endokrinni bunééné linie a charakteristicky exprimuji Nkx6.1
(Ae etal. 2010), Hnf6a (Jacquemin et al. 2000), Hnf1b (Solar et al. 2009), Sox9 (Kopp et al.
2011) a Hes1 (Kopinke et al. 2011). Sv(ij bipotentni potencial si tyto bunky zachovavaji az
do pozdni faze organogeneze (Larsen and Grapin-Botton 2017). Proces diferenciace
téchto dvou vyvojovych linii fidi transkrip&ni faktory Ptf1a (ve prospéch ,,tip“ linie) a Nkx6. 1
(ve prospéch ,trunk” linie)(Ae et al. 2010). Zasadni roli béhem této determinace hraje
Notch signalizace (Larsen and Grapin-Botton 2017).

Vmalém zlomku ,trunk“ bunééné populace dochazi kaktivaci bHLH
transkrip&niho faktoru Neurog3, ktery je nezbytny pro endokrinni specifikaci (Gradwohl et
al. 2000; G. Gu, Dubauskaite, and Melton 2002; Gouzi et al. 2011) a indukuje endokrinni
diferenciaci (Apelgvist et al. 1999; Schwitzgebel et al. 2000). Jeho hlavnim antagonistou
a regulatorem je Hes1 (Jensen et al. 2000; Schwitzgebel et al. 2000; Ahnfelt-Ranne et al.

2012) a zajistuje inhibici jeho exprese ve vétSiné bunék.

2.3.3. Diferenciace a maturace endokrinnich bunék pankreatu

Neurog3* bunky opousti proliferacni rezim, iniciuji delaminaéni proces a migruji do
mist, kde zakladaji primarni endokrinni ostrivky (Rukstalis and Habener 2007; Gouzi et
al. 2011; Miyatsuka et al. 2011). Zatimco Neurog3 sam svou expresi posléze inhibuje

(Smith, Watada, and German 2004), jeho kratka exprese v endokrinnich progenitorech
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aktivuje GRN a spousti tak diferenciaci vedouci kvyvoji a poté maturaci vSech
endokrinnich bunéénych typl. Doposud neni ovSem jasné, zda jsou Neurog3* buriky
uniformni skupinou bunék s jednotnym diferenciaénim potencialem diferencovat do
vSech endokrinnich bunécnych typl, ¢i je jejich bunécny osud jiz predeterminovan
v pfedchazejicich krocich a jedna se tak o heterogenni skupinu bunék (Murtaugh 2007).

Klicové transkripcni faktory se aktivuji a vypinaji v riznych fazich vyvoje a vzajemné
kooperuiji, ¢i kompetuji v determinaci jednotlivych bunéénych osudU. Patfi mezi né mimo
jiné Neurod1 (H. P. Huang et al. 2000; Smith, Watada, and German 2004, 200), Nkx2.2
(Watada et al. 2003; Smith, Watada, and German 2004), Arx (Collombat et al. 2003), Pax4
(Collombat et al. 2003; Smith et al. 2003), Insm1 (Mellitzer et al. 2006), Rfx6 (Soyer et al.
2010) anebo Isl7 (Ulf Ahlgren et al. 1997).

Zasadni a nejlépe prozkoumanou je specifikace a diferenciace alfa a betabunécné
linie. Mezi esencialni faktory beta bunééné linie fadime Pdx7 (Holland et al. 2002; Gannon
et al. 2008), Nkx2.2 (Sussel et al. 1998), Pax4 (Sosa-Pineda et al. 1997; Collombat et al.
2003) ¢i Nkx6.1 (Henseleit et al. 2005). Ktém se v pozdéjSim stadiu vyvoje pfidavaji
maturacni faktory jako napfiklad Mafa a Mafb. Zasadni je i kombinatorika a proménlivost
jednotlivych faktord béhem celého procesu. Mafb je fyziologicky exprimovan v ¢asnych
beta bunikach (Artner et al. 2006; 2007; 2010), zatimco Mafa je charakteristicky pouze pro
maturované beta bunky (C. Zhang et al. 2005; Nishimura et al. 2006), kdy jeho expresi fidi
Pdx1, Nkx2.2 a Foxa2 (Raum et al. 2006). Pro alfa bunécnou linii jsou charakteristické
transkrip¢ni faktory Arx (Collombat et al. 2003), Pax6 (Sander et al. 1997) nebo Foxa2
(Gromada, Franklin, and Wollheim 2007). Vyznamnou roli v maturaci pak hraje opét Mafb
a zastava tedy dualni funkci v obou bunéénych typech (Artner et al. 2006).

Je ziejmé, Ze fada transkripcnich faktor( zastava i specifické funkce v rlznych
endokrinnich bunéénych typech. Pro pfiklad, Nkx6.1 je klicovy pro diferenciaci beta
bunék a zaroven je nutné jeho expresi udrzovat (Schaffer et al. 2013), nebot v opacném
pfipadé dochazi ke zméné bunécné identity ve prospéch delta bunék (Taylor, Liu, and
Sander 2013). Podobné bunéc¢nou identitu determinuje Arx v alfa burikach (Collombat et
al. 2003), které pfi jeho ztraté nabyvaji fenotyp podobny beta bunkam (Courtney et al.
2013). Dualni funkce, kdy diferencia¢ni faktor posiluje jeden buné¢ny osud a reprimuje
jiny, nalezneme i u Pdx7 (Gannon et al. 2008; T. Gao et al. 2014) ¢i Nkx2.2 (Sussel et al.
1998; Churchill et al. 2017; Gutiérrez et al. 2017) anebo Neurod? (Naya et al. 1997;
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Anderson et al. 2009). Vzajemné interakce mezi transkripénimi faktory lze ilustrovat na
pfipadu Pax6, ktery ma dulezitou roli v endokrinnim vyvoji i produkci hormon( (Sander et
al. 1997; St-Onge et al. 1997). Pax6 aktivuje v alfa bunikach spolec¢né s Neurod1 a Mafb
expresi glukagonu (Gosmain et al. 2010), zatimco v beta burikach ji v kooperaci s Pax4 a

Nkx6.1 reprimuje (Ritz-Laser et al. 2002; Gauthier et al. 2007).

2.3.4. Jednobunécéné transkriptomické studie endokrinni tkané

Nastup a rutinni pouzivani jednobunéénych transkriptomickych studii umoznil
detailné studovat genovou expresi i dfive nepopsanych a ¢asto vzacnych malopocetnych
bunéénych populaci (X.-X. Yu and Xu 2020). Vkombinaci sizolaci bunék v rlznych
vyvojovych stadiich bylo tak umoznéno sledovat dynamické expresni zmeény
v pseudocase a definovat nové charakteristické markery, coz znamenalo malou revoluci i
na poli poznani bunécénych progenitorl prochazejicich diferenciaci. Zasadni limitaci pro
tyto studie v rliznych vyvojovych stadii je pocet ziskanych bunék, nebot tento pfistup
vyzaduje specificky bunécény prah — tedy pocet bunék v pfislusné detekované bunécné
populaci. Nize vybrané studie jsou zamérfeny na mySi model, kde je o¢ekavana znalost
vzhledem k etickym limitacim Sirsi, pfestoZe fada vyzkumu pracuje i s modelem lidskym
(Ma et al. 2023; Olaniru et al. 2023) a buné&nymi in vitro alternativami (Krentz et al. 2018).

Studium samotné Neurog3* bunécéné populace u mysi ve stadiu E14.5 a E16.5
pfineslo pfekvapivé zjiSténi (Scavuzzo et al. 2018), ze a¢ tato populace v rozsahu celého
studovaného obdobi vznika, diferenciacni dynamika se udajné liSi. V ¢asnéjSim stadiu
maji mit progenitory tendence diferenciacné inklinovat smérem k alfa linii, zatimco
pozdéji k beta linii a jako jeden z divodu je diskutovana rozdilna organizace chromatinu
¢i heterogenita uvnitf Neurog3* bunécné populace a klicova role dalSich determinacnich
faktor(, kterd by mohla determinovat diferenciaci i pfed samotnou aktivaci exprese
Neurog3. Ve stadiuE14.5 u mysi se podafilo identifikovat buné&nou populaci
endokrinnich progenitord, které jiz prestali exprimovat Neurog3 a zaroven v dané dobé
teprve iniciovali endokrinni diferenciaci (Byrnes et al. 2018). Tato bunécna populace se
vyznacovala vysokou expresi transkripéniho faktoru Fev a také prechodnou expresi
panpankreatického /Isl1, nicméné vni jesté nedochazelo kexpresi hormon(l, ale
rozdélovala se do dvou zakladni charakteristickych linii — alfa a beta. Pozdéji se podafilo

na zakladé nékolika publikovanych datasetl vychéazejicich z mysiho modelu v rliznych
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vyvojovych stadiich mezi E9.5-E17.5 identifikovat celkem ¢&tyfi endokrinni progenitorové
populace vyznacujici se charakteristickou expresi vybranych transkripcnich faktor(
v pseudocasové ose Neurog3 (EP1) — Pax4 (EP2) - Fev + Neurod1 (EP3) - Isl1 + dalSi (EP4)
(X. Yu et al. 2019). V Sir§im rozsahu pak tyto studie poskytly deskriptivni data a odhalily
fadu markerd charakteristickych pro vétSinu bunécnych populaci vkontextu celé
pankreatogeneze (Krentz et al. 2018; van Gurp et al. 2019). PfestoZe nejnovéjsi poznatky
nepotvrzuji hypotézu heterogenni Neurog3* populace (Duvall et al. 2022), jednoznacné
demonstruji smérodatnou souhru transkriptomu a epigenomu v celém diferenciaénim
procesu, kde je kliCovym determinantem stadiové specifickd kombinatorika
transkripénich faktor(l a navazujici kaskadové remodelovani uzavieného chromatinu

(Duvall et al. 2022; de la O et al. 2023).

2.3.5. Pioneer faktory

Spojku mezi transkriptomem a stavem epigenomu zajiStuji pioneer faktory jako
podskupina transkripénich faktord, které jsou schopny iniciovat fizenou transformaci
histonového kdédu (histonovych znacek) vazbou do svych cilovych sekvenci DNA a lokalné
introdukovat chromatinové znacky, primarné v misté genovych enhancert specifikacnich
a diferenciacnich gen(, a tim rozvolnit (,,euchromatizovat“) uzavieny heterochromatin a
umoznit tak pfistup k DNA dalsim transkripénim faktorllm. Pioneer faktory tak hraji
zasadni roli v uréeni bunééného osudu ve vyvoji i rakovinovych patologiich a mohou byt
p53, SOX2, OCT4, NANOG, MYOD, FOXA1, GATA4 (lwafuchi-Doi and Zaret 2014;
Balsalobre and Drouin 2022; Barral and Zaret 2024). V kontextu endokrinni ¢asti

pankreatu byl jako pioneer faktor identifikovan NEUROG3 (Duvall et al. 2022).

2.4.NEUROD1

NEUROD?1 (dfive oznacovany také jako BETA2 ¢i NEUROD) je jednim ze zakladnich
transkripénich faktor( zrodiny bHLH (basic helix-loop-helix). Tyto regulatory maiji ve
své homo-, Ci heterodimerizované formé schopnost vazby na DNA skrze DNA-vazebnou
doménu do sekvenci oznacovanych jako E-box (5'-CANNTG-3'). Tim zasadné ovliviuji
expresi svych cilovych genUl a fadu vyvojovych a fyziologickych bunécénych procest (Jones

2004). V ptipadé NEUROD1 konkrétné v neuronech (Tutukova, Tarabykin, and Hernandez-
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Miranda 2021), endokrinnich bunkach pankreatu anebo gastrointestinalniho traktu

(Reuter et al. 2022).

2.4.1. Role NEUROD1 ve vyvoji a funkci endokrinni ¢asti pankreatu

Neurod1 je v pankreatu nej¢asnéji detekovatelny in vivo okolo E9.5 vyhradné ve
vyvijejici se endokrinni linii (Naya et al. 1997; Chu, Nemoz-Gaillard, and Tsai 2001).
V prabéhu vyvoje se jeho exprese postupné vytraci témér z vétsiny bunécénych typu (Itkin-
Ansari et al. 2005), z(stava ale aktivni v maturovanych beta burikach, kde se jako jeden
z klicovych faktor( podili na zajisSténi procesu jejich maturace (C. Gu et al. 2010) a pfispiva
k fyziologickym odpovédim na glukézu aktivaci inzulinového genu (Naya, Stellrecht, and
Tsai 1995; Romer et al. 2019) spoleéné s dalSim transkrip&nimi faktory jako PDX1, ISL1,
MAFA (Y. Qiu et al. 2002). Mutace v lidském genu Neurod1 byly rovnéz asociovany s T2DM
(Malecki et al. 1999) a MODY 6 (Horikawa and Enya 2019). Delece genu Neurod1 je u
nékolikadennich novorozenych mysi letalni, protoze zplsobuje zavaznou hyperglykémii,
pfi které mysi nejsou schopné metabolizovat matefské mléko. Hlavnim dlivodem tohoto
defektu je vyznamné snizeni inzulinové exprese, které lze pozorovat jiz vembryonalnim
vyvoji mezi E14.5 a E17.5 (Naya et al. 1997). Deficience Neurod1 snizuje expresi i dalSich
pankreatickych endokrinnich peptidud, konkrétné glukagonu, somatostatinu a peptidu YY
(PYY). Tento defekt se projevuje i na histologické urovni ve formé narusené architektury
Langerhansovych ostrlivk( a kritickym snizenim mnozstvi beta bunék oproti kontrolnimu
fenotypu. Ztrata endokrinni buné&né masy byla pfipisovana nejprve apoptdze (Naya et al.
1997), pozdéji narusené proliferacni schopnosti beta bunék (Romer et al. 2019) anebo
obéma témto procesim (Dudek et al. 2021). Tento defekt se vSak objevuje pouze
v pfipadé, kdy k Neurod1 deficienci dojde v priibéhu embryonalniho vyvoje (C. Gu et al.
2010). Ke ztraté beta bunék, at uz zjakéhokoliv diivodu, nedochazi v pfipadé delece
Neurod1 v maturovanych bunkach. Misto sférického uspofadani formuji béhem ¢asného
vyvoje naruSené endokrinni bunky neorganizované shluky, které zdanlivé kopiruji
strukturu exokrinnich kanalkd, ze kterych vyvojové vystupuji (Naya et al. 1997; C. Gu et al.
2010; Dudek et al. 2021). Za velmi specifickych genetickych podminek se ale podafilo
hyperglykemicky fenotyp Neurod7-deficientnich mysi postnatalné zvratit (H. Huang et al.
2002). Béhem prvnich dvou mésict Zivota novorozenych mysi byl nedostatek inzulin

produkujicich bunék kompenzovan. Hypotéza v této studii diskutuje pfipad neonatalni
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neogeneze beta bunék, respektive dediferenciace endokrinnich ¢i duktalnich bunék a
jejich naslednou navySsenou kompenzacni proliferaci. Pozorované bunky jiz ale nedosahly
plné maturovaného stavu a nebyly schopné ani znovu ustalit béznou morfologii mySich
ostrvku.

