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3 Abstrakt

Protein DISP3, znamy take jako PTCHD?2, patii do rodiny PTCHD proteint, které ve své
struktufe obsahuji sterol-sensing domeénu. Exprese genu Disp3 je vysoka v neuralnich tkanich
a je regulovana thyroidnim hormonem. Gen DISP3 je spojovan se vznikem a progresi uréitych
typt nadoru a také s rozvojem nekterych neuralnich patologii. Vysokou expresi genu Disp3 je
mozné nalézt v neurdlnich kmenovych buiikach.

Neuralni kmenové buiiky jsou definovany svoji schopnosti sebeobnovy a potencialem
diferencovat do zakladnich typt neuralnich bunék - neuront, astrocytu a oligodendrocytu. Jak
pro vznik a vyvoj centralniho nervového systému, tak i pro jeho pozdé&jsi spravné fungovani je
klicova spravna regulace rovnovahy mezi proliferaci a diferenciaci neuralnich kmenovych
bun¢k a narusSeni této rovnovahy muize vést ke vzniku riznych patologii.

V této praci jsme se zaméfili predevsim na popsani funkce proteinu DISP3 v neurélnich
burikach a tkanich. Prokazali jsme, Ze v neuralnich kmenovych buinikach dochazi v dusledku
diferenciace k vyznamnému snizeni exprese genu Disp3. Déle jsme zjistili, ze u neurélnich
kmenovych a progenitorovych bunék podporuje zvysena exprese genu Disp3 jejich proliferaci.
Naopak poskozeni exprese genu Disp3 vedlo k potlaceni ,.kmenovosti“ bunék a naristu
spontanni  neuronalni  diferenciace. Diferenciace bunék do astrocytl, neuront
a oligodendrocytt byla ovlivnéna zménou v expresi genu Disp3. V populaci diferencovanych
bunék s mutaci v genu Disp3 se nachézelo vice silné diferencovanych astrocytl, zvySoval se
pocet diferencovanych neuront a bunky také Iépe diferencovaly do oligodendrocytli. ZvySena
exprese genu Disp3 diferenciaci bun€k naopak potla¢ovala. Tyto naSe vysledky naznacuji, ze
DISP3 v neuralnich bunkach ovliviiuje rovnovahu mezi proliferaci a diferenciaci.

Vysokou hladinu exprese genu DISP3 jsme dale nalezli také v jednom typu primarnich
nadort mozku, v meduloblastomech subtypu 4. Nasledné in vitro analyzy prokazaly, ze
i proliferace nadorovych bunék mtze byt ovlivnéna zménou v expresi genu DISP3. Pro dalsi
experimenty jsme piipravili linie transgennich mysi se zvySenou expresi genu Disp3. U téchto
mys$i dochazelo k naristu proliferace bunék v mozecku, ze kterého se ptedpoklada vznik
meduloblastomil. VSechny naSe vysledky tak podporuji hypotézu, Ze DISP3 v dusledku svého
vlivu na proliferaci a diferenciaci neurdlnich bunék muize byt zapojen i do onkogeneze

mozkovych nadort.

Klic¢ova slova: DISP3/PTCHD?2, neuralni bunky, proliferace, diferenciace, meduloblastomy
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4  Abstract

DISP3 protein, also known as PTCHD2, belongs to the PTCHD family of proteins, which
contain a sterol-sensing domain in their structure. The expression of the Disp3 gene is high in
neural tissues and is regulated by thyroid hormone. The DISP3 gene is associated with
development and progression of certain types of tumors, as well as with development of some
neural pathologies. Neural stem cells also display high expression of the Disp3 gene.

Neural stem cells are defined by their capability to self-renewal and capacity to differentiate
into the basic types of neural cells - neurons, astrocytes, and oligodendrocytes. Precise
regulation of the balance between proliferation and differentiation of neural stem cells is crucial
for development of the central nervous system and its subsequent proper functioning, and
disruption of this balance may lead to development of various pathologies.

In this work we mainly focused on describing the function of the DISP3 protein in neural
cells and tissues. We have shown that during differentiation of neural stem cells, the expression
of the Disp3 gene is significant decreased. Furthermore, we have found that in neural stem and
progenitor cells, the increased expression of the Disp3 gene promotes their proliferation.
Moreover, when Disp3 expression was disrupted, the “stemness” of the cells was suppressed,
leading to increased spontaneous neuronal differentiation. Differentiation of cells into
astrocytes, neurons, and oligodendrocytes was affected by changes in the expression of the
Disp3 gene. In the population of differentiated cells with the mutated Disp3 gene, there were
more highly differentiated astrocytes, the number of differentiated neurons increased, and the
cells were also able to better differentiate into oligodendrocytes. In contrast, elevated Disp3
expression resulted in impaired cell differentiation. These results indicate that in neural cells,
DISP3 affects the balance between proliferation and differentiation.

We also found high levels of the DISP3 gene expression in some types of primary brain
tumors, particulary in subtype 4 medulloblastomas. Subsequent in vitro analysis has shown that
tumor cell proliferation can also be affected by modulated DISP3 expression. For further
experiments, we have prepared lines of transgenic mice with increased expression of the Disp3
gene. In these mice, elevated cell proliferation was found in the cerebellum, from which
meduloblastomas are expected to originate. Taken together, our results support the hypothesis
that DISP3, due to its influence on the proliferation and differentiation of neural cells, may be

involved in the oncogenesis of brain tumors.

Key words: DISP3/PTCHD2, neural cells, proliferation, differentiation, medulloblastomas
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5 Uvod

Pro vyvoj a spravné fungovani centralniho nervového systému (CNS) savcu je dulezita
piesna regulace vSech procest, které ovliviiuji proliferaci a diferenciaci neurdlnich bun¢k.
Jakékoliv narusSeni této rovnovahy muze mit za nasledek vznik a rozvoj mnoha typt patologii,
mezi které patfi jak nckteré neurologické poruchy, tak i nadory neurdlniho ptivodu. Bunky
neuralnich nadord maji mnoho vlastnosti, které jsou ve zdraveé tkani typické pouze pro neurdlni
kmenové nebo prekurzorové buiiky. Jedna se pfedevsim o schopnost mnozit se a produkovat
tim dalsi bunky totoznych vlastnosti a dale o schopnost diferencovat neboli ménit se v bunky
jiného typu. V neposledni fadé nadorové bunky exprimuji mnoho gent specifickych pro
nediferencované neurdlni kmenové a prekurzorové bunky (shrnuto v Lathia et al. 2011).
Neuralni kmenové buiiky jsou charakterizovany svou schopnosti sebeobnovy a potenciadlem
diferencovat do tii zakladnich neurdlnich bunénych typl, astrocytd, neuront
a oligodendrocytt (shrnuto v Gage 2000). BEhem ontogeneze davaji neuralni kmenové bunky
vzniknout celému CNS, dulezitou funkci maji ale i v mozku dospé€lého jedince. Zde se tyto
buiiky vyskytuji ve specifickych oblastech a kromé klicové funkce v procesech uceni a paméti
se také podili na reparaci a sebeobnové neuralnich tkéani. Proliferaci a diferenciaci neuralnich
kmenovych bun¢k ovlivituje velké mnozstvi faktori a v bufice se na regulaci téchto procest
podili mnoho rtiznych signalnich drah a proteind (shrnuto v Bond et al. 2015).

Protein DISP3 znamy také jako PTCHD2 patii do rodiny PTCHD proteinti (Zikova et al.
2009). O funkci jednotlivych ¢lent této rodiny proteini neni zatim piili§ mnoho zndmo, ale
u nékolika z nich bylo popsano jejich spojeni s riznymi typy neurologickych poruch (Marshall
et al. 2008; Noor et al. 2010a; Filges et al. 2011; Chaudhry et al. 2015; Torrico et al. 2015;
Wells et al. 2016; Ghahramani Seno et al. 2011). Gen DISP3 je exprimovan v organismu
obratloveu predev§im Vv tkdnich neuralniho ptivodu, jako jsou mozek a sitnice (Zikova et al.
2009) a jiz diive bylo v literatufe popsano jeho spojeni se vznikem neurdlnich nadoru
(Johansson et al. 2004, 2005). Na zakladé téchto poznatkt jsme se v této praci pokusili popsat
roli proteinu DISP3 v neuralnich kmenovych, progenitorovych a nadorovych buikach in vitro

a dale charakterizovat jeho vliv na onkogenezi nadorti mozku a na vyvoj CNS mysi.
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6 Cile

Cilem této prace bylo pfispét k lepsimu poznani funkce proteinu DISP3 v neurdlnich

bunkach a tkanich. PfedevS§im jsme se zaméfili na roli proteinu DISP3 v regulaci rovnovahy

mezi proliferaci a diferenciaci neuralnich bunék, dale na jeho pfitomnost v nddorech neuralniho

ptivodu a na jeho vliv na vyvoj mysiho mozku.

1)

2)

3)

4)

Specifické cile této prace byly:

Zjistit zda a jakym zptsobem ovliviiyje diferenciace neuralnich kmenovych bunék expresi

genu Disp3 v téchto bunkach.

Charakterizovat vliv zmén v expresi genu Disp3 na mysi neuralni kmenové a progenitorové
bunky. Pfedevsim popsat zmény v rychlosti rustu a v diferenciaci téchto bunék, ale sledovat
1 zmény v bunééném cyklu, v pfezivani téchto bunék a v genové expresi. Toto vSe provést
za pomoci nov¢ pripravenych bunéénych linii se zvySenou expresi genu Disp3 pomoci
retrovirové infekce, dale bunéénych linii se sniZzenou expresi genu Disp3 prostiednictvim
RNAi a bunéénych linii s genem Disp3, do kterého byly vneseny mutace metodou
CRISPR/Cas9 cilené mutageneze.