Tyto fakta situuji NEUROD1 do stfedu zésadnich procesu, které vyzaduji precizni
nacasovani a bunécnou lokalizaci pro spravny vyvoj jednotlivych bunécnych typl i
fungovani vysoce specializovanych termindlné diferencovanych maturovanych
endokrinnich bunék.

NEUROD1 je nepostradatelnym transkripénim faktorem regulujicim systém
genové exprese a tim i diferenciaci endokrinnich progenitor(. Exprese genu Neurod1 je
pfimo aktivovana transkripénim faktorem NEUROGS3 (H. P. Huang et al. 2000) a paralelné
s genem Nkx2.2 (Watada et al. 2003). Tyto tfi transkripéni faktory podle dosavadnich
poznatk(l definuji bazi kaskady diferenciacnich genl vendokrinnich progenitorech.
NKX2.2 a NEUROD1 spole¢né navic interaguji. NKX2.2 reguluje Neurod1 dvéma
konzervovanymi mechanismy a zajiStuje aktivaci Neurod? béhem vyvoje v kooperaci s
NEUROGS3 a také nezavisle v beta bunkach (Anderson et al. 2009). Studie vyuzivajici
dvojity knock-out Nkx2.2;Neurod1 také demonstrovali jasnou roli téchto faktor(
v endokrinni specifikaci (Chao et al. 2007; Mastracci et al. 2013). Dysbalance mezi témito
faktory méni diferenciacni profil vyvijejicich se bunék; Neurod1 ve prospéch beta bunék,
zatimco nadmira Nkx2.2 posouva bunécény osud vice k alfa, gamma a epsilon bunkam
v obdobi pfed E15.5. Po E15.5 fyziologicky pfevazi exprese Neurod1 a spousti tak masivni
expanzi beta bunék (Chao et al. 2007). Pozdéjsi studie postuluje hypotézu, kdy Nkx2.2 a
Neurod1 pro tento scénar interaguji dokonce jesté pfed samotnou NEUROG3 endokrinni
indukci k zajisténi bunééného osudu alfa bunék. V opatném pfipadé totiz dochazi ke
specifikaci hlavné epsilon a gamma bunécné populace (Mastracci et al. 2013). To by
podporovalo teorii neuniformni populace Neurog3* bunék (Desgraz and Herrera 2009).
Mimo to exprese Neurod?1 pfimo nepotlacuje alfa bunéény osud, protoze Neurod1 je
exprimovan v ¢asné diferencovanych burnkach produkujicich glukagon (ltkin-Ansari et al.
2005). Recentni studie navic demonstruji, Ze delece Neurod1 ovliviiuje nejen beta, ale i
alfa bunécnou linii (Romer et al. 2019) a Neurod1 dokonce muze aktivovat glukagonovy
promotor (Dumonteil et al. 1998), pfestoZe neni nezbytny pro jeho expresiv maturovanych

alfa bunkach (Itkin-Ansari et al. 2005). Naopak Neurod1 béhem vyvoje aktivhé potlacuje
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expresi somatostatinu v delta bunkach (ltkin-Ansari et al. 2005). V pfipadé postnatalni
ztraty exprese Neurod1 se objevuji polyhormonalni beta buriky, které koexprimuji inzulin
se somatostatinem anebo PPY (C. Gu et al. 2010) a to vzhledem ke skutecnosti, Zze beta a
delta bunky sdili spole¢né Pax4* progenitory (Sosa-Pineda et al. 1997).

Nékteré studie dokonce poukazuji na skute¢nost, kdy by NEUROD1 mohl mit
srovnatelnou, nebo nadrazenou roli vi¢i NEUROGS, protozZe se jejich plisobeni v aktivaci
cilovych genl prekryvaji (Gasa et al. 2004; Anderson et al. 2009). V souladu stim
experimenty v rybim modelu (Danio rerio) demonstrovaly, Zze homolog Neurod1 ovliviiuje
vyznamné endokrinni diferenciaci (Dalgin and Prince 2015). Morpholiny indukovang
deficience Neurod?1 vedla kzastavé vprogenitorovém bunééném stadiu vyvoje bez
znamek indukce apoptdzy, ¢i naruseni jejich proliferacnich schopnosti. Nejcitlivéjsi na
morpholinovy knock-down Neurod1 byly prekvapivé alfa bufiky a oproti ostatnim
bunéénym typlm vyZzadovaly nizsi koncentrace pro naruseni glukagonové exprese i ke
snizeni jejich celkové poétu v primarnim ostriivku. Zadné endokrinni funkce navic u
zebfic¢ek nebyly pfifazeny homologu genu Neurog3 (Flasse et al. 2013). Je pozoruhodné,
Ze u Cloveéka se exprese Neurog3 objevuje pouze na velmi kratkou chvili vembryonalnim
vyvoji (Salisbury et al. 2014) a ztrata jeho funkce nema tak zasadni patofyziologicky
dopad, coz by mohlo poukazovat na zasadnéjsi roli dalSich faktord, véetné NEUROD1,

v endokrinni diferenciaci lidsky endokrinnich bunék (Rubio-Cabezas et al. 2014).

2.4.2. Role NEUROD1 v determinaci a reprogramovani buné€ného osudu

Schopnost zasadné ovlivhovat bunécénou diferenciaci ucinila z NEUROD1
potencialni prostfedek pro bunécné reprogramovani zaméfené predevSim na moznou
terapii DM a neurodegenerativnich onemocnéni.

Jiz vroce 2011 byl Neurod? pouzit vreprogramacnim koktejlu transkripCnich
faktor(, které ektopicky exprimované ve fibroblastech indukovaly vznik neuroniim-
podobnym burikdm (Pang et al. 2011) ¢i v motoneurontim (Son et al. 2011). Pozdégji byl
dokonce pouZzit jako jediny faktor schopny transformovat in vitro a in vivo lidské i mySi
reaktivni gliové buriky do funkénich neuronl (Z. Guo et al. 2014). V posledni dekadé
plejada vyzkum( navazala (L. Wang and Zhang 2022) a pfinasi slibné vysledky pro
neuroregenerativni medicinu. Reprogramacni potencial NEUROD1 byl rovnéz studovan

ve vyzkumech cilenych na pfipravu imunokompatibilnich inzulin-produkujicich bunék.
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Neurod1 byl v téchto studiich soucasti reprogramacnich koktejlll i jako samotny induktor,
pricemz byly transdiferencovany rlizné bunécné typy (Samson and Chan 2006). Napfiklad
Slo o ESCs (Marchand et al. 2009), hepatocyty (Yatoh et al. 2007; Ren et al. 2016),
pupecnikovy mezenchym (H. Wang et al. 2011), mezenchymalni kmenové buriky
reprogramované pomoci Pdx1, Neurod1, a Ins (Gerace et al. 2019); kostni dfen s vyuzitim
Pdx1, Neurod1 a Neurog3 (Zhao et al. 2008; H.-T. Li et al. 2017); acinarni bunky (T. Zhang
et al. 2012) ¢i duktalni bunky pankreatu (T. Zhang et al. 2010) a to pomoci faktor( Pdx1,
Neurod1, Insm1.

Hledani optimalniho feSeni této terapie zlstava vyzvou soucasnych vyzkumi a
doposud nebyl stale plné objasnén cely molekularni mechanismus zprostfedkovavajici
tento reprogramacni potencial NEUROD1. Recentni studie poukazuji na jeho vyznamnou
roli vreorganizaci chromatinu zprostfedkovanou ,pioneering“ procesem, ktery byl
doposud sledovan v ESCs (Pataskar et al. 2016; Aditi Singh et al. 2022), iPSCs (S. Zhang
etal. 2018; Choi et al. 2020) a zralych mikrogliich (Matsuda et al. 2019). Ektopicka exprese
Neurod1 v mySich ESCs iniciuje rychlou stabilni neurogenni diferenciaci a zasadné
reformuje profil genové exprese téchto bunék in vitro i in vivo (Pataskar et al. 2016).
NEUROD1 se vaze do promotorll a enhancerd svych cilovych genl, kde dochazi
k navySeni acetylace histon H3K27 (H3K27ac). Soubézné vtéchto lokusech dochazi
k odstranéni represivnich trimethylaci H3K27 (H3K27me3) spolecné s faktory, které zde
udrzuji chromatin v uzaviené konformaci. Distalni enhancery jsou po vazbé NEUROD1
navic oznaceny aktivacni monomethylaci H3K4 (H3K4me1). Navazna studie pak
poukazuje na skutec¢nost, Ze NEUROD1 takto euchromatizuje obrovské mnozstvi lokust
(Aditi Singh et al. 2022), pouze polovina z cilovych genl je ale aktivovana a to v zavislosti
na pfitomnosti dalSiho kofaktoru, se kterym NEUROD1 fyzicky interaguje. Tuto skuteénost
potvrzuje i interakce NEUROD1 s dalS§im ,,pioneer” faktorem (Akol et al. 2023). Studie
indukce neuronalnich bunék z lidskych iPSCs tento fenomén jeSté obohacuje o hypotézu,
kdy NEUROD1 zdanlivé zahajuje sebepropagacni smycku a podporuje tak vlastni expresi
(Matsuda et al. 2019; Choi et al. 2020). V prlibéhu obdobné indukované konverze
mikroglidlnich bunék do neuront byly pozorované zmeény na uUrovni bivalentnich doménv
nemethylovanych promotorech cilovych geni NEUROD1, které obsahovaly aktiva¢ni
(H3K4me3) i inhibi¢ni (H3K27me3) histonové znacky. Po vazbé NEUROD1 doslo ke ztraté

H3K27me3 a aktivaci genové exprese. | vtomto pfipadné se NEUROD1 vazal do své vlastni
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regulacni sekvence a také do sekvence Kdm6b, demethylazy zprostfedkovavajici
odstranéni H3K27me3.

V kontextu cilené bunééné trans/diferenciace do neurondalnich bunék je ziejmé, ze
NEUROD?1 jako ,,pioneer“ faktor otevird chromatin a tim aktivuje expresi cilovych gen(.
Doposud Zadna studie ovSem nedemonstrovala podobny mechanismus u endokrinnich

bunék.

2.5. ISL1

ISL1 (ISLET1) je dulezity LIM-homeodoménovy (LIM-HD) transkripéni aktivator
(Karlsson et al. 1990), ktery se podili na fadé bunécnych procesti béhem embryogeneze
souvisejicich s diferenciaci a determinaci bunééného osudu, zejména ve vyvijejicim
kardiovaskularnim (Zhuang et al. 2013) a nervovém systému (Thor et al. 1991),
gastrointestinalnim traktu (Das and May 2011) ¢&i zadnich konéetinach a fadé
mezodermalnich a endodermalnich struktur (Zhuang et al. 2013), a také napf. pfimo na
regulaci glykémie (H. Zhang et al. 2009). Delece /Isl1 je pfi¢inou zastavy vyvoje a
embryonalni letality u mysSi v E9.5 (Pfaff et al. 1996). Z molekularniho pohledu specificky
rozpoznava DNA sekvenci 5'-ATAATTAA-3', ¢asto v promotorech genUl, kde po navazani
skrze svou homeodomeénu slouzi jako ,leSeni“ a ,,ndborové misto“ pro dalSi transkripéni
faktory (H. Zhang et al. 2009) a kofaktory (Gadd et al. 2013; Caputo et al. 2015), se kterymi

interaguje pomoci svych LIM domén.

2.5.1. Role ISL1 ve vyvoiji a funkci endokrinni ¢asti pankreatu

Exprese Isl1 je poprvé detekovatelna v mysim dorzalnim pankreatickém pupenu a
také v mezenchymu, ktery ho obklopuje, vE9.0 a jiz vE9.5 jeho delece zplsobuje
eliminaci endokrinni pankreatickeé linie (Ulf Ahlgren et al. 1997). Vzhledem k embryonalni
letalité v E9.5 z dlvodu naruseni srde¢niho vyvoje je nutné vyuzivat pro dalsi studium
funkci Isl1 jeho tkanove specifické delece (Pfaff et al. 1996).

Isl1 je ve vyvoji exprimovan ve vSech endokrinnich bunéénych typech pankreatu
(Krentz et al. 2018) a jeho exprese vyznamné narlistd béhem diferenciace endokrinnich
progenitord do alfa bunécné linie (Scavuzzo et al. 2018). To potvrzuje i existence
vazebného mista ISL1 v sekvenci genu Arx, ktery je jednim z hlavnich regulator( tohoto
procesu (J. Liu et al. 2011). Podili se pfimo na expresi inzulinu (H. Zhang et al. 2009), a to

v synergii s NEUROD1, glukagonu (M. Wang and Drucker 1995), somatostatinu (Leonard

24



Uvod

et al. 1992). Embryonalni delece Isl7 vede k asné ztraté endokrinni tkané, snizeni
exprese vSech souvisejicich hormont a nasledné zplsobuje postnatalné diabeticky
fenotyp novorozenych mysi (Du et al. 2009). Hlavnim dlvodem byla oznacena sniZzena
proliferace a zvySenda apoptdza vyvijejicich se bunék. U zebficek nezplsobuje ztrata isl1
snizeni po¢tu endokrinnich bunék, nicméné zasadné snizuje jejich hormonalni expresi
(Wilfinger, Arkhipova, and Meyer 2013). Zaroven byla zaznamenana rozdilna role v jeho
funkci béhem primarni a sekundarni tranzice, kdy v pribéhu prvni bunécné expanze je u
mutant( eliminovana ve vznikajicich burikdch exprese glukagonu a snizena v pfipadé
inzulinu a somatostatinu, zatimco béhem druhé je jeho produkce eliminovana a inzulin a
glukagon produkujici bunky vznikaji v nezménéném poctu. Do vyvoje endokrinniho vyvoje
jsou zapojeny i dalSi nezbytné kofaktory pfimo interagujici sISL1, jako LDB1 a LDB2
(Hunter et al. 2013; Toren et al. 2022).