Popsat expresi genu DISP3 v lidskych nadorech mozku a ovétit dopad zmén v expresi genu

DISP3 na lidské nadorové bunééné linie.

Sledovat ptisobeni genu Disp3 v mozku nové pfipravenych transgennich mysi s nadprodukci

proteinu DISP3 v neuralnich burnikach zprostifedkovanou PLP promotorem.
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7/ Literarni prehled

7.1 Ontogeneze centralniho nervového systému obratlovcei

7.1.1 Neuralni indukce a vznik neuralni trubice

Vsechny typy neuralnich bunék Vv savéim organismu jsou neuroektodermélniho ptivodu.
Neuroektoderm se u lidského embrya vytvaii na zaatku tfetiho tydne vyvoje. Pti procesu
zvaném neuralni indukce, perichordovy mesoderm a chorda indukuji ztlusténi nad nimi leZiciho
ektodermu a vznik neuralni ploténky. Neuralni ploténku lezici na dorzalni stran¢ embrya tvofi

jedna vrstva vysokych neuroepitelovych bunék. (shrnuto v Sadler 2012, Obr. 1).

neuralni val Obréazek 1. Neuralni ploténka.
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Pro neurélni indukci ma zasadni vyznam inhibice BMP signalni drahy. Z vice nez tiiceti
znamych BMP proteint je do blokace neuralni indukce nejvice zapojen protein BMP4 (Wilson
a Hemmati-Brivanlou 1995). BMP antagonisté chordin, noggin a follistatin jsou hlavni
extracelularné sekretované proteiny, které vazi ligandy BMP signalni drahy a brani tak aktivaci
receptoru (Zimmerman et al. 1996; Piccolo et al. 1996; Fainsod et al. 1997). Exprese téchto
faktor( na ventralni stran¢ embrya vede k neuralni indukci a ke vzniku druhé télni osy (Hawley
et al. 1995). Naopak nepfitomnost téchto tfi neuralnich induktorti vede u Xenopus tropicalis
k zachovani BMP signalizace na dorzalni strané¢ embrya a v disledku k tomu, ze neuralni
ploténka nevznikne (Khokha et al. 2005). U savct je situace slozitéjsi, protoZe tyto proteiny se
podili pfedev§im na vyvoji anteriornich ¢asti neuralni trubice. U mySich embryi s mutovanymi
geny pro chordin a noggin proto dochazi piedevsim k poskozeni vyvoje piedniho a stiedniho
mozku (Bachiller et al. 2000; shrnuto v Rogers et al. 2009).
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Pro studium neuralni indukce u obratlovcii se pouziva jako modelovy organismus predevsim
druh Xenopus. Ziskané vysledky ale neni mozné bez vyhrad aplikovat i na vyssi obratlovce —
amniota. Naptiklad u kufecich embryi totiz blokace BMP signalizace nevede k expresi genu
typického pro neuroektoderm SOX3 (Linker a Stern 2004). Tento a dal$i vysledky naznacuji,
ze pro vznik neuroektodermu u amniot jsou dulezité i dalsi signalni drahy. FGF signalni draha
je do procesu neurdlni indukce zapojena velice vyznamné nékolika zplsoby. V bunkéach
ektodermu indukuje FGF signalizace expresi ¢asnych neuralnich markeri naptiklad genu SOX3
(Streit et al. 2000). Déle inhibuje expresi ligandtt BMP signalni drahy BMP4 a BMP7 (Wilson
et al. 2000). FGF signalizace také podporuje expresi BMP antagonisti chordinu a nogginu
(Branney et al. 2009) a prostiednictvim MAPK aktivity inhibuje dilezity ¢len BMP signalni
drahy SMAD1 (Kuroda et al. 2005). BMP a FGF signalni drahy také pusobi nezavisle na sobg,
protoze exprese anteriornich neurdlnich markerii je vice citlivd na blokaci exprese BMP
inhibitorQ, zatimco exprese posteriornich markerd je zavisla na FGF signalizaci (Wills et al.
2010 shrnuto v Pownall a Isaacs 2010).

Po indukci neuroektodermu se neuralni ploténka postupné prodluzuje podél dlouhé osy a jeji
vklesla stfedni ¢ast se méni v neurdlni ryhu (brazdu). Lateralni okraje neurdlni ploténky se
zvedaji a tvofi neuralni valy. ZvySené okraje se poté K sobé piiblizuji a spojuji se ve stfedni
¢afe. Ke spojovani dochazi nejprve ve stiedni ¢asti a nasledné postupuje kranialné a kaudalné.
Vysledkem je vznik neuralni trubice. Na konci neurulace je centralni nervovy systém (CNS)
tvofen uzavienou trubici se tfemi rozsifenimi, primarnimi mozkovymi vacky, na hlavovém

konci (shrnuto v Sadler 2012, Obr. 2).
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neuralni ploténka ektoderm
endoderm mesoderm

Obréazek 2. Vznik neuralni trubice.
Schematické zndzornéni morfogenetickych
pohybt pti vzniku neuralni trubice Diagram
predstavuje transverzalni fez embryem béhem
neurulace. Neuralni ploténka (modie) klesa
avytvaii  neurdlni ryhu  obklopenou
neuralnimi valy (zelen¢). Nasledné neuralni
valy splyvaji za vzniku neuralni trubice. Ta se
poté odpojuje od povrchového ektodermu,
ktery se nad ni uzavird (Simdes-Costa
a Bronner 2013, upraveno).

7.1.2 Diverzifikace bunék neuralni trubice

7.1.2.1 Dorzo-ventralni osa — SHH signalni molekula

Sonic hedgehog (SHH) predstavuje nejdulezitéjsi ligand hedgehog (HH) signélni drahy.
Aktivace této drahy prostfednictvim SHH proteinu hraje u savct dileZitou roli v mnoha fazich
vyvoje CNS. Asi nejvice popsané je funkce SHH proteinu jako morfogenu zodpovédného za
diverzifikaci bun¢k neuralni trubice podél dorzo-ventralni osy. Sekrece SHH proteinu probiha
ze dvou hlavnich ventralnich signaliza¢nich center. Prvni z nich tvofi notochord (chorda
dorsalis) a druhé spodinova ploténka (floor plate) neurdlni trubice tvofend specializovanymi
neuroepitelovymi burikami (Marti et al. 1995).

Neuralni trubice se brzy po uzavieni sklada z n¢kolika dobfte rozlisitelnych oblasti. Spodni

a vrchni ¢ast trubice uzavira velice Gizka vrstva neuroepitelovych bungk s nizkou prolifera¢ni

17



aktivitou. Tyto oblasti se nazyvaji spodinova a stropova ploténka. Mezi nimi se nachéazi dv¢
vrstvy rychle se d€licich neuroblasti, které tvoii alarni (dorzalni) a basalni (ventralni) ploténku.
Neuroblasty v alarni a basalni ploténce se dale diferencuji, vytvaii odlisné typy neuront

a exprimuji rizné neuralni markery (Obr. 3).

stropova ploténka

Obrazek 3. Clenéni neuralni trubice.

alarni ploténka Ctyfi hlavni domény (ploténky) bungk

diverzifikovanych podél dorzo-ventralni osy.

Diagram znazornuje transverzalni fez

basalni ploténka neurdlni trubici (Sadler 2012, upraveno).

spodinova ploténka

Obecné jsou za diverzifikaci bun¢k neuralni trubice podél dorzo-ventralni osy zodpovédné
Ctyfi typy signalnich molekul. Prvni skupinu tvoifi FGF proteiny (pfedevsim FGFS)
produkované kaudalnim mezodermem, jejichz inhibice je nutna pro spravny prubéh neuralni
diferenciace. Déle se na indukci neuralni diferenciace podili kyselina retinova (RA) uvoliovana
somity. SHH sekretovany notochordem a spodinovou ploténkou je zodpovédny za diferenciaci
neuralnich bunék ventralniho typu, BMP proteiny produkované stropovou ploténkou
a ektodermem piekryvajicim neurdlni trubici se podili na diferenciaci neurdlnich bunék
dorzélniho typu (shrnuto v Wilson a Maden 2005).

SHH uvolinovany z notochordu inhibuje proliferaci bunék ve ventralni ¢asti neuralni trubice,
¢imz podporuje vznik spodinové ploténky (Placzek et al. 1990). Bunky spodinové ploténky
poté zaCinaji exprimovat a uvolfiovat SHH, ¢imz vznika v neuralni trubici koncentracni
gradient SHH molekul. SHH podporuje proliferaci neurélnich progenitorovych bunék v basalni
ploténce a jejich diferenciaci ve ventralni typy neuralnich bunék, motorickych neuront
a interneurond (Ericson et al. 1996). Ztrata genu Shh u mysi zptsobuje mimo jiné absenci
neuralnich bunék ventralniho typu v neuralni trubici (Chiang et al. 1996). Vliv chybg&jiciho
sekretovaného SHH proteinu na neurdlni trubici ale miZe byt u mysi vyrazné potlaten mutaci
dalsich ¢leni HH signalni drahy. Konkrétné deleci transkripéniho represoru Gli3 (Chiang
a Litingtung 2000), ktery je aktivni v nepfitomnosti SHH ligandu, nebo mutaci genu Ptchl

(lulianella et al. 2017), coz je receptor a negativni regulator HH signalni drahy. Protein SHH je
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zodpovédny za ventralizaci neuralnich bun¢k, neni ale schopen indukovat vznik neuralnich
bunék zektodermu. Ovliviiuje az dalsi diverzifikaci a diferenciaci diive indukovanych
neuroektodermovych bun¢k (Ekker et al. 1995).