Postnatalni delece Isl7 v maturovanych beta burikdch zasadné naruSuje jejich
schopnost inzulinové sekrece snizenim exprese pfimo regulovanych gen(i MafA, Pdx1 a
Slc2a2 (GLUT2)(Ediger et al. 2014). NavySeni exprese Isl1 naopak zlepSuje inzulinovou
sekreci a glukézovou homeostazi (J. Liu, Walp, and May 2012), nenavySuje ovSem
bunéénou proliferaci. Alternativni varianty sestfihu /s{7 hraji roli v jeho efektivité a mohou
byt specifické pro odliSné bunécné endokrinni typy (Ando et al. 2003). Stejné tak muze byt
ISL1T modulovan epigeneticky pomoci miR-7a (H. Liu et al. 2021). ISL1 reguluje stav
chromatinu vazbou koregulatord SET9 a KDM6B v promotoru inzulinového genu
v zavislosti na koncentraci glukézy v burice; sdm je vazan v misté promotoru spole¢né
s NEUROD1 v normoglykemickych podminkach, zatimco za stavu hyperglykémie ho ve
vazbé stfida PDX1 (W. Wang et al. 2016). V neposledni fadé je interakce ISL1 s
fadou dalsich transkripénich faktor(, napf. HNF4a (Eeckhoute et al. 2006), a kofaktor(
esencialni pro fyziologickou regulaci inzulinové exprese a maturaci, napf. LHX1 (Bethea
et al. 2019), RNF20 a RNF40 (Wade et al. 2019), PIAS4 (Yan et al. 2016), SSBP3 (Galloway
et al. 2015; Toren et al. 2023) a LDB1 (Ediger et al. 2017) ¢i CREB vramci exprese
somatostatinu (Leonard et al. 1992).

Ve zralych diferencovanych endokrinnich bunkach ma ISL1 antiapoptotickou a
proliferaci stimulujici funkci, nebot pfimo aktivuje expresi regulator(i bunééného cyklu c-
Myc a cyklin D1 a tim prechod z G1 do Sfaze (T. Guo et al. 2011). V pribéhu procesu

formuje komplex s PDX1 a SET7/9 (Yang et al. 2015), ¢imz zprostfedkovava trimethylaci
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H3K4 v promotoru cyklinu D1. Naopak vjiné Isl1-deficientni studii apoptoticka ztrata
bunéé&né masy nebyla postnatalné pozorovana (Ediger et al. 2014).

V porovnani s Neurod1 je Isl1 vkontextu endokrinni tkdné pankreatu méné
probadanym genem. Dosavadni studie ovSem prokéazaly, Ze hraje dllezitou roli v jejim
vyvoji i fyziologickém fungovani maturovanych bunék. Vedle fady zminénych studii
popisujicich transkripéni kofaktory regulujici transkripci spole¢né s ISL1 se doposud
pouze v nékolika pfipadech, tj. regulace proliferace (Yang et al. 2015) Ci exprese inzulinu
(W. Wang et al. 2016), podafrilo konkrétné objasnit jeji molekularni mechanismy. V pfipadé
ISL1 je tak nezbytné doplnit tyto neprobadané procesy, které by mohli v budoucnu pfispét

k terapiim DM, a to zejména ty, které definuji bunéénou diferenciaci.

2.5.2. RoleISL1 v determinaci bunécného osudu

Zadna studie doposud nezkoumala molekularni mechanismy ISL1 spojené
s determinaci bunéc¢ného osudu v pankreatickych progenitorech. Jeho vyznamnou roli se
ovS§em uspésné podafilo demonstrovat v priibéhu jiného procesu organogeneze.

Komparativni analyzou genové exprese (RNA-seq) a ATAC-seq embryonalni Isl7-
deficientni srde¢ni tkané a srdecnich progenitord odvozenych od ESCs u mysiho modelu
bylo demonstrovano, Ze Isl1 je jednim z hlavnich kardiogenetickych determinantt (R. Gao
et al. 2019). B€hem specificky natasované transientni exprese Isl7 b&éhem vyvoje dochazi
v lokusech vazby ISL1 na DNA k otevieni chromatinu a pfimé aktivaci velkého mnozstvi
»downstream® genl spoustéjicich diferenciaci kardiomyocytt. Jednim z cilovych gent je
Smarcd3 (Baf60c), ktery kdduje jednu z podjednotek tvoficich chromatin-remodelujici
BRG1 SWI/SNF komplex. Pomoci ChIP, chromatinové imunoprecipitace, se podafilo
prokazat pfimou vazbu tfi faktor(l komplexu, tedy ISL1, BRG1 a BAF60C. ISL1 pfimo navadi
do mista své vazebné sekvence chromatin-remodelujici komplex, pficemz expresi jedné
jeho tkanové specifické komponenty sam aktivuje, a definuje tak diferenciaci
kardiomyocytu.

Druhy pfipad pfimé interakce ISL1 s chromatin-remodelujicim komplexem byl
pozorovan rovnéz v mysich srdecCnich progenitorech (Y. Wang et al. 2016). Studie
demonstrovala pfimé ovlivnéni (aktivaci) enhancerd dvou cilovych gent ISL1, kdy v jejich
Usecich po navazani transkripéniho faktoru doSlo k acetylaci a odstranéni trimethylace

H3K27. Proces demethylace byl zprostfedkovan demethylazou JMJD3 (Kdm6b), ktera je
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do lokusl lokalizovana fyzickou interakci s ISL1. Tato vazba navic zdanlivé moduluje i
globalni aktivitu tohoto enzymu.

Dosavadni vyzkum v mysSich progenitorech kardiomyocytl jasné ukazuje, Ze ISL1
funguje ve vyvoji jako ,,pioneer” faktor, ktery skrze vazbu do svych vazebnych mist pfivadi
dal$i modulacni komplexy a aktivuje tak expresi cilovych genl. Lze tedy analogicky

oCekavat, ze podobnou funkci by mohl zastavat i v jinych organovych systémech.
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3. Prehled publikaci

Tato kapitola stru¢né predstavuje publikace zahrnuté do této dizertaéni prace, referuje
podil vlastni prace. Klicové publikace jsou dostupné v kapitole Pfilohy, ostatni jsou

dostupné online ve formé ,,open access“ pod DOI.

3.1. NEUROD1 is required for the early a and B endocrine differentiation in the pancreas

Bohuslavova R, Smolik O, Malfatti J, Berkova Z, Novakova Z, Saudek F, Pavlinkova G. Int

J Mol Sci. 2021 Jun 23;22(13):6713; doi: 10.3390/iims22136713 (Bohuslavova et al.

2021)(Priloha 8.1)

Publikace jako prvni studuje roli NEUROD1 v ¢asném vyvoji pankreatu s vyuzitim
tkanové specifické delece u mysiho modelu pomoci Isl1¢%* Neurod1©ox?
TdTomato*™.

Eliminace Neurod1 (Isl1¢®* Neurod1”-; Neurod1CKO) signifikantné ovliviuje sit
transkripénich faktort regulujicich pribéh sekundarni tranzice vyvoje endokrinni alfa
a beta linie. Jeho navazna deficience vede k dysfunkéni specifikaci a diferenciaci
bunécénych progenitor alfa a beta linie. Morfologicky vyznacné je naruseni
architektury Langerhansovych ostrlvkd. Delece Neurod? zpUsobuje snizenou
proliferaci beta bunék a tim i jejich celkovy vyskyt ve tkani. Zbyvajici beta bunky
produkuji snizené mnozstvi inzulinu a pfispivaji tak k silné diabetickému fenotypu a
snizeni Zivotaschopnosti novorozenych mysi.

Metodicky jsem se podilel na sbéru vzorkl, imunohistochemickém barveni,

souvisejici analyze fenotypu a produkce hormond, analyze bunécné proliferace a

3.2. NEUROD1 reinforces endocrine cell fate acquisition in pancreatic development
Bohuslavova R* Fabriciova V* Smolik O% Lebron-Mora L, Abaffy P, Benesova S, Zucha
D, Valihrach L, Berkova Z, Saudek F, Pavlinkova G. Nat Commun. 2023 Sep 9;14(1):5554;
doi: 10.1038/s41467-023-41306-6 (Bohuslavova, Fabriciova, Smolik, et al.
2023)(Priloha 8.2)
Publikace navazuje na predchozi studii NEUROD1 ve vyvoji pankreatu s vyuzitim
odliSného mysiho modelu Neurod1°¢®* Neurod1®>* TdTomato*™ umoznujicim

studovat v detailu vyhradné endokrinni linii.
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Deficience Neurod1 (Neurod1¢®* Neurod1”; Neurod1ST) koreluje s pfedchozimi
zjisténimi u Neurod1CKO, prokazatelné ovliviiuje také proliferaci alfa bunék a
mortalitu u Neurod1ST. Analyza transkriptomu (,,bulk”“ RNA-seq Neurod1ST) avybrané
casti epigenomickych markerll (CUT&Tag-seq Neurod1ST) endokrinni bunécné
populace E15.5 demonstruje zasadni deviaci od bézného endokrinniho profilu se
zachovanymi neendokrinnimi prvky a naru§enymi endokrinnimi funkcemi. Dochazi ke
snizeni exprese zdsadnich proendokrinnich diferencia¢nich transkripcnich faktort a
faktord remodelujicich chromatin, a naopak ke zvySeni u neendokrinnich markerd.
Epigenomicky profil histonovych modifikaci H3K4me3 a H3K27me3 v blizkosti
vazebnych motivdi NEUROD1 uftady lokust dysregulovanych gen( koreluje se
zmeénami v genové expresi.

Metodicky jsem se podilel na sbéru vzorkl, imunohistochemickém barveni,
souvisejici analyze fenotypu a produkce hormon(, RT-qPCR, pfipravé vzorkl a
knihoven pro “bulk” RNA-seq, bioinformatickém zpracovani dat “bulk” RNA-seq a
CUT&Tag-seq a analyze HOMER véetné vizualnich podklad(l zahrnutych do publikace.
Pfipravil jsem prvni verzi manuskriptu.

3.3. ISL1 controls pancreatic a cell fate and B cell maturation

Bohuslavova R, Fabriciova V, Lebrén-Mora L, Malfatti J, Smolik O, Valihrach L, Benesova

S, Zucha D, Berkova Z, Saudek F, Evans SM, Pavlinkova G. Cell Biosci. 2023 Mar

10;13(1):53; doi: 10.1186/s13578-023-01003-9 (Bohuslavova, Fabriciova, Lebrén-

Mora, et al. 2023)(Pfiloha 8.3)

Publikace se zamérfuje na roli ISL1 v diferenciaci endokrinni alfa a beta bunék
pankreatu s vyuzitim mysiho modelu Neurod1¢* [s[1°""* TdTomato*'™.

Studie jako prvni popisuje nepostradatelnou Uulohu ISL1 vtranskripéni
regulaci endokrinni diferenciace. ISL1 je pfimo zodpovédny za zachovani funkéni alfa
a beta linie, nebot Isl7-deficientni endokrinni bunky (Neurod1°®* Isl1”; Isl1CKO)
nedosahuji v pfipadé beta linie plné maturace a alfa bunky produkujici glukagon
v pozdéjSim stadiu vyvoje témér kompletné mizi. Neformuje se ani charakteristicka
morfologie ostrlivkl. Analyza transkriptomu (,,bulk“ RNA-seq Is{71CKO) koresponduje
s analyzou epigenomickych znadek H3K4me3 a H3K27me3 (CUT&Tag-seq Isl1CKO)

ovliviiujici genovou expresi vendokrinni bunééné populaci. U ISLTCKO dochazi
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k navySeni markert intermediarniho stadia vyvoje endokrinnich progenitort, zatimco
u postnatalni endokrinni bunééné populace dochazi nasledné ke snizeni exprese
klicovych maturacnich faktor(, které jsou zodpovédné za expresi hormonu.
Metodicky jsem se podilel na sbéru vzorkl, imunohistochemickém barveni,
souvisejici analyze fenotypu a produkce hormont, RT-gPCR a bioinformatickém

zpracovani dat “bulk” RNA-seq a CUT&Tag-seq.

3.4. ISL1 is necessary for auditory neuron development and contributes toward tonotopic
organization

Filova I, Pysanenko K, Tavakoli M, Vochyanova S, Dvorakova M, Bohuslavova R, Smolik

O, Fabriciova V, Hrabalova P, Benesova S, Valihrach L, Cerny J, Yamoah EN, Syka J,

Fritzsch B, Pavlinkova G. Proc NatlAcad Sci U S A. 2022 Sep 13;119(37):€2207433119.

doi: 10.1073/pnas.2207433119 (Filova et al. 2022)(nepriloZzeno)

Publikace studuje roli ISL1 v embryonalnim vyvoji sluchovych nerv( a souvisejici
defekty v mysSim modelu Neurod1¢%* [s(1""F TdTomato*'“.

Eliminace Isl1 vede ke kritickym morfologickym a funk&nim zménam inervace
sluchového Ustroji skrze transkripéni regulaci a zmény vgenové expresi
v neurondlnich progenitorech vnitiniho ucha. Clanek se dotyka tématiky dizertaéni
prace pouze ¢astecné, neni proto prikladan do pfiloh.

Metodicky jsem se podilel na bioinformatické analyze a interpretaci
transkriptomickych dat (,bulk“ RNA-seq Isl1CKO) vcéetné vizualnich podklad(

zahrnutych do publikace.