Diferenciace bunc¢k dorzalnich ¢asti neurdlni trubice je determinovana aktivitou BMP
signalnich molekul. BMP-4 a BMP-7 proteiny produkované ektodermem pokryvajicim
neurdlni trubici indukuji vznik sekundarniho signalniho centra — stropové ploténky. BMP-4
a dal$i ptibuzné geny jsou poté uvolilovany ze stropové ploténky a v alarni ploténce vznika
jejich koncentraéni gradient (Liem et al. 1995). V disledku toho dochazi v neurdlni trubici
v dorzo-ventralni ose ke vzniku dvou proti sobé pisobicich koncentranich gradientt
signalnich molekul BMP a SHH, které ovliviiuji genovou expresi a dal$i diferenciaci neuralnich

bunék.

7.1.2.2 Antero-posteriorni osa — WNT signalni draha

Béhem vyvoje CNS savcl reguluji signalni proteiny kddované WNT geny velké mnozstvi
procest. Je znamo celkem devatenact WNT proteinti u savci aktivujicich rizné signélni dréhy.
WNT signalizace se mimo jiné podili na specifikaci neuralni trubice podél antero-posteriorni
osy, na uzavirani neuralni trubice, dale WNT draha reguluje morfogenezi neuralni trubice,
moduluje proliferaci a diferenciaci bunék a také se podili na vyvoji mnoha oblasti mozku
(shrnuto v Mulligan a Cheyette 2012).

Gradient WNT signalnich molekul je klicovy pro vznik anterio-posteriorni osy v neuralni
trubici (Kiecker a Niehrs 2001). WNT proteiny zptsobuji posteriorizaci neurdlni trubice a jsou
produkovany paraxialnim dorsolateralnim mesodermem (Elkouby et al. 2010). V anteriorni
Casti neuralni trubice je naopak WNT signalizace inhibovana sekretovanym WNT antagonistou
Dickkopfl (Niehrs et al. 1998).

Pro ¢lenéni neuralni trubice podél antero-posteriorni osy je dilezita exprese homeotickych
gent. Expresi HOX gent ovliviiuje koncentrace dvou signalnich molekul, FGF8 a RA. FGFS8
a RA se tak nepodili jen na diferenciaci a ventralizaci neuralnich bungk, ale i na urceni jejich
antero-posteriorni pozi¢ni informace. Kaudalni mesoderm tvoifi a uvoliiuje vysokou
koncentraci FGF8, coz vede v neuralni trubici k expresi kaudalnich gent HOXC9 a HOXB?.
Rostralni mesoderm naopak produkci RA podporuje expresi rostralnich HOX geni HOXC5
a HOXB4 (Liu et al. 2001; Bel-Vialar et al. 2002).

Exprese WNT gent se objevuje v ruznych fazich i v anteriornich oblastech vyvijejiciho se
CNS. V my$im embryu starém 8,5 dne je mozné detekovat aktivni WNT/B-cateninovou drahu

ve vznikajicim telencephalu, diencephalu, mesencephalu, metencephalu, myelencephalu a také
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Vv hibetni miSe (Maretto et al. 2003). Pokud neni u mysi exprimovan gen Wntl, pak u nich
nedochazi ke vzniku stiedniho mozku (McMahon a Bradley 1990), pokud neni exprimovan gen
Wnt3 tak nevznika hippocampus (Lee et al. 2000). VSechna tato zjisténi tak potvrzuji dilezitou
roli WNT signalizace nejen v ranych fazich vyvoje CNS, ale 1 pozdé&ji pti vzniku rtiznych ¢asti

mozku.

7.1.3 Vyvoj mozku

Béhem embryonalniho vyvoje savci se na hlavovém konci neurdlni trubice tvoii tii
roz$ifeni, primarni mozkové vacky, které se stavaji primarnimi anatomickymi ¢astmi mozku:
pfedni mozek (prosencephalon), stfedni mozek (mesencephalon) a zadni mozek
(rhombencephalon). Pii dalsim vyvoji se prosencephalon déli na telencephalon (budouci
mozkové hemisféry) a diencephalon (zaklad thalamu a hypothalamu). Rhombencephalon se
také déli na dvé Casti a to na metencephalon (pozd€jsi Varoliv most a mozecek)
a myelencephalon (budouci prodlouzena micha, shrnuto v Sadler 2012). Béhem vyvoje mozku
dochézi ve sténach neurdlni trubice k masivni proliferaci neurdlnich kmenovych bun¢k. Tyto
buriky dale pak diferencuji do neuronti a gliovych bunék. Nove vzniklé neurony migruji do

riznych ¢asti vyvijejiciho se mozku a davaji tak vzniknout riznym mozkovym strukturdm.

7.1.3.1 Neurdlni migrace a vliv thyroidniho hormonu

Thyroidni hormon (TH) reguluje in vivo vyvoj CNS od rané embryogeneze aZz po
neurogenezi v dospé€lém jedinci. Tento hormon ovlivituje v mozku mnoho kli¢ovych procest:
proliferaci, diferenciaci, migraci, synaptogenezi a myelinizaci. TH je v organismu vytvafen
a uvoliovan $titnou zlazou pievazné ve formé méné aktivniho pro-hormonu thyroxinu (T4).
V cilovych tkénich dochazi dejodaci k pieméné T4 na trijodtyronin (T3). Pro spravny in utero
vyvoj CNS je dilezity jak TH od matky, tak TH vytvateny v pozd¢jSich fazich vyvoje Stitnou
zlazou plodu (shrnuto v Chan a Kilby 2000).

TH ovliviiuje genovou expresi prostfednictvim vazby na receptory thyroidnich hormont
(THR). THR patii do rodiny jadernych receptorti a u savcu je kddovan dvéma geny (THRA
a THRB). V bunkach mohou vznikat dva izotypy THR, THRa a THR, které se dale vyskytuji
v nékolika izoforméach. Na vyvoj mozku ma THR vliv jak s navazanym T3, kdy funguje jako

aktivator genové exprese, tak i bez ligandu jako represor. Jiz velmi dlouho je znamo, ze
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nedostatek TH béhem vyvoje CNS vede ke vzniku mnoha neurologickych defektl a nevratnym
zménam ve struktufe a fungovani mozku. (shrnuto v Bernal 2000; Préau et al. 2015).

Ve vyvijejicim se mozku TH mimo jiné vyznamné ovliviiuje migraci bun¢k pii vzniku kury
mozkové, hipokampu a mozecku. Neurdlni buiniky proliferuji ve ventrikularni z6né a nové
vzniklé neurony migruji do dalSich vrstev podél vlaken specializovanych bunék nazyvanych
radialni glie. Bunky radialnich glii vznikaji na zac¢atku neurogeneze z neuroepitelovych bun¢k.
Dlouhé vybézky téchto bipolarnich bun¢k slouzi poté pro migraci neuront. Radialni glie ale
nemaji pouze strukturalni a podpirnou funkci. Jedna se o neurdlni kmenové bunky, které
délenim a naslednou diferenciaci vytvaii nové neurony a gliové buriky (shrnuto v Malatesta et
al. 2008).

TH ovliviiuje neuralni migraci dvéma zptisoby. Zaprvé bylo zjisténo, ze TH je potiebny pro
maturaci radidlnich glii. Nedostatek TH u potkani béhem vyvoje zpisobuje pokles poctu
maturovanych (GFAP pozitivnich) radidlnich glii, pfestoZze mnozstvi nematurovanych
radialnich glii ztstava stejné (Martinez-Galan et al. 1997). Zadruhé TH ovlivituje expresi genu
Reln, ktery koduje extracelularni protein reelin nezbytny pro spravnou migraci neuront
(Alvarez-Dolado et al. 1999). Kromé dilezité role TH v neurdlni migraci se TH podili i na
mnoha dalSich procesech béhem vyvoje mozku. Ovliviiuje napiiklad genovou expresi

v Purkynovych a Bergmannovych buikach pii vyvoji mozecku (Fauquier et al. 2014).

7.1.3.2 Vyvoj mozecku

Mozeéek (cerebellum) vznika na rozhrani stfedniho a zadniho mozku. Vznik mozecku je
fizen oblasti nazyvanou isthmic organizer pomoci sekretovanych proteinit FGF8 a WNTI
(Martinez et al. 1999). Samotna histogeneze mozec¢ku zacina u mysi devaty den embryonalniho
vyvoje (u lidi 8 tyden vyvoje) tim, Ze se dorsolateralni ¢asti alarnich plotének ohybaji a vytvareji
valy. Valy se dale staci, a tim vznika mozeckova ploténka skladajici se ze dvou hemisfér a malé
stfedni Casti nazyvané vermis. Pro dal$i vyvoj jsou urcujici dvé germinalni oblasti: rhombic lip
(RL) a ventrikularni zéna (VZ). Neuroblasty z VZ migruji do bilé hmoty mozecku a dale
diferencuji. Prekurzorové buiiky z RL vytvaii na povrchu mozecku vrstvu nazyvanou externi
granularni zéna (external granule layer, EGL). V EGL dochazi k dalsi proliferaci bun¢k
nasledované jejich migraci a diferenciaci (Obr. 4). Ke vzniku finalniho uspotadani mozecku

dochézi u mysi i u lidi aZ po narozeni (shrnuto v Sadler 2012; Sotelo 2004).
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Obrazek 4. Produkce granularnich neuronii v mozecku.
Nakres znazorfiuje prekurzory granularnich bunék (GCP, cerveng) proliferujici v oblasti EGL.
Neuroblasty poté migruji skrz vrstvu Purkynovych bunék (modte) a diferencuji do maturovanych

granularnich neuront (rizove, Marti a Bovolenta 2002, upraveno).

Granularni bunky (Granule cells, GC) piedstavuji v mozku i mozecku nejcastéji se
vyskytujici typ neurond. Piesna regulace produkce GC je proto klicova pro normalni vyvoj
mozeCku, jeho velikost a vznik mozeCkovych struktur. Abnormalné zvySena proliferace
prekurzori GC zplsobuje vznik patologii, naptiklad agresivnich détskych nadora
meduloblastomu (Schuller et al. 2008; Gibson et al. 2010). Prekurzory GC (Granule cell
precursors, GCP) vznikaji v RL a u mysi od tfinactého dne embryonalniho vyvoje migruji do
EGL kde masivné proliferuji. Proliferace GCP kon¢i u mysi az ptiblizné na konci druhého tydne
postnatalniho vyvoje (Fujita et al. 1966). Déleni GCP v EGL #idi mitogenni faktor SHH
sekretovany z Purkyniovych bunék. SHH brani diferenciaci GCP a prodluzuje dobu jejich
proliferace. Kromé toho, ze SHH ovliviuje celkovy pocet GC tim, Ze podporuje expanzi jejich
prekurzori, tak SHH také podporuje diferenciaci Bergmanovych bunék, které jsou nezbytné
pro migraci diferencujicich se GC z EGL do dalsich vrstev mozec¢ku (Dahmane a Ruiz i Altaba
1999).

Na regulaci vyvoje mozecku se podili i dalsi, v této kapitole zminéné faktory, jako jsou TH
a WNT. TH ovliviuje diferenciaci Purkynovych a Bergmanovych bun¢k (Fauquier et al. 2014)
a podporuje produkci SHH (Desouza et al. 2011). WNT signalizace podporuje proliferaci
a potlacuje diferenciaci kmenovych bunék ve VZ mozecku (Pei et al. 2012a).

Vyvoj CNS u savcl je slozity a ptisné regulovany proces, ktery nekon¢i narozenim, ale
pokracuje i u dospélych jedincti. Hlavni roli zde hraji neuralni kmenové bunky a jejich
proliferace a diferenciace.
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7.2 Neuralni kmenové bunky

Za neuralni kmenové bunky (neural stem cells, NSC) je mozné oznacit butiky se schopnosti
sebeobnovy, které maji zaroven potencial diferencovat do tii zakladnich neuralnich bunéénych
typu, astrocytil, neuronil a oligodendrocyta.

Kmenové buiniky obecné, je mozné podle jejich vlastnosti délit do riznych skupin.
Totipotentni kmenové buiiky (zygota, u mysi dvou-bunécné blastomery, u lidi az osmi-bunécné
blastomery) maji schopnost dat po implantaci do délohy vznik celému organizmu. Pluripotentni
kmenové bunky, oznacované také jako embryondlni kmenové buiiky (embryonic stem cells,
ESCs), jsou schopné diferencovat do v§ech bunécnych typa sav¢iho organismu. Po implantaci
do délohy ale z ESCs nemiize vzniknout novy jedinec, protoze tyto buiiky nejsou schopny dat
vznik bunkam trofoblastu, a tim i placenté. ESCs je mozné ziskat z vnitini bunécné masy (inner
cell mass) blastocysty. Vétsina kmenovych bunék ale patii do skupiny multipotentnich
kmenovych bunék. Tyto buriky jsou vice omezené ve schopnosti rustu a diferenciace, piesto
jsou stale schopny dat vznik vice nez jednomu bunéénému typu. Rizné typy multipotentnich
kmenovych bunék nesou nazvy podle organti, ve kterych je mozné je in vivo nalézt, nebo podle
bunéénych typt, do kterych jsou schopné diferencovat. NSC patii do multipotentnich
kmenovych bun¢k a dévaji v savéim mozku vzniknout vice diferencovanym progenitorovym
buitkam, které se pozdéji méni v plné diferencované funkéni buitky CNS (shrnuto v Gage

2000).

7.2.1 Neuralni kmenové buiiky v mozku dospélého jedince

Béhem vyvoje in utero vznikd v dasledku déleni, expanze, migrace, diverzifikace
a diferenciace NSC cely CNS sav¢iho organizmu. Vyvoj mozku ale nekon¢i narozenim
a i v dospélosti si mozek zachovava urcity potencial pro sebeobnovu a reparaci. Také v ném
stale diky NSC vznikaji nové nervové bunky, coz je kliCové pro takové procesy, jako je uceni
a pamét’. V dospélém mozku savet je mozné NSC nalézt predevsim ve dvou oblastech. Jednou
je subventrikularni zéna (subventricular zone, SVZ) lemujici postranni mozkové komory, od
kterych je SVZ oddélena vrstvou ependymalnich bunék. Dalsi misto vyskytu NSC v mozku
dospé€lého jedince tvofi subgranuldrni vrstva (subgranular zone, SGZ), ktera se nachazi
v hipokampu v oblasti nazyvané gyrus dentatus (Obr. 5, shrnuto v Bond et al. 2015). Po aktivaci
vznikaji z NSC v SVZ prekurzorové buiiky, které se po opakovaném déleni méni na neuroblasty

migrujici smérem k bulbus olfactorius a diferencujici se posléze v riizné typy neuronti (Doetsch
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et al. 1999). NSC typu radialnich glii v SGZ davaji vzniknout progenitorovym buiikam (Seri et
al. 2001), kter¢é se nékolikrat rozdé€li, nez se zméni v neuroblasty (Berg et al. 2015). Neuroblasty

poté migruji a postupné se diferencuji v granularni buniky, neurony dentalniho gyru (Sun et al.
2015).

Obrézek 5. Neuralni kmenové buiiky
v mozku dospélé mysi.

Schématicky obrazek znazoriuje sagitalni
fez mozkem dospélé mySi. Neuralni
kmenové buiky se nachazi v oblasti SVZ
a SGZ, (Ma et al. 2009, upraveno).

| v soucasné dob¢ existuji uréité pochybnosti o tom, zda in vivo se vyskytujici NSC v SVZ
a SGZ mozku dospélého jedince jsou skutecné NSC. Schopnost sebeobnovy téchto bunck je
zpochybnéna tim, ze tyto buiiky se vyskytuji in vivo vétsinou v neaktivnim, quiscentnim, stavu
a po aktivaci se mnoZi a diferencuji. Jednou aktivovana buiika je tak odstranéna diferenciaci
a nevraci se zpét do neaktivniho stadia (Encinas et al. 2011). Jina studie ale statut bunék v SGZ
jako skute¢nych NSC potvrdila in vivo pozorovanim uréitych cyklt aktivace, quiscence
a reaktivace téchto bun¢k (Bonaguidi et al. 2011). Také schopnost bunék SGZ diferencovat do
vSech tfi typd neuralnich bun€k neni zcela zfejma. Tyto buiky diferencuji in vivo do neurond
a astrocytu, ale ne do oligodendrocytti (Venere et al. 2012; Bonaguidi et al. 2011). Po izolaci
a kultivaci in vitro je ale mozné buniky z SGZ diferencovat do vSech tfi typd neuralnich bun¢k
(Palmer et al. 1997). Omezenéa schopnost diferenciace in vivo je tak spie dusledkem piisobeni
okoli nez ditkazem omezeného diferenciacniho potencialu téchto bunék.

Jak bylo popsano v prvni kapitole Uvodu tak morfogeny BMP, WNT, SHH a hormon T3
hraji kli¢ovou roli v regulaci vyvoje CNS savci. Jejich uloha ale nekon¢i narozenim a tyto
faktory ovliviiuji neurogenezi 1 v dospélém jedinci. BMP signalizace negativné reguluje
produkci neurond v SVZ prostiednictvim podpory termindlni astrocytové diferenciace NSC
(Lim et al. 2000). V SGZ udrzuje BMP NSC v klidovem, quiscentnim stavu a jeho blokace
prostiednictvim nogginu zptisobi nejprve masivni aktivaci NSC a jejich vyraznou proliferaci,
pozdéji ale dochazi k vyraznému Ubytku NSC a v duasledku tak k potlaceni neurogeneze (Mira

et al. 2010). WNT signalizace podporuje proliferaci NSC a neurogenezi v SGZ, naopak exprese
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negativnich regulatoru této drahy, proteini SFRP3 a Dickkopf-1, podporuje setrvavani NSC
Vv quiescentnim stavu (Jang et al. 2013; Seib et al. 2013). Podobn¢ jako WNT v SGZ puisobi
I HH signalizace v SVZ, kde SHH podporuje proliferaci NSC (Ferent et al. 2014). V oblasti
SVZ ovliviuje nedostatek TH negativné proliferaci NSC a migraci nové vzniklych neuroblastii
(Lemkine et al. 2005). V SGZ pusobi TH srovnatelnym zptisobem, podporuje proliferaci NSC
(Montero-Pedrazuela et al. 2006), pieziti nové vzniklych bunék a jejich neuronalni diferenciaci
(Ambrogini et al. 2005; Desouza et al. 2005). U in vitro kultivovanych NSC izolovanych
z oblasti SGZ podporuje T3 proliferaci, pteziti a glialni diferenciaci (Desouza et al. 2005).
Studium NSC u savcu je komplikovano piedev§im velkou rozmanitosti struktur a funkci
jednotlivych Casti CNS a také heterogenitou vSech neurdlnich bunéénych typt. Je proto ziejmé,
ze 1 NSC z riiznych ¢asti mozku se vyrazné lisi. Neni ani zcela jasné, zda se NSC izolované
z ur¢ité oblasti embryonélniho mozku shoduji ve svych vlastnostech s NSC ziskanymi ze
struktury v dosp&lém mozku, ktera z dané embryonalni oblasti vznikla (Gage 2000). Ur¢ita
heterogenita se projevuje ivramci jednotlivych oblasti. Dorzélni a ventralni NSC SVZ

produkuji rizné typy neuront, a to i po in vitro kultivaci (Merkle et al. 2007).