3.5. NEUROD1: transcriptional and epigenetic regulator of human and mouse neuronal and
endocrine cell lineage programs

Pavlinkova G, Smolik O. NEUROD1: transcriptional and epigenetic regulator of human

and mouse neuronal and endocrine cell lineage programs. Front Cell Dev Biol. 2024 Jul

22;12:1435546. doi:  10.3389/fcell.2024.1435546  (Pavlinkova and  Smolik

2024)(nepriloZeno)

Souhrnny ¢lanek sumarizuje aktualni védecké poznatky o regulaci genové exprese
pomoci transkripéniho faktoru NEUROD1 v bunécéné diferenciaci a reprogramovani.
NEUROD?1 je nepostradatelny specifikacni a diferenciacni faktor ve vyvoji neuront i
endokrinnich bunék pankreatu s vyznamnym bunécéné-terapeutickym potencialem.

Publikace zahrnuje studie zkoumajici NEUROD1 jako ,,pioneering“ faktor zapojeny do
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procesu remodelace chromatinu, regulace genové exprese a determinace bunécného
osudu. Jedna se o review s Sir§im tematickym prekryvem, publikace proto neni
pfilozena.

Do ¢lanku jsem zpracoval literaturu zahrnujici roli NEUROD1 v endokrinni tkani
pankreatu a kapitolu o reprogramovani areorganizaci chromatinu indukovanou

expresi Neurod1.

31



Vysledky a metody

4. Vysledky a metody

Nasledujici podkapitoly pfedstavuji vybrané nepublikované komentované vysledky

(v€etné negativnich, které dle mého uvazeni stoji za zminéni) vztazené k jednotlivym

biologickym modellm projektu a dale metodické optimalizace, na kterych jsem pracoval

v pribéhu doktorského studia a které budou dale diskutovany v nasledujici kapitole

Diskuze.

4.1.Vlybrana imunohistochemicka barveni a fluorescencéni mikroskopie

V prabéhu experimentalni prace na Isl1CKO bylo jednim z mych cill ukazat

koexpresi hormontd s NEUROD1 a dale demonstrovat, Ze bunéénéa alfa populace

skutec¢né v priibéhu embryonalniho vyvoje bez nahrady mizi. Testoval jsem na zakladé

literatury dalSi markery, kterymi dana bunécna populace vc¢asném obdobi

diferenciace disponuje, ¢i mize disponovat. Metodologie je totozna s jiz referovanymi

publikacemi (Bohuslavova, Fabriciova, Lebron-Mora, et al. 2023). Primarni protilatka

proti danému epitopu vyuzitd navic oproti publikaci je k nalezeni v doprovodném

oddilu Seznam protilatek.

4.1.1. NEUROD1

NEUROD?1 je charakteristicky marker vSech bunéénych typa endokrinni
¢asti pankreatu a zaroven tzv. ,,Cre driver“ v pfipadé modelu /sl{1CKO. Jeho
proménlivou expresi je v praxi obtizné zachytit pomoci imunohistochemickych
metod. Vzhledem k jeho funkci transkripéniho faktoru, a také jak bylo zvykem
v laboratofi, je mozné NEUROD1 detekovat v jadre. Ke svému prekvapeni jsem
pravidelné detekoval slaby fluorescencni signal vcytoplazmé specifické
subpopulace bunék v pfipadé kontrolnich i Isl1CKO vzork(i vembryonalnich
stadiich vyvoje. Vobrazku V1 mizeme vcasti A pozorovat fez kontrolni
embryonalni tkané pankreatu stadia E12.5, v ¢asti B naopak Is{1CKO a ¢ast C je
priblizenym vyfezem z &asti A. Cervené je barven pankreaticky marker PDX1,
zelené glukagon, modfe inzulin a tyrkysové pravé NEUROD1. V detailu C lze pak
rozliSit tfi zakladni typy bunék: 1 — inzulin-pozitivni buriky (beta linie), 2 — glukagon-
pozitivni bunky (alfa linie) a 3 - neidentifikovana subpopulace vykazujici
v porovnani s ostatnimi silny NEUROD1* signal v cytoplazmé. NejzajimavéjSim

faktem bylo, Ze tato subpopulace &islo 3 byla vyrazné ¢etnéjsi ve vzorcich Isl1CKO
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a bylo mozné ji reproducibilné pozorovat i u dalSich barveni (viz nasledujici

kapitola).

Obrazek V' 1: E12.5 A - kontrolni fenotyp, B - Isl1CKO, C - vyrez ¢asti A;
INS, , NEUROD1, PDX1 (zvétSeni 250x, jedna se o prekryv
spojené série snimkii)

Je znamo, Ze vnefyziologickych podminkach, jako je napfiklad
hepatocelularni karcinom, mulze vyskyt NEUROD1 vyznamné nar(stat i
v cytoplazmé (P. Huang et al. 2023). Vzhledem k metodologickym limitacim nebylo
mozné tuto populaci bunék pozorovat dlkladnéji. V Isl7CKO se nicméné podafilo
detekovat zvySenou miru exprese genl intermediarniho stadia vyvoje
endokrinnich bunék, konkrétné Fev. Tento transkrip&ni faktor se vyskytuje v jedné
z Casnych fazi vyvoje endokrinnich progenitorl a rovnéz soubézné s expresi
Neurod1 (Byrnes et al. 2018; de la O et al. 2023). Ma pracovni hypotéza byla, ze se

jedna o shluky nediferencovanych endokrinnich progenitoru.
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4.1.2. Tyrozin hydroxylaza

Tyrozin hydroxylaza je jednim z enzymu katecholaminergni signalizace a je
v prvni fadé neuralnim markerem sympatetické inervace regulujici endokrinni
funkce Langerhansovych ostravkd; v prilbéhu ¢asného vyvoje pankreatu je vSak
exprimovana soubézné s glukagonem v diferencujici alfa linii (Vazquez et al. 2014).
Na obrazku V2 pozorujeme fenotyp ve stadiu E16.5, v ¢asti A a B kontrolu, v ¢asti C
a D Isl1CKO. Cervené je barvena tyrozin hydroxylaza (neurony a ojedinélé buriky),
modfe inzulin (beta bunky), zelené glukagon (alfa bunky) a tyrkysové NEUROD1.
Mezi Isl1CKO a kontrolou vramci exprese nebyly pozorovany rozdily, ani

»koexprese“ s glukagonem (a to ani v pfipadé kontroly).

Obrazek V' 2: E16.5 A-B - kontrolni fenotyp, C-D - Isl1CKO; INS, , NEUROD1, TH (zvétSeni 250x)
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4.1.3. GLP1

GLP1 je produktem alternativniho zprocesovani proglukagonového
prekurzoru (Fava, Dong, and Wu 2016), které se odviji nejen od glykemickych
podminek (Sancho et al. 2017). Pomoci detekce tohoto signalniho peptidu se
podafilo vyvratit teorii, kterd predpokladala, Ze u Isl1CKO alfa linie v prlibéhu
vyvoje zcela mizi z dlivodu dysfunkéni diferenciace. Prestoze je vyvoj alfa bunék (i
beta linie) vyznamné zasaZzen a glukagon téméf neni detekovan, alfa linii lze
demonstrovat v bunécénych shlucich pomoci barveni GLP1. Na obrazku V3 je ve
stadiu PO na ¢asti A zachycen kontrolni fenotyp a na ¢asti B Is{1CKO. V tomto a
pozdéjsich stadiich je obtizné zachytit vétSi mnozstvi ostrivkd na jednom fezu
z dlivodu vyrazné expandované exokrinni tkané v pankreatu. Cervené pozorujeme
vizualizovany GLP1, zelené glukagon a bile inzulin. Koexprese glukagonu a GLP1 je
zjevna pouze v kontrolnim vzorku v okraji ostrivku, kde dochazi k prekryvu signalu
v misté Zlutého zbarveni. Je evidentni, Ze prestoze eliminace Isl1 vyrazné redukuje
alfa bunécnou masu, nedochazi kjejimu Uplnému vymizeni, nybrz vtéchto

bunkach mulze dochazet k adaptaci na metabolicky defekt a ke zméné ve

zpracovani preglukagonu do formy GLP1 (Sancho et al. 2017).

Obrazek V 3: P9 A - kontrolni fenotyp, B - Isl1CKO; s , GLP1 (zvétSeni 600x)
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4.2.Metody

4.2.1. Kvantitativni PCR s pfimou bunéc¢nou lyzi

Dlouhodobé bylo cilem vyzkumu zkoumat transkriptom pouze endokrinni
populace. Pomoci kvantitativni PCR s reverzni transkripci provedené na vzorcich z in vivo
modeld, ve kterych ¢ini pfes 90 % exokrinni ¢ast pankreatu, nebylo redlné spolehlivé
detekovat zmény vgenové expresi u endokrinnich genl s malym vyskytem mRNA
molekul, jako jsou napfiklad pravé transkripéni faktory. U fady genl muize byt navic
relativni zména v genové expresi maskovana expresi stejného genu pravé v exokrinni ¢asti
tkané. Poté, co byl vlaboratofi UuspésSné zaveden protokol na izolaci Tomato-Ai14-
pozitivnich bunék (v pfipadé vyuzivanych modell tedy bunék s aktivhi CRE-
rekombinazou)(Bohuslavova, Fabriciova, Lebrén-Mora, et al. 2023; Bohuslavova,
Fabriciova, Smolik, et al. 2023), bylo mozZné nasbirat bunéCnou populaci d&isté
endokrinnich bunék ze vzorku. Cilem bylo tyto vzorky podrobit analyze diferencialni
exprese pomoci RT-gPCR a rozsifit zavedeny postup o pfimou bunéénou lyzi v reakénim
roztoku. Rutinni mezikrok izolace RNA ze vzorkd by vtomto pfipadé vedl ke ztratam a
kompletnimu zkresleni vyslednych hodnot.

V pilotnim experimentu jsem se rozhodl otestovat spolehlivost metody a hodnoty,
jakych by bylo mozné dosahnout v pfipadé genu Hprt, ktery laboratof dlouhodobé vyuziva
jako referenéni gen vramci RT-gPCR. Pomoci FACS jsem sesbiral sérii 200-600
endokrinnich bunék (n = 3 na dany poc¢et bunék). Pocet bunék byl vybran na zakladé

experimentalnich zkuSenosti spolupracujici Laboratofe genové exprese (Zucha et al.

2020).

36
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Obrazek V 4: Graf zavislosti hodnot Cq mRNA Hprt a Spike | na poc¢tu pfimo-lyzovanych bunék
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Vrozmezi mezi 512 a 1024 lyzovanych bunék jiz totiz byly detekovany inhibi¢ni
efekty reverzni transkripce bunécnych komponent(, které vznikaji po bunécné lyzi v
reak¢éni vodé (,molecular grade“). Vedle standardniho postupu pouzivaného v laboratofi
(Bohuslavova et al. 2021; Bohuslavova, Fabriciova, Lebrén-Mora, et al. 2023;
Bohuslavova, Fabriciova, Smolik, et al. 2023) jsem do reakce vélenil vnitfni kontrolu ve
formé exogenni RNA Spike | (TATAA Biocenter) pfidané do reakéniho ,,mastermixu®
zfedénou 1:999. Vysledek jednorazového experimentu dokumentuje obrazek V4. Graf
demonstruje vztah mezi detekovanymi amplifikacnimi cykly (Cq) a poétem lyzovanych
bunék pro mRNA Spike | a Hprt, hodnoty jsou prolozeny kfivkou linearni spojnice trendu.
V pfipadé Spike I bylo o¢ekavano vice horizontalni sméfovani kfivky a reproducibilné;si
hodnoty Cqg ~33. Tato odchylka mUze byt pfipsdana technické chybé pfi pipetovani.
V pfipadé Hprt dle o¢ekavani s narlstajicim pocétem bunék klesa detekovany amplifikaéni
cyklus, pficemz se stfedni hodnota pohybuje kolem Cq ~30,5. Lze tedy ocekavat, ze
v pfipadé méné ¢etnych RNA molekul by vysledky mohly byt hraniéni. Detekéni limit RT-
gPCR se pohybuje vjednotkach RNA molekul ve vzorku (Forootan et al. 2017; J. Pfeifer
2022; Schmerker 2024). Cilové geny detekované v rozmezi Cq mezi 15 a 35 lze oznadit za
spolehlivé. Nad 35 jsou hodnoty pfipustné, pokud experiment spliiuje dalsi kritéria jako
reproducibilitu, konzistentnost mezi replikaty (biologickymi i technickymi), optimalni
hodnoty efektivity reakce ¢i vylou¢enou dimerizaci primerl. Samotny experiment
navaznost nemél, nebot se laboratof pfiklonila posléze k vyuziti NGS a analyze celého
transkriptomu formou ,,bulk” RNA sekvenovani z asové ekonomickych dtvodul i rozsahu
ziskanych vysledkd.

4.2.2. Mezimodelové srovnani diferencialni genové exprese

Diferencialni genova exprese endokrinni bunééné populace byla studovana u dvou
vyuzivanych modell v pribéhu sekundarni tranzice (Bohuslavova, Fabriciova, Lebréon-
Mora, et al. 2023; Bohuslavova, Fabriciova, Smolik, et al. 2023) pomoci sekvenovani RNA
zizolovanych endokrinnich bunék pankreatu. Vzhledem ktomu, Ze obé studie byly
publikovany samostatné, rozhodl jsem se dodate¢né srovnat jejich vysledky mezi sebou.
Exprese Isl1 navazuje ve vyvoji pankreatu na Neurod? svelmi kratkym ¢asovym
odstupem, pficemz oba transkripéni faktory maji zasadni vliv na endokrinni funkce. To se

projevilo i v pfipadé delece téchto faktord, kdy doslo k signifikantnimu sniZzeni exprese
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Vysledky a metody

genu zodpovédnych za
produkci hormon( a regulaci
glykémie v ramci skupin genové
ontologie. Pfekvapivy vysledek
srovnani transkriptomd ovSem
zobrazuje obrazek V5.