7.2.2 Kultivace neuralnich kmenovych bunék in vitro

Za celem podrobného studia vlastnosti NSC je mozné tyto bunky kultivovat in vitro.
Standardni metoda spociva v izolaci NSC z riznych oblasti mozku fetalniho (Davis a Temple
1994) nebo dospélého (Reynolds a Weiss 1992) jedince a Vv nasledné kultivaci bunék za
ptitomnosti epidermalniho rustového faktoru (EGF, Reynolds a Weiss 1992) a fibroblastového
rastového faktoru 2 (FGF-2, Gensburger et al. 1987). NSC je mozné udrzovat a mnozit in vitro
dvéma zptisoby. Jeden zahrnuje vznik mnohobunéénych agregatti neurosfér (Reynolds a Weiss
1992), zatimco druhy zptsob spociva v propagaci prisedlych bunék v jedné vrstvé jako tzv.
monolayer na upravenem povrchu misky (Pollard et al. 2006).

Kromé zminéné izolace bunék ze specifickych oblasti mozku je mozné NSC ziskat také
alternativnim zptisobem, a to diferenciaci z ESCs (Obr. 6). Existuje n¢kolik riznych metod pro
diferenciaci neuralnich bunék z ESCs. Jedna z nich umoziuje vznik neurdlnich bunék
v disledku pusobeni kyseliny retinové na mnohobunécné agregaty ESCs (Bain et al. 1995).
Dalsi zptsob zahrnuje kokultivaci ESCs s PA-6 bunikami (Kawasaki et al. 2000). Pozdg&ji ale
bylo zjisténo, Ze ani vznik mnohobunécnych agregatu ani kokultivace s jinou bunécnou linii

neni nutna pro vznik NSC. Tyto bunky je mozné ziskat kultivaci ESCs v monolayer na miskach
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s povrchem upravenym pomoci gelatinu a za piitomnosti ristovych faktort EGF a FGF-2 (Ying
et al. 2003).

E4,5 E6,5 E10,5 E15,5 dospéla mys
blastocysta @
G TR
embryonalni neuroepitelové neuralni
kmenové burky burky kmenové buriky

Obrazek 6. T¥i zdroje neuralnich kmenovych bunék.
Diagram ukazuje tii zpusoby ziskani NSC. Tyto buiiky je mozné ziskat bud’ diferenciaci
z embryonalnich kmenovych bunék, nebo izolaci z frontalni oblasti mozku mysiho plodu starého 15,5

dne, ptipadné izolaci bunék z SVZ mozku dospélé mysi (Pollard et al. 2006, upraveno).

7.2.3 Diferenciace neuralnich kmenovych bunék

NSC jsou definovany svou schopnosti diferencovat do vSech tii zakladnich typu neuréalnich
bunék: do astrocytil, neuronil a oligodendrocytl. Stav bun€k a miru jejich diferenciace je mozné
sledovat pomoci detekce exprese specifickych gend, tzv. markera. Pro nediferencované NSC
je napiiklad typicka exprese nestinu. Tento protein patii do rodiny intermedialnich filament
typu 1V (Lendahl et al. 1990) a jeho exprese béhem diferenciace NSC klesa (Frederiksen
a McKay 1988). Diferencované astrocyty exprimuji glialni fibrilarni kysely proteinu (Glial
fibrillary acidic protein, GFAP, Jacque et al. 1978), ktery je ale také typicky pro urcité typy in
vivo se vyskytujici NSC, jako jsou naptiklad bunky radialnich glii u vyvijejiciho se plodu (Choi
a Lapham 1978) nebo NSC v oblasti SVZ (Doetsch et al. 1999) a SGZ (Seri et al. 2001)
v mozku dospélého jedince. Neurony exprimuji neuronalné specifickou podjednotku

mikrotubularninho komplexu BllI-tubulin (Lee et al. 1990) a oligodendrocyty je mozné nalézt
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na zaklad¢ exprese genu PLP1, ktery kéduje transmembranovy proteolipid (Naismith et al.
1985). Pritomnost oligodendrocytu je také mozné sledovat pomoci detekce povrchového O4

antigenu (Sommer a Schachner 1981).

Neuralni kmenove burky Obrézek 7. Diferenciace neuralnich

Nestin kmenovych bunék.

@ Schématické znazornéni diferenciace NSC do
astrocytl, neuroni a  oligodendrocyti.
/ l \ Bunéeng-specifické markery: nestin

3 HQ‘_IIGL%;-“ *{ (nediferencované bunky), GFAP (astrocyty),
o] W
‘&f{‘_ﬁ\k&:ﬂ BlI-tubulin (neurony), gen Plpl a O4 antigen

Astrocyty Neurony Oligodendrocyty (oligodendrocyty).
GFAP -1l tubulin PLP/O4

Diferenciace, proliferace, quiscence a aktivace NSC jsou komplexni procesy, na kterych se
podili mnoho riiznych signédlnich drah. Pfesna regulace vSech zucastnénych faktori je proto pro

vyvoj a spravné fungovani celého CNS sav¢iho organismu klicova.

7.3 Proteiny obsahujici sterol-sensing doménu

Sterol-sensing doména (SSD) je v evoluci konzervovana struktura tvofena piiblizné 180
aminokyselinami (amino acids, aa) uspofadanymi do péti transmembranovych helixi. Tuto
doménu je mozné nalézt u proteint, které se podili na biosyntéze a metabolismu cholesterolu
v bunkach, déale u proteini zapojenych do transportu cholesterolu a lipidi, u proteind
zapojenych do HH signalizace a také u proteini spojenych s neuropatologickymi zménami

(Obr. 8, shrnuto v Kuwabara a Labouesse 2002).
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7.3.1 SSD proteiny zapojené do biosyntézy cholesterolu

Cholesterol je steroidni latka pfitomnd v bunénych membranadch eukaryotickych
organismil. V savéim organizmu slouzi jako vychozi sloucenina pro syntézu steroidnich
hormont, kalciferolii (prekurzorti vitaminu D), lipoproteint a Zlu€ovych kyselin. Prvni protein,
u kterého byla identifikovana SSD je HMG-CoA reduktdza (3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-
coenzyme A reductase, HMGCR, Gil et al. 1985). Tento enzym se v buitkach v rdmci tzv.
mevalonatové biosyntetické drahy podili na syntéze cholesterolu. Protein HMGCR je u lidi
tvofen 888 aa a obsahuje osm transmembranovych usekt (Roitelman et al. 1992). Ve struktuie
proteinu je mozné rozpoznat dvé hlavni domény, N-koncovou 339 aa dlouhou doménu vazanou
na membranu endoplazmatického retikula a C-koncovou 548 aa dlouhou cytoplazmatickou
katalytickou doménu (Liscum et al. 1985). N-koncova doména v sobé obsahuje SSD tvoienou
druhym az Sestym helixem proteinu (88-218 aa, Gil et al. 1985).

HMGCR predstavuje také hlavni regulator mevalonatové biosyntetické drahy. V pfitomnosti
vysokeé hladiny cholesterolu dochazi v bunkach k poklesu exprese mMRNA HMGCR genu (Chin
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etal. 1982) a k vyraznému zrychleni proteolytické degradace samotného enzymu. Za degradaci
HMGCR v ptitomnosti cholesterolu je zodpovédna N-koncova regulacni doména obsahujici
SSD (Gil et al. 1985). V dusledku kli¢ové role, kterou hraje HMGCR v regulaci biosyntézy
cholesterolu je tento protein také cilem 1éka pro pacinty s hypercholesterolemii. Latky
nazyvané statiny se totiz dokazi vazat do aktivniho centra HMGCR a blokovat tak jeho funkci
(Istvan a Deisenhofer 2001).

Druhy identifikovany protein, ve kterém se nachazi SSD je SREBP cleavage-activating
protein (SCAP). 1023 aa dlouhy protein SCAP obsahuje osm transmembranovych helixt a je
dalezity pro udrzeni cholesterolové homeostaze v bunikdch prostfednictvim regulace
transkripce genu cholesterolové biosyntézy. V piipadé, ze je v buikach nizka hladina
cholesterolu se SCAP vaze na sterol regulatory element binding proteiny (SREBPS)
a zprostiedkovava jejich transport z endoplazmatického retikula do Golgiho aparéatu, kde jsou
SREBPs proteolyticky §tépeny. N-termindlni fragment SREBP se poté ptesouva do jadra, kde
pusobi jako transkrip¢ni faktor prostfednictvim vazby na specificky 10 bp dlouhy element DNA
nazyvany SRE (sterol regulatory element). Tim dochazi k aktivaci exprese genti spojenych
s biosyntézou cholesterolu napiiklad genu HMGCR (shrnuto v Brown a Goldstein 1999).

7-Dehydrocholesterol reduktaza (DHCR?7) ptedstavuje enzym katalyzujici posledni krok
v syntéze cholesterolu. Pomoci NADPH konvertuje 7-dehydrocholesterol na cholesterol.
Exprese genu DHCR7 je tkanové specificka (Waterham a Wanders 2000) a jeho mutace
zpusobuje tzv. Smithiv-Lemlitiv-Opitziv syndrom (SLOS, Waterham et al. 1998) spojeny
s fadou malformaci. Protein DHCR7 dlouhy 475 aa obsahuje devét transmembranovych helixt,
Z nichz ¢tvrty az osmy tvoti SSD (Moebius et al. 1998).