Shoda mezi geny se snizenou
relativni expresi byla 7 genu,
resp. mezi navySenymi geny
bylo u obou modell sdileno 6
genl (viz tabulka V1). Tento
paradox ma vSak nékolik
logickych pfi¢in pramenicich
z parametr(l samotného

experimentu.

Vzorky endokrinni populace (n = 6 - 8 na genotyp) obsahovaly jako vstupni material pouze

100 bunék, coz vramci vysoce heterogenni populace bunécénych progenitor(i dava

prostor pro vyznamnou variabilitu mezi vzorky, ktera je umocnéna nepomérem

jednotlivych bunéénych typa mezi kontrolou a Isl1CKO, resp. Neurod1ST, a také prvkem

nahody, tzn. nelze pfedpokladat, ze pomér bunék zastoupeny ve vzorku bude zachovan i

ve zlomku sortovanych bunék. Toto je jedno z hlavnich uskali ,,bulk® analyz, které je tfeba

mit v budoucnu na paméti.

Tabulka V1: Seznam jednotlivych gent pritomnych v priniku mezimodelovych mnoZin deregulovanych geni

Prinik dataseti Seznam genl

Isl1CKO down/Neurod1ST down | Ffar1, Kif4, Mafa, Nnat, Npy, Ociad2, Rasgrf1
Isl1CKO up/Neurod1ST up Apoe, Dab2, Gc, Lgi2, Osbpl8, Wls

Isl1CKO down/Neurod1ST up Arhgap24, Maob, Ptn, Ptprd, Rims3, Slc28a2b
Isl1CKO up/Neurod1ST down Cryba2, Pcsk6

4.2.3. Optimalizace metody CUT&Tag sekvenovani

Sekvenacni vysledky experimentl nastifiujici molekularni dopady delece

Neurod1, resp. Isl1, stojici za vyvojovymi defekty pankreatu zpisobenymi deleci Neurod1

(Bohuslavova, Fabriciova, Smolik, et al. 2023), resp. Isl1 (Bohuslavova, Fabriciova,
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Lebrén-Mora, et al. 2023), a soudobé védecké poznani ,pioneering“ funkce
transkripénich faktort NEUROD1 a ISL1 v jinych organovych systémech byly motivaci pro
vyuziti zcela nové metody umoznujici mapovat interakce DNA-protein ¢i histonové
modifikace. Metoda se vyznacuje oproti jinym alternativam vyrazné nizSim vstupnim
mnozstvim buné&ného materialu, coz bylo pro studium malé bunééné populace klicové,

¢i lepSi specifitou (Kaya-Okur et al. 2019; 2020; Y. Li et al. 2021).

Obrazek V 6: Pocet izolovanych bunék na genotyp
Ma role vtéto metodice spocivala

9000
v datové analyze vyslednych sekvenacnich 8000
dat a kontextualni zpétné vazbé vazané na 7000
parametry optimalizace. Vzhledem ke .« 6000

O

komplikované reproducibilité bylo zapotiebi é 5000 -
uvazovat nékolik faktord  ovliviiujicich >§ 4000 e 3
. , o 2 3000 b
vysledky. Zaprvé bylo nutné kriticky o
~ o ) 5 2000 v
pfistupovat kmnozstvi vstupnich bunék. I

1000
V pfipadé E14.5 [sl1CKO bylo technicky 0

mozné zjednoho embryonalniho pankreatu O/si16ko O kontrola
separovat ~ 350-550 endokrinnich bunék,

pficemz pocet embryi nebylo realné stanovit pfedem a vzorky byly spojovany z nékolika
embryi stejného genotypu. Variabilita testovanych vstupnich poctl bunék do reakce
CUT&Tag je zobrazena v obrazku V6 (n = 12 na genotyp). Druhou proménnou byl pocet
amplifikacnich cykla knihovny, ktery byl stanoven experimentalné v rozmezi 25-27, nebot
dosavadni literatura pracovala s alespon desetinasobnym bunéénym zakladem (Y. Li et
al. 2021). Treti proménnou je technicka variabilita, které se pfi takto malém vstupnim
mnozstvi DNA a ruéniizolaci nelze vyhnout. Zavére¢nym parametrem bylo zahrnuti vnitini
kontroly pro normalizaci; pfestoze prvotni publikace neimplementuji vnitfni kontroly,
s variabilnim vstupnim po¢tem bunék a ndhodnou mérou technickych chyb nejen pfi
pipetovani je nezbytné vysledna data vztahovat ke stabilnimu prvku. VyuzZili jsme tedy
variantu exogenni DNA izolované zE. coli, kterda se neznamého divodu neprojevila

v sekvencni identité vzork(, a poté komeréni produkt CUT&Tag-IT Spike-In Control (Active

Motif). Kone¢né optimalizaéni doporucéeni tedy vedlo k jednotnému poctu vstupnich
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bunék (4 000), amplifikacnich cykld knihovny (26) a vyuZiti spike-in kontroly pro
normalizaci (Bohuslavova, Fabriciova, Smolik, et al. 2023).

4.2.4. Optimalizace izolace a pfipravy sekvenacnich knihoven malych RNA molekul

Béhem mezinarodni mobility OPVVV jsem se vlaboratofi Environmentalni
epigenetiky dr. Teperino vHelmholtzové centru na Ustavu experimentalni genetiky
vnémeckém Mnichové podilel na vyzkumu malych nekddujicich RNA molekul
obsazenych v mysich spermatozoich. Hlavnim cilem mobility bylo osvojit si novou
metodiku spojenou s NGS a v pfipadé zajmu ji pak zavést vdomaci laboratofi. Vzhledem
ke skutecnosti, Ze tematicky tamni projekt pfimo nesouvisel s hlavnim tématem této
dizertacni prace, nebudu zde jeho védeckou bazi Siroce rozvijet, ale pouze demonstrovat
Sir§i metodicky pfinos provadéné optimalizace. Samotny vyzkum epigenetickych
mechanismu predstavuje dynamicky se rozvijejici smér, jehoZz mechanismy vyznamné
zasahuji do regulace genové exprese. Nedavny vyzkum laboratofe ukazuje, ze tyto
nekddujici paternalni transkripty (krat$i nez 200 nukleotidd, predstavujici malou frakci
celkového transkiptomu) obsazené ve spermiich ovliviiuji vyvoj a predeterminuji
metabolismus potomstva (Tomar et al. 2024).

Tento projekt zacal otdzkou, pro¢ laboratof pozoruje po oSetfeni DNazou |
izolovanych vzorkd RNA z mySich spermatozoi snizenou vytéZznost RNA. Hypotéza vedla
k triplexnim hybridnim strukturam RNA-DNA, tzv. ,,R-smyckam*, vyskytujicim se mimo
jiné pravé v samcich gametach, a jejich neznamé funkci (Kianmehr et al. 2019; Jonoska et
al. 2021). Realizoval jsem tedy jednoduchy experiment (obrazek V7)(n = 2 na podminku,
3 biologické replikaty), na jehoz konci byly ze vzork( pfipraveny knihovny pro stanoveni
diferencialni exprese malych RNA (smRNA-seq). Izolace spermatozoi probihala podle
zavedeného protokolu (Tomar et al. 2024), bunky byly poé&itany pomoci Countess Cell
Counter (Thermofisher) a do kazdého vzorku byly spojeny spermatozoa &tyf stejné starych
samcl (celkem ~ 8,5 milionu spermatozoi na vzorek) vzhledem k velice nizkému obsahu
RNA. VytéZznost reakce jsem se prvotné pokousSel navySit pfidanim agens TCEP
(Roszkowski and Mansuy 2021) ke standardnimu postupu izolace RNA pomoci TRIzol
Reagent (Thermofisher). Vysledky kontradikovaly zavéry uvedené publikace (obrazek V8).
Dalsi variantou bylo izolaci RNA provést komerénim kitem miRNeasy micro
(QIAGEN)(tabulka 2), jehoz vytézek byl vyznamné vysSi. Protokol vyuzival isopropanolovy

Lwash“ pufr a oSetfeni DNazou | dle volitelné adaptace z manualu vyrobce.
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Obrazek V 7: Design experimentu
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Obrazek V 8: Srovnani profilu (RNA pico kit; Agilent Bioanalyzer) izolované RNA s pouzitim TCEP (D2) a bez (D1);
FU - Fluorescence Unit odpovida sile signalu korelujicim s mnoZstvim RNA ve vzorku, nt — pocet nukleotidd

Vzorek | Vék(d) | Poéet bunék (mil/ml) | Koncentrace RNA (ng/ul) | Metoda izolace
1 136 2,69 0,190 | TRIzol Reagent
2 189 5,99 0,369 | TRIzol Reagent
3 178 6,36 14,996 | miRNeasy
4 153 2,90 3,545 | miRNeasy

Tabulka 2: Srovnani vytéZznosti izolacnich metod RNA TRIzol Reagent a miRNeasy

Profil DNA v takto pfipravenych vzorcich nesl zndmky pfitomnosti malého mnozstvi
velmi kratkych uUsek(li DNA (obrazek V9). Uginnost DNazy | obsaZené vkitu byla
experimentalné ovérena (data nepfilozena). Trend snizené koncentrace u DNazou |

oSetfenych vzorkll, ze kterého vychazela prvotni hypotéza, byl taktéZ reprodukovan
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(obrazek V 10). S neoSetfenymi vzorky bylo nakladano technicky totozné, enzym byl

nahrazen reakéni vodou.

LFu]

200 Sample 1
Sample 1+
Sample 1-

150

35 100 150 200 300 400 00 500 1000 2000 10380

Obrazek V 9: Srovnani profilu vzorki vstupniho do reakce (1) oSetfeného (1+) a neoSetfeného (1-) DNazou | (DNA
high sensitivity - Agilent Bioanalyzer); FU — Fluorescence Unit odpovida sile signalu korelujicim s mnoZstvim RNA
ve vzorku, osa X — pocet nukleotidii

Qubit 3.0 Aailent Bioanalyzer
dsDNA high sensitivity assay DNA high sensitivity
Sample 1 o Sample 1 o
Sample 1+ o Sample 1+ o
Sample 1- ] Sample 1- o
Sample 2+ o Sample 2+ o
Sample 2- o Sample 2- o
I 1 I 1 1 1 I T I I
04 06 08 10 12 04 06 08 10 12
ng/uL ng/uL

Obrazek V 10: Srovnani dvou kvantifikaci (QuBit 3.0 a Agilent Bioanalyzer) DNA ve vzorcich 1 a 2. DNazou | oSetrené
vzorky (Cervené; +) zachovavaji trend sniZzené koncentrace oproti neosetfenym vzorkim (modre; - ); plvodni vzorek
je ¢erné (v pripadé Agilent doslo k technické chybé pipetovani).

Pfipravené vzorky poslouzily jako RNA templat pro pfipravu sekvenac¢nich knihoven
pomoci NEBNext small RNA library prep kit (NEB) s vyuzitim AMPure XP Beads (Beckman
Coulter Life Sciences) a Monarch cleanup kit (NEB). Hlavnim Uskalim byla skute¢nost, ze
kit pro pfipravu knihoven je optimalizovan pro vstupni mnozstvi 100-1000 ng celkového
mnozstvi RNA. V pfipadé mych vzork( bylo realné dosahnout maximalné 30 ng. Pro
zachovanivyvazené reakéni kinetiky pfi redukovaném vstupnim materialu, ktera je klicova

pro optimalni (jednotnou) velikost fragmentd knihovny, jsem experimentalné adaptoval
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parametry pomeérQ vstupnich primer( a adapter( (Tabulka 3). Popis knihovny pfipravené
za podminek nevyvazené reakeni kinetiky zobrazuje obrazek V11. Kratké fragmenty je
nutné eliminovat jesté pred pfipravou samotné knihovny Upravou poméra jednotlivych
primer(l a adapterq, zatimco fragmenty vétsi nez knihovna mohou byt odstranény pomoci

AMPure XP Beads dodatecné. Profil optimalizované knihovny ilustruje obrazek V12.

Parametr Hodnota
Vstupni mnozstvi RNA 30 ng
Amplifikace 15 cykll
5‘a 3 primery 1:5 fedéni
RT primery nefedéné
PCR barkddy nefedéné
Sila AMPure XP Beads 0,9x

Tabulka 3: Parametry pripravy knihovny

. . , cni i Knihovna 1
dimerizované adaptery sekvenacéni knihovna nnovna ?
. . . Neg. kontrola
nadbyteéné primery
# 1:S1+ lib ® 2:S1-lb @ 3:negative
[FU] Si+lb

no diution
600

500+

4004
rozsah mozného oSetfeni pomoci

AAMPure XP Beads
300+

Il \
2004
100+ r
0

35 100 150 200 300 400 500 600 1000 2000 " 10380 [bp]

Obréazek V 11: Profil knihoven pripravenych za nevyvaZzenych reakénich parametr (DNA high sensitivity - Agilent
Bioanalyzer); FU - Fluorescence Unit odpovida sile signalu korelujicim s mnoZstvim RNA ve vzorku, bp — pocet
pard bazi

[FU]

500 ‘

P T I
IR L
35 150 300 3500 10380 [bp]

Obrazek V 12: Profil optimalizované knihovny smRNA-seq (DNA high sensitivity - Agilent Bioanalyzer); FU -
Fluorescence Unit odpovida sile signalu korelujicim s mnoZstvim RNA ve vzorku, bp — pocet par bazi
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Konecna analyza sekvenacnich dat byla analyzovana pomoci SPORTS1.1 (Shi et al.
2018). Celkové mezi oSetfenymi a neoSetfenymi vzorky nebyly detekovany rozdily, coz

potvrzuje jejich podstatu vychazejici ztechnického replikatu rozdéleného vzorku

(Obrazek V13).
DNazou | o3etifeny vzorek DNazou | neoSetfeny vzorek
antisense [l miRNA other antisense [l miRNA other
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Obrazek V 13: Porovnani globalniho profilu malych RNA v osetfeném a neoSetreném vzorku DNazou |

Analyza diferencialni exprese mezi oSetfenymi a neoSetfenymi vzorky nicméné
identifikovala signifikantni zmény v fadech jednotek az desitek rliznych typtd malych RNA
molekul (Tabulka 4). Nékolik z nich bylo vybrano mezi kandidaty pro funkéni in vivo
experimenty, konkrétné napfiklad zralé tRNA Glu-CTC, Glu-TTC, YRNA Rny1 ¢i snRNA
Rnug5. Na podrobnéjsi analyzu jiz vramci mobility nebyl prostor, projekt v laboratofi

nicméné nadale pokracuje.