SSD byla identifikovana ve struktuie tfi vySe popsanych proteint, které hraji klicovou roli
v biosyntéze cholesterolu. SSD se ale vyskytuje i v dalsich proteinech, které jsou zapojeny do

transportu cholesterolu a lipida v burice.

7.3.2 NPC1laNPC1L1 protein

Niemann-Pickova choroba typu C (Niemann-Pick disease type C) je vzacné geneticky
podminéné onemocnéni spojené s poSkozenim transportu cholesterolu. V buiikach pacientt
neprobiha efektivni relokace cholesterolu z lysozomu, a v dusledku toho dochéazi k akumulaci
neesterifikovaného cholesterolu v pozdnich endozomech a lysozomech (Neufeld et al. 1999).
Toto onemocnéni je v95% pfipadit zplsobené mutaci vgenu NPCLl. Tfinact

transmembranovych usekd obsahujici protein NPC1 je tvofen 1278 aa z nichz aa 615 az 797
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tvoii SSD (loannou 2000). Klinické studie potvrzuji dialezitost SSD pro spravnou funkci
proteinu NPC1 zjisténim, Ze pravé mutace v oblasti kodujici SSD jsou asociované
S nejvazngjsimi projevy této nemoci (Millat et al. 2001). Protein NPC1 se v bunkach vyskytuje
v organelach, které se rychle pohybuji podél mikrotubuli mezi endoplazmatickym retikulem
a plazmatickou membranou buiky. Rychly pohyb téchto vacka regulovany piitomnosti
cholesterolu je zavisly na pfitomnosti neposkozené SSD v proteinu NPC1 a je narusen
U pacientt trpicich Niemann-Pick onemocnénim (Zhang et al. 2001; Ko et al. 2001).

Protein NPC1L1 (Niemann-Pick C1 Like 1 protein) je dalsi ¢len rodiny NPC1 proteind.
NPC1L1 je vysoce homologni k proteinu NPC1 a také obsahuje tfinact transmembranovych
helix, z nichz pét tvoti SSD (Davies et al. 2000). Tento protein nachazejici se v enterocytech
tenkého stfeva se podili pfedevsim na vstiebavani cholesterolu (Altmann et al. 2004) a jeho
lokalizace v bunce zavisi na koncentraci cholesterolu. NPC1L1 na cytoplazmatické membrané
vaze cholesterol a poté dochazi k endocytéze proteinu is cholesterolem prostiednictvim
klatrinového komplexu. Endozomy jsou transportovany podél mikrofilament dale do cytosolu
a cholesterol je piesouvan do dalsich bunéénych organel (Ge et al. 2008).

Kromé proteinii pfimo spojenych se syntézou a transportem cholesterolu v buitkach byla

SSD identifikovana i u dalSich proteint. Jedna se piedev§im o proteiny zapojené do jedné

vvvvvv

7.3.3 SSD proteiny v HH signalni draze

Jak bylo popsano v prvni kapitole Gvodu, HH signalni draha je klicova piedevsim
Vv embryogenezi a jeji pusobeni se vyrazn¢ podili na vzniku CNS savci. Aktivita a spravna
ligand HH dréhy u savci piedstavuje protein SHH. Dalsi, minoritni ligandy jsou desert
hedgehod (DHH) a Indian hedgehog (IHH). SHH vznika jako 45 kDa velky prekurzor u kterého
doch&zi k autokatalytickému $tépeni, ¢imz vznika 20 kDa velky N-koncovy fragment majici
signaliza¢ni funkci. Béhem $tépeni prekurzoru dochazi k navazani molekuly cholesterolu na
karboxylovy konec signalniho fragmentu a k palmitoilaci jeho N-konce. SHH miize ovliviiovat
bunky lokélng, autokrinnim zptisobem, nebo mize byt z bunék sekretovan. Na uvoliovani SHH
Z bunék se Klicovym zpisobem podili protein Dispatched 1 (DISP1), ktery také patii do rodiny
proteini  obsahujicich SSD. 1524 aa dlouhy protein DISP1 obsahuje dvanéct
transmembranovych helixti. DISP1 translokuje SHH pies plazmatickou membranu bunék. Pro

transport je dilezitd modifikace SSH cholesterolem. SHH fragment bez asociované molekuly
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cholesterolu na svém C-konci neni schopen vazby na DISP1 a tudiZ neni z bunék uvoliovan
(Burke et al. 1999). Kli¢ova je také pritomnost neposSkozené SSD v proteinu DISP1, protoze
mutace Vv této domén¢ zpusobuji poskozeni transportu SHH z bunék (Ma et al. 2002).

Na membrané¢ cilovych bunék se SHH vaze na receptor Patched 1 (PTCHI1 nebo PTC).
Protein PTCHI je tvofen 1447 aa a vcetné SSD obsahuje ve své struktufe dvanact
transmembranovych helixti. Pokud neni SHH pfitomen tak PTCHI1 prostfednictvim své SSD
(Strutt et al. 2001) inhibuje aktivitu s G-proteiny sptazeného receptoru Smoothened (SMO).
Neni-li SMO v dasledku vazby SHH na PTCHI inaktivovan, dochazi v buikach k aktivaci
transkrip¢nich faktord GLI, které se pfesouvaji do jadra, kde ovliviiuji genovou expresi (shrnuto
v Ingham a McMahon 2001).

Ptesna regulace HH signalni drahy béhem celého vyvoje organismu je klicova pro jeho
spravné fungovani. Mutace v genech ucastnicich se HH signalizace mohou totiz vést k poruse
regulace bunécné proliferace a diferenciace, a tim ke vzniku nadort. Znamé jsou naptiklad
détské, vysoce agresivni nadory meduloblastomy podskupiny SHH (Yang et al. 2008;
Schroeder a Gururangan 2014).

7.3.4 PTCHD proteiny

Proteiny obsahujici Patched doménu (Patched domain containing proteins, PTCHD
proteiny) jsou transmembranové proteiny obsahujici SSD. Strukturné jsou piibuzné proteintim
PTCH1 a NPC1 (Obr. 9) a je mozné je nalézt nejen u savct, ale i u mnoha dalSich organismu
jako jsou napiiklad Drosophila melanogaster a Caenorhabditis elegans (Zhong et al. 2014).
U savct jsou znamé Ctyii proteiny patiici do této skupiny, a to: PTCHD1, PTCHD2 znamy také
jako DISP3, PTCHD3 znamy take jako PTR a PTCHD4 znamy také jako PTCH53. V soucasné
dobé se vi jen velice malo o molekularni funkci téchto proteint a o jejich zapojeni do riznych
bunéénych procesti. Na zaklad¢ jejich strukturni podobnosti s proteinem PTCHI1 se diive
predpokladala jejich mozna ucast v HH signalizaci. Tento pfedpoklad ale nemusi byt spravny,
protoze bylo napiiklad zjisténo, ze PTCHD1 neni schopen ovlivnit HH signalizaci v bunkach
bez PTCHI1. Toto zjisténi tak naznacuje, ze oba tyto proteiny se navzdory své strukturni

podobnosti v bunikach Gc¢astni odlisnych procest (Ung et al. 2017).
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Obrazek 9. Fylogeneticky strom proteini PTCHD, PTCH a NPC.
Diagram znazoriiuje evolucni piibuznost aminokyselinovych sekvenci lidskych PTCHD proteint

a dalsich strukturné blizkych SSD proteini (Zikova et al. 2009).

Na X chromozomu se u lidi i mysi (Homo sapiens: Xp22.11, Mus musculus: X F3) nachazi
gen PTCHD1, ktery kdéduje 888 aa dlouhy transmembranovy protein obsahujici SSD. Tento
gen byl nejprve popsan ve spojeni s poruchami autistického spektra. U pacienti s mentalnim
postizenim a s autistickou poruchou bylo postupné nalezeno a popsano mnozstvi riznych
mutaci a deleci jak v genu PTCHDL1 tak i v jeho promotoru (Marshall et al. 2008; Noor et al.
2010b; Filges et al. 2011; Chaudhry et al. 2015; Torrico et al. 2015). U mysi je mozné detekovat
expresi genu Ptchdl pfedevsim v mozku. V okamziku po narozeni je exprese tohoto genu
nejvice patrnd v oblasti retikularniho jadra thalamu, které reguluje spankovy rytmus
a pozornost. Pozdgji je exprese genu Ptchdl nejvyssi v oblasti mozkové kury, ve striatu
a predevsim v mozecku (Wells et al. 2016). Protein PTCHD1 byl nalezen v synapsich neurond,
ve kterych je schopen prostiednictvim své C-termindlni domény interagovat
s postsynaptickymi proteiny PSD95 a SAP102. U mysi s deleci genu Ptchdl (hemizygotni mysi
samci Ptchd1Y/—) se objevovaly poruchy uceni, urcité motorické defekty a hyperagresivita
(Wells et al. 2016). Mysi s deleci dale vykazovaly strukturni a funkéni zmény excitacnich
synapsi v hipokampu a zmény v expresi mnoha synaptickych gent (Ung et al. 2017). Vsechny
tyto vysledky tak ukazuji na dtlezitou roli proteinu PTCHDI pii postnatalnim vyvoji mozku
a pti regulaci jeho fungovani.