Pocet identifikovanych Typ RNA Tabulka 4: Prehled diferenciglné identifikovanych sekvenci
anot. sekvenci prislusnych k malym RNA
8 | lincRNA
34 | mt-tRNA
138 | piRNA
159 | rRNA
8 | snoRNA
3 | snRNA
1 | tRNA
2 | YRNA
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5. Diskuze

Predkladané publikace jsou zaméfené na objasnéni molekularni role transkrip&nich

faktord ISL1 a NEUROD1 ve vyvoji a funkci endokrinni linie pankreatu pomoci analyzy

fenotypu, molekularné biologickych metod a NGS. Tato kapitola reflektuje klicova zjisténi

z priloZenych studif a kriticky nahlizi na vybrané aspekty provedenych experimenta.

5.1.I1SL1 a NEUROD?1 jako faktory determinujici vyvoj a zrani endokrinnich bunék

pankreatu

Vyvoj endokrinnich linii maZzeme rozdélit do tfech klicovych procesd,
konkrétné diferenciace (véetné specifikace bunécné linie), proliferace a maturace
(v€etné fyziologického fungovani po skon¢eni matura¢niho procesu)(Shih, Wang,
and Sander 2013; W.-L. Qiu et al. 2017). Vedle vnéjsich faktor(l zprostfedkovanych
okolnimi bunkami a tkanije pro maturaci a fyziologické fungovani ostrivk( dilezita
jejich architektura, ktera odrazi i stav zralosti obsazenych bunék (Adams and Blum
2022), coz koreluje se stavem bunécné identity v pfipadé eliminace /sl
(Bohuslavova, Fabriciova, Lebrén-Mora, et al. 2023). Ztrata alfa bunééné populace
podle reportovanych studii na strukturu ostravkd vliv nema a kritickou
komponentou je pravé maturované beta bunééné jadro (Shiota et al. 2013; Adams
and Blum 2022). Podle nejnovéjsi poznatk(l endokrinni progenitory pouze
vycestovavaji a zUstavaji v kontaktu s duktalnimi bunkami (Sharon et al. 2019;
Sznurkowska et al. 2020), kde zakladaji primarni ostrtvky, které mohou pfipominat
bunécné fetizky. Podobné charakterizovany fenotyp byl pozorovan i v pfipadé
Neurod1 deficience v E18.5, kdy je jinak bézné architektura ostrlivku zformovana
(Bohuslavova, Fabriciova, Smolik, et al. 2023), a obdobny defekt pozoruji i dalsi
studie (Naya et al. 1997; C. Gu et al. 2010; Bohuslavova et al. 2021; Dudek et al.
2021). Tento defekt koreluje s pozorovanym naruSenim diferenciac¢niho procesu.

Predkladané publikace v ramci prolifera¢niho procesu potvrzuji dosavadni
studie, které vyhodnotily snizenou miru bunécné proliferace v prlibéhu sekundarni
tranzice jako hlavni pfi¢inu Ubytku endokrinni tkané, ¢i vétSiny beta bunécné
populace, u delec¢nich mutant( Neurod1 ¢i Isl1, (Romer et al. 2019; Bohuslavova
et al. 2021; Dudek et al. 2021; Bohuslavova, Fabriciova, Lebrén-Mora, et al. 2023;

Bohuslavova, Fabriciova, Smolik, et al. 2023) a zaroven vyvratily podil apoptdzy na
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tomto ubytku (Naya et al. 1997; Du et al. 2009; Dudek et al. 2021). Za procesem
diferenciace a maturace se dale ohlizi podkapitoly dle pfislusné endokrinni linie

pankreatické tkané.

5.1.1. Vliv na diferenciaci a zrani beta linie

Beta buriky jsou primarnim cilem endokrinnich studii pro pochopeni jejich
funkce béhem normalniho vyvoje pankreatu a také jejich dysfunkce
v patologickych stavech. Kompletni zralosti, tedy schopnosti plnohodnotné
regulovat glykémii, dosahuji u mysi postnatalné nejdfive v obdobi nasledujicim P9
(Blum et al. 2012; W.-L. Qiu et al. 2017). Regulace glykémie je vysoce komplexni
proces, na jehoZ bazi stoji exprese inzulinu, kterd je mimo jiné regulovana fadou
transkripénich faktor(l. Deficience Neurod1ilsl1 ma vyznamny dopad na produkci
inzulinu, protoze jsou pfimymi reguldtory jeho exprese a historicky se jedna o
detailné zkoumany proces (Karlsson et al. 1990; Naya, Stellrecht, and Tsai 1995;
Sharma et al. 1999; Y. Qiu et al. 2002; Docherty et al. 2005; Babu et al. 2008; H.
Zhangetal. 2009; W. Wang et al. 2016; H. Liu et al. 2021). Kromé ubytku celkového
mnozstvi bunék produkujicich inzulin je deficientni defekt na této populaci
pozorovatelny aZz na uUrovni samotné exprese inzulinu a dalSich gen(, vcetné
maturacnich markerd, a odpovédi na krevni hladinu glukézy. ISL1 a NEUROD1
koordinované reguluji intenzitu transkripce inzulinového genu spole¢né s PDX1 a
také MAFA (C. Zhang et al. 2005; Artner et al. 2010; Hang and Stein 2011), jehoz
funkce se zda byt zminénym faktorlim dle vysledk(l podfazena a m(ize se tak jednat
o jeden z finalnich maturac¢nich faktor( beta bunék (Hang et al. 2014).

Deficience Isl1 vedla ke snizeni exprese maturacnich markert (Ucn3,
Slc2a2, Trpm5, G6pc2) postnatalni populace beta bunék a souvisejicich
transkripénich faktor( Pdx1 ¢i Mafa, pfi zachovanifady gent charakteristickych pro
vyvoj progenitorll (Bohuslavova, Fabriciova, Lebrén-Mora, et al. 2023), coz

Eliminace Neurod1 v pfipadé Neurod1CKO dava postnatalné vzniknout
dvéma beta-bunéénym populacim (Bohuslavova, Fabriciova, Smolik, et al. 2023).
Jedna (Neurod1*) se svym fenotypem blizi kontrolnim beta bunkam. Vtomto
pfipadé se patrné jedna o dcefiné bunky, které unikly zpozdéné deleci Neurod1 a

kompenzuji dopady deficience ve zbyvajicich bunkach (vice v ¢asti Limitace
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vyuzitych biologickych modeld), ¢i se maze jednat o bunky diferencované z jiného
bunééného zdroje neexprimujici Isl7. Druhd populace (Neurod1?) nese znaky
nezralosti spojené se sniZzenou expresi Ucn3, Slc2a2 ¢i s navySenymi markery
nezralé populace jako Mafb, Chga a dalsi. Tato zjiSténi koreluji s fadou plvodnich
studii (C. Gu et al. 2010; Jia et al. 2015; Romer et al. 2019). Pozoruhodné je
navySeni transkripénich faktor( /Isl1, Nkx6.1 a Pdx1, které naznacuje beta
bunécnou adaptaci a stresovy kompenza¢ni mechanismus, stejné jako koexprese
dalSich hormonu. Pfitomnost polyhormonalni populace v deficientnim pfipadé
Neurod1 byla dfive rovnéz pozorovana u maturovanych ostrivkda (C. Gu et al.

2010).

5.1.2. Vliv na diferenciaci a zrani alfa linie

Alfa bunky jsou druhou nejcetnéjsi bunécnou komponentou
Langerhansovych ostrivka. Predkladané vysledky ukazuji, ze Neurod1 hraje
dilezitou roli v jejich vyvoji, a to jiz vpridbéhu primarni tranzice béhem
pankreatogeneze, dale v proliferaci a také maturaci bunék alfa linie (Bohuslavova
et al. 2021; Bohuslavova, Fabriciova, Smolik, et al. 2023), zatimco Isl7 je naprosto
nepostradatelny i pro jeji zachovani (Bohuslavova, Fabriciova, Lebréon-Mora, et al.
2023). Defekty této endokrinni bunééné populace nebyly doposud jinymi studiemi
reportovany v souvislosti s deficienci zadného ze zkoumanych transkrip&nich
faktoru.

Alfa bunky diferencuji jako prvni endokrinni linie ve dvou vlnach (X.-X. Yu
and Xu 2020). Primarni alfa bunky nejsou pfili§ prozkoumany, sekundarni vlna
dosahuje vrcholu proliferace a nasledné maturovaného stavu dfive v porovnani
s betalinii (W.-L. Qiu et al. 2017), pficemz zralé alfa bunky neexprimuji Pdx1 (Krentz
et al. 2018). P¥i eliminaci Neurod1 nedochazi v prlibéhu ¢asného vyvoje primarni
alfa linie k masivni redukci glukagon produkujicich bunék (Bohuslavova et al. 2021;
Bohuslavova, Fabriciova, Smolik, et al. 2023), jak je tomu v pfipadé eliminace Is!7
(Bohuslavova, Fabriciova, Lebréon-Mora, et al. 2023), nicméné dochazi k naruSeni
transkripéni regulace klicovych genll zodpovédnych za specifikaci alfa linie (Arx,
Nkx2.2, Mafb, Pax6, Pou3f4). Tato data koresponduji s dosavadni literaturou (Chao
et al. 2007; Mastracci et al. 2013). Neurod1 deficientni alfa linie navic kontinualné

exprimuje Pdx71 a kvymizeni této exprese, kterda je spojend s maturaénim

47



Diskuze

procesem, dochazi az se znactnym zpozdénim v porovnani s kontrolnim
fenotypem. Dynamika stadiové specifické exprese Pdx7 poukazuje na narusenou
diferenciaci a maturaci (T. Gao et al. 2014; P. Guo et al. 2023). V pfipadé deficience
Neurod1 u Neurod1CKO nebyla zaznamenana signifikantni redukce alfa bunécné
proliferace v E17.5 a pouze hrani¢né signifikantni u Neurod1ST. Pfesto pozorujeme
celkovy ubytek alfa bunééné populace, ktery je mozné pfisoudit snizenému
celkovému mnozstvi diferencujicich progenitord (Bohuslavova et al. 2021;
Bohuslavova, Fabriciova, Smolik, et al. 2023).

Pfilozena publikace poprvé ukazuje zasadni vliv transkripéniho faktoru Ist7
na diferenciaci alfa bunék (Bohuslavova, Fabriciova, Lebrén-Mora, et al. 2023), kdy
v Isl1 deficientni endokrinni bunécné populaci dochazi v pribéhu sekundarni
tranzice k témeér kompletnimu vymizeni alfa linie. Jako hlavni marker alfa linie je ve
studii vyuzivan glukagon, v pfipadé light-sheet mikroskopie také GLP1, ktery je
alternativnim peptidem pochazejicim z preglukagonového prekurzoru (Fava,
Dong, and Wu 2016; Sancho et al. 2017). Snizeni exprese dalSich specifickych alfa
bunéénych marker( vedle glukagonu, ktery ISL1 pfimo reguluje (M. Wang and
Drucker 1995), vE12.5 (Arx, MafB, Peg10, Pou3f4) a vE14.5 (Peg10, Pou6f2)
potvrzuje celkovy ubytek alfa bunécné masy, a naopak dochazi knavySeni
progenitorového endokrinniho markeru Fev (vice v ¢asti Endokrinni progenitory).
Existenci GLP1 pozitivnich bunék u Is{7CKO v PO oponujici robustnim argumentiim
podporujicim diferenciacni zastavu alfa linie (kapitola Metody a vysledky — GLP1)
by tedy bylo mozné vysvétlit tim, zZe se jedna o ojedinélé buriky, které unikly deleci
Isl1 a adaptovaly se na hyperglykemické prostiedi (Hayashi 2011).

5.1.3. Dopad eliminace na endokrinni progenitory

Endokrinni progenitory lze oznadit jako pfechodna vyvojovda mezistadia
v prlbéhu diferenciace specificka pro kazdou bunécnou linii, které se vyznacuji
charakteristickou genovou expresi a schopnosti proliferace.