Gen Dispatched 3 (DISP3), znamy také jako PTCHD2 a KIAA1337, byl v nasi laboratofi
nalezen béhem studie, kterd se zabyvala geny regulovanymi thyroidnim hormonem Ta3.
V literatute byl tento gen poprvé popsan v projektu zabyvajicim se bioinformatickou analyzou
sekvencnich dat lidské cDNA z mozku (Katoh a Katoh 2005). Gen DISP3, u lidi lokalizovany

na chromozomu 1 (p36.22) a u mysi na chromozomu 4 (E2) koduje protein o velikosti 1392 aa
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u lidi a 1347 aa u mysi. Protein DISP3 obsahuje 13 transmembranovych tseki, z nichz pét tvori
SSD (Obr. 10). Gen DISP3 je exprimovan piedevsim v tkdnich neuralniho ptivodu jako jsou
mozek a sitnice a jeho exprese muze byt jak in vitro, tak i in vivo, regulovana thyroidnim
hormonem. DISP3 dale také ovliviiuje metabolismus a lokalizaci cholesterolu v bunkach
(Zikova et al. 2009). Mutace v genu DISP3 maji onkogeni Gi¢inek a mohou ovliviiovat progresi
uréitych typt mozkovych nadorti (Johansson et al. 2004, 2005). Gen DISP3 je také spojovan
napiiklad se zavislosti na UV svétle tj. na opalovani (Cartmel et al. 2014) a se vznikem o¢nich
vad jako je kratkozrakost (Chen et al. 2016).

NH, Obrézek 10. Protein DISP3.
Schématicky ndkres predpokladané
topologie proteinu DISP3. Sterol-
sensing doména  (SSD) je
znazornéna Cervené (Zikova et al.

SsD COOH 2009).

Gen PTCHD3 se nachazi u lidi na chromozomu 10 (p12.1), u mysi na chromozomu 11 (E2).
Expresi tohoto genu je mozné detekovat pfedevsim ve varlatech, a to v zarode¢nych buikach.
U mysi je mozné rozpoznat dvé izoformy tohoto proteinu PTCHD3a a PTCHD3b. Prvni z nich
obsahuje 410 aa, druha 906 aa ptic¢emz prvnich 409 aa je schodnych u obou izoforem (Fan et
al. 2007). Navzdory tomu, ze je gen PTCHD3 exprimovan piedevsim ve varlatech, tak
u dospélych jedincti je mozné sledovat pfitomnost jeho mRNA i v mnoha dal$ich typech tkani
(Ghahramani Seno et al. 2011). Funkce tohoto genu neni zatim zndma, ale je spojovan naptiklad
s poruchami autistického spektra (Ghahramani Seno et al. 2011), se vznikem astmatu u déti
(White et al. 2016) a s nadory stiev (Smith et al. 2013).

U lidi na chromozomu 6 (p12.3) a u mysi na chromozomu 17 (B3) se nachazi gen PTCHD4
znamy také jako PTCH53. Exprese tohoto genu je regulovana proteinem p53 ktery hraje
dalezitou roli v regulaci bunééného cyklu a v odpovédi bun¢k na poSkozeni. Protein p53
sensor poskozeni jaderné DNA. VVzhledem k tomu, ze zvySena exprese genu PTCHD4 inhibuje
v buitkdch HH signalni drahu, tak je moZzné ptredpokladat, ze protein PTCHD4 ptedstavuje

spojovaci ¢lanek mezi signalizaci pomoci p53 proteinu a HH drahou (Chung et al. 2014).

33



Proteiny obsahujici ve své struktufe SSD se Vv buiikach ucastni mnoha procesu a jejich
poskozeni mize mit vazny dopad na fungovani celého organizmu. Nezanedbatelna je také tloha

téchto proteinti pfi vzniku a progresi riiznych druht nadord, véetné nddord mozku.

7.4 Meduloblastomy

Tumor mozku predstavuje u déti jeden znejcastéji se vyskytujicich typt nadort.
Meduloblastomy pak tvoii pfiblizn¢ 13 % vSech mozkovych nadort. Jednd se o predevsim
pediatrické, vysoce maligni, ¢asto metastazujici nadory CNS vznikajici z oblasti mozecku.
V Ceské republice je roéné diagnostikovano piiblizné 10-12 meduloblastomi a Gisp&snost 1é¢by
dosahuje pétiletého bezpiiznakového pieziti u 70 — 80 % u pacientt standartniho rizika a 30 —
70 % u pacientd vysokeho rizika (Zitterbart et al. 2010).

Meduloblastomy je mozné klasifikovat na zakladé jejich histopatologickych rysi do
nékolika skupin. Jedna se o klasicky meduloblastom, desmoplasticky/nodulérni meduloblastom
(D/N), meduloblastom s extenzivni nodularitou (MBDEN), anaplasticky meduloblastom (A)
a Velkobuné¢ny meduloblastom (large cell, LC). Histologicky nélez LC meduloblastomu byva
Casto spojen s anaplastickou histologii, tudiz se tyto dvé varianty ¢asto uvadi jako jeden typ
LC/A meduloblastom (Ellison 2010). Klasifikace meduloblastomti podle histologického nalezu
je sice standardné pouzivana metoda, ale neodrazi soucasny stav poznani, ani neodpovida zcela
patogenezi nadoru a progndze pro pacienty. Proto doSlo na zakladé expresnich profili
k rozdéleni meduloblastomd do tzv. molekularnich podskupin, které lépe vypovidaji
0 obecnych charakteristikach jednotlivych subtypi (shrnuto v Taylor et al. 2012; Schroeder
a Gururangan 2014).

7.4.1 Molekulirni podskupiny meduloblastomu

Prvni studie zabyvajici se rozdélenim meduloblastomil do skupin na zaklad¢ genové exprese
zavedla pét subtypt meduloblastomt (Kool et al. 2008). Pozd¢ji doslo na zakladé dalsich
vysledkl k ptehodnoceni tohoto rozdéleni a meduloblastomy se déli do ctyfech zakladnich
podskupin: sonic hedgehog (SHH) subtyp, WNT subtyp, subtyp 3 a subtyp 4 (Northcott et al.
2011b). Nejnovejsi vysledky dale rozsifily toto rozdéleni a bylo navrzeno ¢lenéni
meduloblastomti celkem do dvanacti tfid: WNTa, WNTB, SHHo, SHHf, SHHy, SHHS, subtyp
30, subtyp 3, subtyp 3y, subtyp 4a, subtyp 4 a subtyp 4y (Obr. 11, Cavalli et al. 2017).
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Obrazek 11. Molekularni podskupiny meduloblastomii.

Diagram znazoriuje rozdéleni meduloblastomt do ¢tyfech zakladnich skupin a jejich dalsi ¢lenéni do
celkem dvanacti podskupin. Je uvedeno zastoupeni jednotlivych podskupin, jejich pfibuznost, vybrané
klinické Gdaje a nejcastéjsi zmény v DNA (Cavalli et al. 2017).

7.4.1.1 WNT subtyp

Asi nejvic prostudovanou skupinou meduloblastomtl je skupina WNT. Do této podskupiny
patii pfiblizn€ 15 % meduloblastomtl. Prognoza pacienttl je velice dobra (vice nez 90 % pfeziti),
pomér zastoupeni pacientii obou pohlavi vyrovnany a nador se nejéast&ji objevuje u déti
starSich tfi let.

Tako podskupina byla pojmenovana podle WNT signalni drahy. Kanonickd WNT signalni
draha zahrnuje pfenos signalu na B-catenin (gen CTNNB1). Pokud neni WNT ptitomen pak
v bunkach dochazi k fosforylaci a nasledné degradaci B-cateninu. Navazani WNT ligandu na
receptor Frizzled (FZ) spojeny s koreceptorem LRP (LDL receptor related protein) blokuje
prostiednictvim dal$ich proteina fosforylaci -cateninu GSK-3 kindzou a umoznuje tak jeho
transport do jadra, kde aktivuje expresi cilovych genii.

U vice nez 75 % meduloblastomt patficich do skupiny WNT je mozZné nalézt mutaci ve
tietim exonu genu pro B-catenin (CTNNB1, Zurawel et al. 1998) Také mutace v dalSich genech,
které zptisobi nadmérnou aktivaci WNT signalni drahy, podporuji progresi tohoto typu nadoru
(Northcott et al. 2012). Mutace v genu APC, ktery koduje inhibitor WNT drahy vede ke vzniku
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Turcotova syndromu, jehoZ klinicky obraz zahrnuje ¢asty vyskyt meduloblastomt (Hamilton
et al. 1995). Byl vytvofen i mysi model tohoto typu meduloblastomi. Mysi deficientni v genu
Trp53 (p53) exprimuji stabilizovanou alelu genu CTNNBL v progenitorovych burnikach rhobic
lip vyvijejiciho se mozku, coz u nich vede ke vzniku meduloblastomid WNT subtypu v oblasti

dorzélniho mozkoveho kmene (Robinson et al. 2012)

7.4.1.2 SHH subtyp

Meduloblastom pattici do podskupiny SHH je diagnostikovan u pfiblizné 25 % pacientd.
Vékova distribuce tohoto tumoru je bimodalni, S vysokym vyskytem ve skupiné pacient ve
véku 0-3 roky a ve skuping pacientl nad 16 let. Ve vékové skupiné 4-16 let se tento subtyp
nadoru vyskytuje jen velice vzacné. Progndza pacientt s SHH subtypem meduloblastomu je
stfedné dobra a srovnatelna s progndzou pacienti s nddorem subtypu 4.