Eliminace Isl1 vedla k navySeni exprese Fev, markeru pozdéjSich
endokrinnich progenitor(l (Byrnes et al. 2018; Bastidas-Ponce et al. 2019) ve stadiu
E12.5 a E14.5, coz indikuje diferencia¢ni zastavu, ¢i zdrzeni, které odpovida
dekonvolu¢nimu srovnani s jednobunéénym profilem kontrolniho pankreatického

fenotypu (van Gurp et al. 2019) a také in silico analyze vazebnych motivd ISL1 a FEV
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u identifikovanych deregulovanych gen(. ISL1 a FEV sdili fadu vazebnych mist v
promotorech téchto klicovych gend (Pax6, Mafb, Nkx6.2, Insm1, Sox9, Arx, Fev,
Nkx6.1, Foxa2, Neurod1, Rfx3, Rfx6) pro alfa i beta linii a pravdépodobné tak ISL1
v pribéhu diferenciace prejima ¢ast jeho vazebnych interakci, anebo spole¢né
Uzce kooperuji a tim v ramci diferenciacniho procesu posunuji profil jednotlivych
bunéénych typla k pozdéjsim stadiilm endokrinniho vyvoje. S tim koreluji i
pseudocasové modely diferenciace a hypotézy popisované vjednobunécnych
transkriptomickych studiich (Byrnes et al. 2018; de la O et al. 2023).

je exprese Neurog3 (Gradwohl et al. 2000; Jensen et al. 2000; Lee et al. 2001; G.
Gu, Dubauskaite, and Melton 2002; Desgraz and Herrera 2009; Gouzi et al. 2011;
Suissaetal. 2013) ajeho mozZnainterakce s ,downstream“ Neurod1 je pfedmétem
nékolika studii (H. P. Huang et al. 2000; Schwitzgebel et al. 2000; Gasa et al. 2008;
Anderson et al. 2009; Mastracci et al. 2013; 2013). Exprese Neurog3
v endokrinnich progenitorech se prekryva srychle nastolenou expresi Neurod1,
hypoteticky je tedy mozné, ze NEUROD1 prebira hlavni diferencia¢ni roli a
2008; Anderson et al. 2009). Stouto hypotézou koreluji zjiSténi, ze je exprese
Neurog3 napfiklad u ¢loveéka velice kratka (Salisbury et al. 2014) &i u zebfi¢ek jeho
homologni gen postrada funkci ve vyvoji pankreatu (Flasse et al. 2013). Eliminace
Neurod1 v Neurod1CKO zpusobila signifikantni snizeni exprese Neurog3v E14.5 a
naopak zvySeni poétu NEUROGS3-pozitivhich bunék vE15.5, tedy vobdobi
sekundarni tranzice, kdy dochézi kjejich masivni proliferaci a tim narlstu
endokrinni bunééné populace (Bohuslavova et al. 2021). Vzhledem k ,bulk®
limitacim embryonalni analyzy transkriptomu Neurod1ST (X. Li and Wang 2021) se
tuto skutec¢nost nepodafilo potvrdit a postnatalni jednobunééna analyza
transkriptomu  endokrinni  populace neidentifikovala  Neurog3 mezi
deregulovanymi geny (vyjma malé subpopulace delta bunék) (Bohuslavova,
Fabriciova, Smolik, et al. 2023), coz nasvédcuje jeho izolované specifika¢ni roli
vembryonalnim obdobi. Vysledky nevylucuji zapojeni NEUROD1 do

zpétnovazebné regulaéni smycky Neurog3. Druhou moznosti je NEUROG3-
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iniciovana Neurod1 smycka; NEUROD1 ma schopnost vazby do lokusu genu
Neurod1, ¢imz muze indukovat vlastni expresi (Matsuda et al. 2019).

Deficience Neurod1 vedla k signifikantni dysbalanci identity endokrinnich
progenitorli, kdy u diferencujicich endokrinnich bunék =zlstaly zachovany
neendokrinni molekularni charakteristiky jako je exprese Sox9, Cdh4 Ci elementy
MAPK/ERK signalizace a fada dalSich (Bohuslavova, Fabriciova, Smolik, et al.
2023). Pankreatické endokrinni burniky sdili fadu charakteristik s neurony (Edlund
2001). Proces neurogeneze indukovany expresi Neurod1 je dlouhodobé intenzivné
studovan (Pavlinkova and Smolik 2024), pfic¢emz exogenni exprese ¢isté tohoto
transkripéniho faktoru diferencuje ¢i konvertuje rlizné bunécéné typy do neurontim
podobnym bunék. Pfedkladané vysledky ukazuji, ze Neurod1 je nezbytnym
faktorem umocnujicim endokrinni diferenciacéni program také v pankreatu; bez ngj
si zachovavaji bunky pfibuznost s acinarni a duktalni linii, pficemz morfologicky
tomu odpovida jiz zminiovana defektni architektura Langerhansovych ostrvk({.
5.1.4. Vliv na ostatni endokrinni bunécné linie

V pfedkladanych studiich jsou dokumentovany dopady delece témér
vyhradné na alfa a beta linii, endokrinni progenitory nicméné davaji vzniknout péti
bunéénymi typlim (X.-X. Yu et al. 2021). Eliminace Neurod1 i Isl1 mé potencial
ovlivnit kazdy z nich (Byrnes et al. 2018; Krentz et al. 2018; Bastidas-Ponce et al.
2019; van Gurp et al. 2019) a predkladajito i plvodni dele¢ni publikace (Ulf Ahlgren
et al. 1997; Naya et al. 1997). Vyjma ghrelinu (epsilon burky) bylo pozorovano
snizeni produkce pfislusnych hormond/peptidii pomoci RT-qPCR; v pfipadé
Neurod1CKO ve stadiu E14.5 a P1 se jednd o inzulin a glukagon (Bohuslavova et al.
2021), resp. u Neurod1ST v E15.5 (Bohuslavova, Fabriciova, Smolik, et al. 2023), a
u Isl1CKO v E14.5 byla detekovana snizend exprese mRNA inzulinu, glukagonu,
somatostatinu (Sst; delta bunky) i pankreatického polypeptidu (Ppy; gamma
buriky)(Bohuslavova, Fabriciova, Lebrén-Mora, et al. 2023). Tyto vysledky jsou v
konsenzu s literaturou (Du et al. 2009; Dumonteil et al. 1998; Naya, Stellrecht, and
Tsai 1995).

NEUROD1 neni pfitomen v maturovanych delta ani gamma bunkach,
naopak jeho exprese reprimuje diferencia¢ni proces delta linie (Iltkin-Ansari et al.

2005), coz potvrzuje i jednobunééna studie vE18.5 (Krentz et al. 2018). Delece
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Neurod1 by se mohla projevit ve zménéném poméru beta/delta bunék, tuto
hypotézu ovSem nepotvrzuje zadnd z nami provedenych analyz transkriptomu,
nebot signifikantni zména exprese Sst v pfipadé Neurod1 deficience nebyla
zaznamenana. V kontrastu s Neurod1, Isl1 je silné exprimovan v alfa i delta
bunikdch v E15.5, resp. E18.5 (Krentz et al. 2018), a ke sniZzeni exprese Sst dochazi
u Isl1CKO (Bohuslavova, Fabriciova, Lebréon-Mora, et al. 2023). Vzhledem k tomu,
Ze se populace gamma bunék produkujici pankreaticky polypeptid (Ppy) vy&lenuje
v prlbéhu diferenciace z alfa linie (X.-X. Yu et al. 2021), |lze predpokladat, Ze bude
také zasazena defektem zplUsobenym /sl71 deficienci; exprese Ppy mRNA vE14.5
tomu napovida (Bohuslavova, Fabriciova, Lebrén-Mora, et al. 2023).

Absence studia marker( dalSich endokrinnich linii je tedy zajimavym
impulzem pro potencialni rozSifujici experiment, ktery by se zaméfil na doplnéni
imunohistochemického barveni pro vizualizaci vSech endokrinnich bunéénych
typa v tkarnnovém kontextu Langerhansovych ostravk(, a to zejména na stavgamma
bunécné populace.

5.2.Vztah mezi transkripéni regulaci NEUROD1 a ISL1 na remodelaci chromatinu

Znalost molekularnich mechanismui regulace genové exprese je zcela
nezbytna pro fadu aplikaci nejen vbiomediciné. V pfedkladanych studiich se
podafilo nepfimo demonstrovat zapojeni obou studovanych transkrip&nich
faktord do tohoto procesu pomoci profilovani chromatinu metodou CUT&Tag
sekvenovani (Kaya-Okur et al. 2019). V pfipadé ISL1 (R. Gao et al. 2019; Maven et
al. 2023) i NEUROD?1 (Pataskar et al. 2016; Matsuda et al. 2019) bylo jiz vjinych
bunéénych modelech prokazano, Zze maji schopnost remodelace chromatinu a
zaroven ,pioneeringu®. Jsou tedy schopni ve svych vazebnych mistech
~euchromatizovat“ uzavfeny chromatin a aktivovat vdanych mistech genovou
expresi (Abhilasha Singh et al. 2023). Ve dvou pfipadech (Bohuslavova, Fabriciova,
Lebrén-Mora, et al. 2023; Bohuslavova, Fabriciova, Smolik, et al. 2023) jsme se
zameéfili na diferencialni lokalizaci dvou chromatinovych znacek, H3K4me3 a
H3K27me3, které jsou charakteristické pro bivalentni regiony (pfevazné
promotory)(Blanco et al. 2020) a v pfipadé kolokalizace umoziuji dynamickou
aktivaci jinak umléeného genu odstranénim inhibi¢ni modifikace K27me3

z histonu H3 pravé v pribéhu vyvoje (Mikkelsen et al. 2007). Tyto regiony byly
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identifikovany jako potencialni cile rozhodujici o bunéé&ném osudu v endokrinnich
progenitorech mezi alfa a beta bunécnou linii (Bramswig et al. 2013).
Diferencialnim srovnanim epigenomickych profild u jednotlivych delec¢nich
modell bylo v predkladanych studiich prokazano, ze divodem sniZeni exprese u
fady genu je v dUsledku eliminace Isl1 ¢i Neurod1 zachovani H3K27me3 v misté
promotord. Na tomto zakladé lze usuzovat, ze NEUROD1 i ISL1 se v kooperaci
s dal8imi chromatin remodelujicimi komponenty podili na jejich odstranéni a
funguji tak jako klicové body nejen pfi regulaci exprese inzulinu, ale také v
diferencia¢niho procesu (S. A. Campbell and Hoffman 2016).

Konkrétné, v pfipadé Isl1CKO ve stadiu E14.5 se v takto neaktivnim stavu
podafilo identifikovat nékolik gent zodpovédnych za diferenciaci alfa a beta linie
(Mafa, Ripply3, Sorcs1, Mnx1). Naopak postnatalné, ve stadiu P9, koreloval stav
chromatinu /s{7CKO s navySenou genovou expresi u vyznamnych progenitorovych
marker( a iniciacnich produktl endokrinni sekrece (Fev, ChgA, ChgB) a vedle toho
snizenou expresi u genu zrajicich alfa a beta bunék (GlpTr, Pyy, Ucn3).
Experimentalné identifikovand vazebna mista ISL1 pomoci CUT&Tag dodala
transkriptomickym vysledklim cenny kontext; bylo identifikovano nékolik
potencialnich vazebnych partnerd ISL1, jmenovité NKX6.1, RFX6, PDX1 ¢i NKX2.2.
Tyto transkripéni faktory jsou postnatalné nesmirné ddlezité zejména pro zrani a
udrzeni maturovaného stavu, coz koreluje s pozorovanou patologii /sl1TCKO a
rozSifuje vysledky pfedchozi dele¢ni studie (Ediger et al. 2014). PDX1 je navic
jednou z hlavnich komponent chromatin remodelujiciho komplexu (W. Wang et al.
2016; Spaeth et al. 2019) diferencujicich i maturovanych beta bunék. Takto se
podafilo demonstrovat spojitost mezi deficienci Isl7 a regulaci bivalentnich
promotoru, klicovou pro prekonani kritickych milnik( v procesu diferenciace ustici
v maturaci beta linie. Vyuzitymi metodami se vS8ak nepodafilo najit molekularni
spojitost mezi znamou aktivaci Arx (J. Liu et al. 2011; Xu and Xu 2019), genu
zodpovédného za specifikaci alfa linie (Collombat et al. 2003), skrze ISL1. Je tedy
hypoteticky mozné, Ze se ISL1 v endokrinnich burikdch pankreatu mimo depozice
H3K27me3 podili i na organizaci dalSich chromatin remodelujicich znacek, jako

napfiklad H3K4me1 v enhancerech (W. Wang et al. 2016).
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V pfipadé Neurod1ST ve stadiu E15.5 bylo identifikovano nékolik klicovych
genl inhibovanych pomoci H3K27me3 vztahujicich se k endokrinni diferenciaci
(Isl1, Tox3, Mafa) a fada genl se zachovanou histonovou znackou v neendokrinni
lokalizaci (Sox9, Vcan, Ocln). NEUROD1 ve srovnani s ISL1 ovliviiuje bazalni geny
souvisejici se specifikaci, pravdépodobné obdobnym mechanismem. Mezi jeho
transkrip¢ni cile by se navic mohly fadit dalSi chromatin regulujici faktory, resp.
jejich podjednotky (Tsuda et al. 2021), jako Smarcd2, Smarca4, Smarcal, jejichz
expresi delece Neurod?1 dereguluje. Pozorované navySeni exprese Smarcd2 a
nasledné snizeni u Tox3 a v Neurodl-deficientni populaci endokrinnich
progenitorl (Krentz et al. 2018) je velice zajimavou skutecnosti, ktera by zaslouzila
dalsi studium. Tox3 ovliviiuje identitu diferencujicich neuronl (Sahu et al. 2016) a
Smarcd2 mav pankreatické tkani dosud neprobadanou roli.

Pro epigenomicka profilovani byla vyuzita metoda CUT&Tag, pfi které jsme
u embryonalnich stadii narazeli na Uskali nizkého poctu vstupnich bunék, prestoze
metoda avizuje nizkou naro¢nost na tento parametr (Kaya-Okur et al. 2019; 2020;
Y. Li et al. 2021), a pohybovali jsme se na spodni hrané spolehlivosti. Pro posileni
robustnosti vysledkl jsme se proto zaméfili ¢isté na diferencialni epigenomické
profily diferencialné exprimovanych genli. H3K4me3 a H3K27me3 patfi mezi bézné
epitopy a vyuzity byly osvédcené robustni komeréni protilatky s vysokou specifitou
(Active Motif). Obdobny postup fungoval pro protilatku proti ISL1. Nelspésné byla
s uCelem detekovat vazebna mista jednorazové testovana protilatka proti
NEUROD1, ktera je jinak standardné vyuzivana pro imunohistochemicka barveni;
vazebné motivy byly proto doplnény in silico. Optimalizace metody zahrnujici
vyskyt histonové modifikace probihala viadé aspektl na vysoce experimentalni
urovni, nebot vté dobé nebyla dostupna napf. sada uzivanych chemikalii &i
optimalizovana bioinformaticka pipeline pro zpracovani dat. V sou¢asnosti je tato
metodologie komercné optimalizovana s fadou variaci véetné feSeni pro vzacné
epitopy, ma dostupnou podporu a variace protokolll (EpiCypher, Active Motif) Ci
alternativu ve formé CUT&RUN (F. Yu, Sankaran, and Yuan 2021), ktera je vhodné;jsi
pro vzacné cile jako jsou tfeba DNA-vazebné faktory.

Vzhledem ke skutecnosti, ze ve vysledku pokryla analyza pouze zlomek

histonovych znacek (Janssen and Lorincz 2022), pfestoze v kontextu literatury
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vysoce validni (Bramswig et al. 2013), zvazoval bych pro budouci pouziti
jednobunéény ATAC-seq (Grandi et al. 2022). Vypovédni hodnota této metody je
z hlediska stavu chromatinu ve vybranych bunkach kompletni a rozpéti vstupniho
poctu bunék se pohybuje v rozmezi 500-50 000 bunegk, coz je zasadnim faktorem

pro studium embryonalniho vyvoje.

5.3. Limitace vyuzitych biologickych modell

V pfedkladanych publikacich byla demonstrovana kriticka role Neurod1 ve
vyvoji a funkci endokrinni ¢asti pankreatu. Ve vSech tfech biologickych modelech
(Neurod1CKO, Neurod1ST i Isl1CKO) byla ke studiu vyuzita tkanové specificka
delece systémem Cre-loxP (H. Kim et al. 2018) zprostfedkovana aktivaci exprese
endokrinniho genu, tedy /Isl1, resp. Neurod1. Neurod1 je vgenové regulacéni
kaskadé lokalizovan bazalné (,upstream®) a /Isl1 naopak vice ,downstream”
(Krentz et al. 2018). Keliminaci Neurodl proto vobou pfipadech (/s(71°7,
Neurod1CKO, resp. Neurod1¢®; Neurod1ST) dochazi se zpozdénim. V pfipadé
Isl1CKO byl naopak nejprve aktivovan ,,Cre-driver®. Aktivace CRE rekombinazy a
nasledna delece genu je zavisla na vice faktorech véetné bunééné dynamiky (Kiihn
and Torres 2002). Burniky v asném embryonalnim vyvoji se vyznacuji vysokou
mérou proliferace i transkripce (Brantley and Di Talia 2021), lze proto oCekavat, ze
k samotné deleci cilového genu by doslo na spodni hranici zdrzeni, a to vfadu
hodin. V pfipadé pfedkladanych studii byl detekovan fluorescenéni reportér CRE
aktivity tdTOMATO ihned béhem stadia primarni tranzice (E9.5). Transientni expresi
Neurod1 vendokrinnich progenitorech ovSem nelze kategoricky vyloudit;
NEUROD1 mUize doc¢asné ovlivnit vysledny fenotyp (Cre* Neurod1”) a odliSovat se
tak napfiklad od globalni delece (Neurod1”) (Naya et al. 1997). Pfestoze zasadni
rozdily mezi fenotypem Neurod1CKO a Neurod1ST nebyly pozorovany,
predpokladana pozdéjsi delece u Isl1°® Neurod1” v ptipadé Neurod1CKO mohla
vést ke znatelné vyS8Si schopnosti preziti u diabetickych novorozenych mysSi
(Bohuslavova et al. 2021) oproti Neurod1ST (Bohuslavova, Fabriciova, Smolik, et
al. 2023). Dalsim faktorem muze byt také rozdilné genetické pozadi u kmene mysi
nesouci Cre vedouci k dfive pozorované neonatalni neogenezi beta bunék (H.

Huang et al. 2002), ktera mohla defekt kompenzovat.
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V budoucnosti bych pro vyloué¢eni moznych zkresleni uvazoval vyuziti budto
vice bazalné lokalizovaného ,,Cre driveru®“ (napf. Pdx1, Neurog3) pro vyvojové
studie, Ci tfeba Ins1 a dalSi pro diferencované bunky (Magnuson and Osipovich
2013). Ke zvazeni by byla i moznost externé indukovaného Cre podle potieb dané
studie (Reinert et al. 2012).

Sohledem na charakter nékterych provadénych experimentd, se
domnivam, Ze je na misté do budoucna uvazovat o rozsifeni experimentalnich
modell o in vitro model (Bakhti, Bottcher, and Lickert 2019; Milojevi¢ et al. 2021).
PfestoZze jsou in vivo modely alfou a omegou soucasného biomedicinského
vyzkumu a nelze bez jejich vyuZiti pocitat s translacnim potencidlem do humanni
mediciny, pfesveédcili jsme se o Uskalich, ktera s sebou pfinasi. Pfi praci na urovni
jednotlivych bunék je velice naro¢né u vzacnych heterogennich bunécnych
populaci, jako jsou pravé endokrinni progenitory, ziskat solidni mnozstvi bunék
jako zaklad pro vysokokapacitni NGS metody (Satam et al. 2023). Kombinace in
vivo a in vitro pfistupu je vyuzivana za podminek, kdy je obtizné z riznych dtvod(
ziskat bunéény material v potfebné kvalité, ¢i kvantité (Bu et al. 2009; R. Gao et al.
2019; Maven et al. 2023).

5.4.\lyznam a budouci smérovani vyzkumu transkripcni regulace endokrinni tkané
pankreatu

Zakladnivyzkum procest determinujicich bunécény osud je zcela klicovy pro
pro moderni terapie diabetu cilici na generaci endokrinnich bunéénych nahrad
(Kobayashi, Yuasa, and Okitsu 2009; Bakhti, Bottcher, and Lickert 2019; X.-X. Yu
and Xu 2020; Siehler et al. 2021). V prlibéhu poslednich tfi dekad byly NEUROD1 i
ISL1 nejprve identifikovany jako transkripCni faktory regulujici expresi inzulinu,
pozdgji byly jejich klicové role objasnény pomoci (tkanoveé-specifickych) dele¢nich
studii. S nastupem jednobunéénych NGS analyz transkriptomu (Muraro et al.
2016; W.-L. Qiu et al. 2017; Byrnes et al. 2018; Krentz et al. 2018; Bastidas-Ponce
etal. 2019;van Gurp etal. 2019; X. Yuetal. 2019; de la O et al. 2023; Ma et al. 2023)
nastalo idedlni obdobi pro objasnéni transkripcné regulacnich mechanism
v heterogennich bunéénych populacich a dals§im krokem bylo rozSifeni o

epigenetické profilovani (Schwartzman and Tanay 2015; Harada, Kimura, and
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Ohkawa 2021). NejnoveéjSim trendem je pak genova exprese s informaci o jeji
lokalizaciv tkani, tzv. ,,spatial“ transkriptomika (Olaniru et al. 2023). Domnivam se,
Ze pro kontext endokrinni tkané je soucasna rozliSovaci schopnost téchto metod
nizkd a vramci ostrlvk( vtkani by dochéazelo kvétSimu prekryvu signalu
z jednotlivych bunék do pfili§ malého detekéniho prostoru (napf. alfa-bunécného
okraje s beta-bunécénym jadrem). V budoucnu ale o¢ekdvam, ze bude i tato
technika dovedena kvySSimu rozliSeni a bude mozné identifikovat prostorovou
expresi napf. na fezu Langerhansova ostrlivku.

Translace zakladniho vyzkumu do vyvoje protokold fizené diferenciace ¢i
transdiferenciace pomociexprese Neurod1, Isl1 a dalSich faktor( (Jung et al. 2018;
Pavlinkova and Smolik 2024) do bunék produkujicich inzulin jiz probiha. Z ddvodu
epigenetické plasticity a blizké pfibuznosti beta bufikdm jsou jako zdroj uvazovany
i alfa bunky (Bramswig et al. 2013; Ackermann et al. 2016; P. Guo et al. 2023).
Dosavadni vysledky ukazuji, ze optimalni postup bude vyzadovat kombinaci
nékolika transkripénich faktor( a také specifické nacasovani jejich plisobeni, coz

podtrhuje vyznam zakladniho vyzkumu vyvoje téchto bunék.

5.5.Zaveér

NEUROD?1 a ISL1 jsou nepostradatelné transkripéni faktory pro endokrinni
VyVvoj, jejichz role odpovidd postaveni v genové kaskadé regulujici tento proces.
NEUROD1 je bazalni regulator, ktery prejima hlavni ulohu definujici bunéény osud
celé endokrinni linie po iniciaénim impulzu NEUROGS. ISL1 je specializovangjSim
faktorem zajisStujicim prichod pozdéjsimi vyvojovymi stadii. Vysledky predkladané
v této praci demonstruji, Ze absence téchto faktor( zplsobuje stagnaci vdaném
stadiu vyvoje (endokrinni progenitory), ¢i zpozdéni diferencia¢niho procesu, které
ma negativni vliv na morfogenezi endokrinni tkdné a zrani (maturaéni markery) a
pozdéji na bunécné funkce (hormonalni sekrece), zatimco jiné regulacéni systémy
jsou zachovany. Vysledkem je systém selhavajici ve své primarni funkci (regulaci
glykémie). NEUROD1 i ISL1 sdili mechanismus regulace téchto procesli pomoci
remodelace chromatinu ve svych vazebny mistech, a to ve vyvoji i postnatalnich
fyziologickych endokrinnich funkcich. Ziskané poznatky dokladaji jako prvni tuto
roli vtranskripéni regulaci v endokrinni tkani pankreatu, jez ma potencial pro

uplatnéniv biomedicinské terapii diabetu.
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6. Shrnuti

NEUROD1 je klicovy pro specifikaci a ¢asnou diferenciaci endokrinnich bunék
pankreatu a dale pro jejich zrani a funkci. Jeho eliminace zdsadné ovliviiuje sit
endokrinnich transkripénich faktord a pravdépodobné zasahuje i do ,upstream®
koordinace tohoto procesu iniciovaného faktorermn NEUROG3. NEUROD1 indukuje zmény
na urovni transkriptomu a epigenomu, které definuji endokrinni bunéény osud a umocnuji
endokrinni diferenciaci. V Neurod1-deficientnich bunéé&nych progenitorech dochazi ke
zménam exprese klicovych proendokrinnich transkripénich faktor( jako Insm1, Isl1, Mafa
¢i faktord remodelujicich chromatin vedle navyseni exprese neendokrinnich genu jako
Sox9, coz poukazuje na zkrat v uréeni bunécné identity. Eliminace Neurod?1 vede k
vyznamnym zmeénam v architektufe Langerhansovych ostriavku. Vznik primarni alfa linie
neni zasazen, pozdéji se ale objevuji abnormality v jeji diferenciaci. Snizena mira
proliferace beta linie vede k celkové redukci beta bunééné masy. NaruSeny proces
maturace se manifestuje postnatalné kombinaci zralych a nezralych marker( beta linie a
zvySeném mnozstvi bihormonalnich a polyhormondlnich beta bunék, coz vyustuje ve

vyrazné snizenou expresiinzulinu a silné diabeticky fenotyp.

ISL1 je nezbytny transkrip¢ni faktor pro diferenciaci pankreatické alfa bunééné linie a
expanzi a maturaci beta bunék. Jeho eliminace zplsobuje vyvojovou zéastavu
v intermediarnim stadiu endokrinnich progenitort silné exprimujicich marker Fev a ztratu
bunééné populace produkujici glukagon. ISL1 reguluje transkripci cilovych endokrinnich
genl v kooperaci s dalsimi vyznamnymi transkripénimi faktory jako NKX6.1 a také se
podili na remodelaci chromatinu v oblasti promotor(l téchto gen(. Isl7-deficientni beta
buriky maji redukovanou miru proliferace a nedosahuji postnatalni zralosti z dGvodu
vyznamneé snizené exprese jejich klicovych komponent jako Pdx7 a Mafa, coz se projevuje

snizenou expresi inzulinu a diabetickym fenotypem.
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7. Doprovodné oddily

7.1.Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

ADP Adenozin difosfat

ATAC »assay for transposase-accesible chromatin®
ATP Adenozin trifosfat

cAMP Cyklicky adenozin monofosfat

Cq Amplifika¢ni cyklus (nékdy také Ct)
CRHR2 »,Corticotropin-releasing hormone receptor 2
DAPI 4',6-diamidino-2-fenylindol

DM Diabetes mellitus

DNA Deoxyribonukleova kyselina

DOI »digital object identifier

DPP4 Dipeptidyl peptidaza 4

E[Cislo] Embryonalni den

EP Endokrinni progenitory

GCGR Receptor glukagonu

GIP Gastricky inhibi¢ni peptid

GIPR Receptor GIP

GK glukokinaza

GLP1 »Glucagon-like peptide 1“

GLP1R Receptor GLP1

GLUT Glukézovy transportér

GRN Geny regulujici sité

GSIS Glukdzou stimulovana inzulinova sekrece

hESCs Lidské embryonalni kmenové bunky
hPSCs Lidské pluripotentni kmenové bunky

ChlIP Chromatinova imunoprecipitace

IAPP Amylin

IDF Mezinarodni diabetologicka federace

Kare Sodné kanaly regulované ATP

MODY »Maturity onset diabetes of the young“

MP Multipotentni progenitory

mRNA »Messenger“ RNA

MSCs Mezenchymalni kmenové bunky

NGS Sekvenovani nové generace

OPVVWV Operacni program Vyzkum, vyvoj, vzdélavani
P[cislo] Postnatalni den

RNA Rybonukleova kyselina

RT-gPCR | Kvantitativni polymerazova retézova reakce s reverzni transkripci
seq sekvenovani

SGLT2 Sodno-glukdzovy transportér 2

smRNA »small“ RNA

T1DM Diabetes mellitus —typ 1

T2DM Diabetes mellitus —typ 2
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TCEP Tris(2-karboxyethyl)fosphin
UCNS3 Urocortin 3

VGCC Napétove fizené vapenaté kanaly
WHO Svétova zdravotnicka organizace

*Seznam neuvadi zkratky nazvid gen(l a protein( uvedenych pouze v textu.

7.2.Seznam primarnich protilatek

Nazev (Oznaceni) Host (Vyrobce) Redéni
Anti-GLP1 (ab111125) Kralik (ABcam) 1:1000
Anti-NEUROD1 (sc-1084) Koza (Santa Cruz Biotech) 1:100
Anti-Tyrozin hydroxylaza (AB152) Kralik (Merck) 1:750

7.3.Seznam chemikalii

Nazev Vyrobce
AMPure XP Beads Beckman Coulter
Bioanalyzer High Sensitivity DNA Analysis | Agilent
Bioanalyzer RNA Pico Analysis Agilent
miRNeasy Micro Kit QIAGEN
Monarch Cleanup kit NEB

NEBNext Small RNA Library Prep Kit NEB

QuBit dsDNA HS Kit Thermofisher
TATAA Universal RNA Spike | TATAA Biocenter
TCEP Thermofisher
TRIzol Reagent Thermofisher
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