SHH subtyp meduloblastomt byl pojmenovan podle SHH proteinu, ligandu v této praci
nékolikrat zminéné HH signalni drahy. Deregulace HH signalni drahy v dasledku mutaci totiz
vede ke vzniku tohoto typu naddoru. Konkrétné mutace v receptoru HH drdhy PTCH1, mutace
v genech SMO a SUFU a také amplifikace gent GLI1 a GLI2 dokazi iniciovat onkogenezi
vedouci k meduloblastomu subtypu SHH (Pastorino et al. 2009; Brugiéres et al. 2010; Slade et
al. 2011; Northcott et al. 2011a). Pacienti s dédi¢nou mutaci zptsobujici konstitutivni aktivaci
HH signalni drahy trpi tzv. Gorlinovym syndromem, ktery je charakterizovin rozvojem
bazalnich karcinomi a vy$§im vyskytem meduloblastomi (Bale et al. 1998). Vznik
meduloblastomii subtypu SHH byl pozorovan i u mysi heterozygotnich pro gen Ptch1 (Ptch1*"
Goodrich et al. 1997; Zurawel et al. 2000), stejn¢ jako u mysi deficientni v genu Trp53
a heterozygotnich pro gen Sufu (Sufu*-, Lee et al. 2007). Za vznik meduloblastomt SHH
subtypu je ziejmé zodpoveédna piedevsim Spatna regulace proliferace a diferenciace jiz diive
zminénych prekurzorii granularnich bunék, které se vyrazné podili na vzniku mozecku a jeho

struktur (Schuller et al. 2008; Gibson et al. 2010).

7.4.1.3 Subtyp 3

Do skupiny nddorti subtypu 3 (nazyvané také subtyp C) je mozné zatadit ptiblizn€ 25 %
meduloblastomii. Tento subtyp se vyskytuje ¢astéji u muzi nez u zen (pomér piiblizné 2:1) a je
Casty u novorozencti a déti, ale témét se nevyskytuje u dospélych pacientii. Meduloblastomy
subtypu 3 tvoii ve vétsing piipadii metastazy a progndza pro pacienty je velice Spatna (jen

piiblizné 50 % pfteziti) v porovnani s prognozou pro ostatni subtypy.
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Pro meduloblastomy subtypu 3 je typicka piedev§im vysoka exprese geni MYC a OTX2
(Northcott et al. 2011b; Di et al. 2005). Genom bunék tohoto nadoru je dale velice nestabilni
a vyskytuji se v ném chromozomové aberace. Tetraploidie se nachazi v nadorech az u 54 %
pacientt (Jones et al. 2012).

U mysi deficientnich v genu Trp53 dochazelo ke vzniku nadord s charakteristikou
meduloblastomu subtypu 3 v disledku transplantace upravenych neurdlnich progenitorovych
bungk. Buiky byly izolované z postnatalniho mozecku mysi a virovou infekci do nich byla

vnesena stabilni forma Myc genu (Pei et al. 2012b)

7.4.1.4 Subtyp 4

Nejcastéji se vyskytujici, ale nejméné prozkoumany subtyp meduloblastomu je subtyp 4
(nazyvany take subtyp D). AZ vice nez 35 % meduloblastomil je mozné zatadit do této skupiny.
Vyrazny rozdil je v incindenci u muzi a zen (pomér az 3:1). U vétSiny pacientek (az 80 %) se
pak v nadorovych bunkach nachazi pouze jedna kopie X chromozomu. To spolu s vyssim
vyskytem meduloblastomti subtypu 4 u muzi naznacuje existenci jednoho nebo vice tumor
supresorovych gent na chromozomu X (Northcott et al. 2012).

Podobné jako u nadort subtypu 3, tak i u subtypu 4 se ¢asto vyskytuji tetraploidie. Casta je
také pritomnost izochromozomu 17q a delece 17p. Navic je mozné u meduloblastomuti subtypu
4 Casto pozorovat overexpresi geni MYCN a CDKG6 (Northcott et al. 2011b). Dosud nebyl

popséan zadny mysi model pro tento typ meduloblastom?.

Pro studium meduloblastoml je mozné krom¢ mySich modeli pouzit i bunécné linie
péstované in vitro. Jednd se o linie bunék, které vznikly izolaci z konkrétniho pacienta.
V soucasné dobé¢ je znamo vice nez ¢tyticet linii meduloblastomovych bunék, z nichZ u vétSiny
je mozné urcit, do jaké podskupiny patii. Nejvice je zastoupena skupina meduloblastomil

subtypu 3 s overexpresi MYC genu (lvanov et al. 2016).

Nadorové buiiky ve svych charakteristikach ¢asto mohou pfipominat buiiky kmenové. Jedna
se predevsim o expresi specifickych markert a o schopnost sebeobnovy a diferenciace (shrnuto
v Lathia et al. 2011). Proto, kdyZz jsme se zaméfili na studium vlivu proteinu DISP3 na
proliferaci, preziti a diferenciaci neuralnich bunék bylo to nejen kvuli jeho mozné roli ve vyvoji

CNS, ale i z dGvodu jeho ptipadné ucasti v onkogenezi.
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8 Material a metody

8.1 Bunéc¢né kultury a kultivace bunék in vitro

Buné¢né linie NS-5, C17.2 a O4ANS nadm poskytl Dr. Dietman Spengler (Max-Planck
Institute of Psychiatry, Munich, Germany) s laskavym svolenim prof. Austina Smithe
(Wellcome Trust Centre for Stem Cell Research, University of Cambridge, Cambridge, United
Kingdom). Bunééné linie DAOY, D341 a D425 poskytl prof. Mathias Heikenwaelder
(Helmholtz Zentrum Muenchen, GmbH, Munich, Germany). Od spole¢nosti American Type
Culture Collection (ATCC) jsme ziskali buné¢né linie HEK Phoenix-Eco (CRL-3214), Y79
(HTB-18) a MCF7 (HTB-22), od spole¢nosti Thermo Fisher Scientific jsme ziskali buné¢nou
linit HEK 293 FT (R70007). Seznam vsech pouzitych bunéénych linii je uveden v tabulce 1.

NS-5 mouse neural stem cells (Conti et al. 2005)
Cl17.2 mouse neural progenitor cells (Snyder et al. 1992)
O4ANS mouse adult neural stem cells (Pollard et al. 2006)
HEK 293 FT human embryonic kidney cells

HEK Phoenix-Eco | human helper-free retrovirus producer lines (Swift et al. 2001)
DAOY human desmoplastic medulloblastoma cell line | (Jacobsen et al. 1985)
D341 human medulloblastoma cell line (Friedman et al. 1988)
D425 human medulloblastoma cell line (Bigner et al. 1990)
Y79 human retinoblastoma cell line (Reid et al. 1974)
MCF7 human breast cancer cell line (Soule et al. 1973)

Tabulka 1. Seznam pouZitych bunéénych linii.

Buiky NS-5 a O4ANS byly kultivovany v ristovém médiu piipraveném kombinaci
DMEM/F12 média (Sigma), které obsahovalo 1x N2 supplement (Gibco) a Neurobasal média
(Gibco), které obsahovalo 1x B27 supplement (Gibco) a L-glutamin (2 mM, Gibco). Ristové
médium bylo dale doplnéno insulinem (12,5 pg/ml, Sigma), apo-transferrinem (50 pg/ml,
Sigma), BSA (25 pg/ml, Gibco) a rastovymi faktory FGF-2 (10 ng/ml, R&D Systems) a EGF
(10 ng/ml, R&D Systems). Burky byly pasazovany kazdy druhy den za pouziti 0,025%
trypsinu/EDTA (Gibco) a byly vysévany na misky s povrchem upravenym pomoci Zelatiny
(Gelatin from porcine skin, Sigma) v koncentraci piiblizné 1,5 x 10* bungk/cm?.

Buiiky C17.2 byly kultivovany v ristovém médiu DMEM (Sigma) doplnéném 10% FBS
(Fetal Bovine Serum, Gibco), 5% HS (Horse Serum, Gibco), L-glutaminem (2 mM, Gibco)
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a penicilinem/streptomycinem (Gibco). Buiky byly pasazovany kazdy tieti den za pouziti
0,05% trypsinu/EDTA (Gibco) a byly vysévany na misky v koncentraci piiblizné 1 x 10
bunék/cm?.

Bunky HEK 293 FT a HEK Phoenix-Eco byly kultivovany v médiu DMEM (Sigma)
doplnéném 10% FBS (Gibco), L-glutaminem (4 mM, Gibco) a penicilinem/streptomycinem
(Gibco).

Buiiky DAOY, D341 a D425 byly kultivovany v médiu IMEM (Gibco) doplnéném 10%
FBS (Gibco) a penicilinem/streptomycinem (Gibco).

Bunky Y79 byly kultivovany v médiu RPMI-1640 (Gibco) doplnéném 10% FBS (Gibco)
a penicilinem/streptomycinem (Gibco).

Buiky MCF7 byly kultivovany v médiu DMEM (Sigma) doplnéném 10% FBS (Gibco),
penicilinem/streptomycinem (Gibco) a insulinem (12,5 pg/ml, Sigma).

8.2 Diferenciace neuralnich bunék in vitro

Neuralni kmenové buniky NS-5 a O4ANS byly pied diferenciaci vysety na misky s povrchem
upravenym pomoci poly-ornithinu/lamininu (Sigma, Invitrogen) v koncentraci 0,5 x 10*
bunék/cm? ve standardnim ristovém médiu. Po jednom dni kultivace bunék bylo riistové
médium vyménéno za médium podporujici diferenciaci. Neuradlni kmenové bunky
diferencovaly do astrocytli po ¢tyfech dnech kultivace v diferencia¢nim médiu, které bylo
pfipraveno ze standartniho ristového média bez rustovych faktrori FGF-2 a EGF s navic
ptidanym 1% FBS (Gibco). Pro diferenciaci do neuront a oligodendrocyti byly bunky
kultivovany v DMEM/F12 médiu (Sigma), které obsahovalo 1x N2 supplement (Gibco) a bylo
doplInéno forskolinem (10 uM, Sigma), PDGF-AA (10 ng/ml, R&D Systems) a FGF-2 (10
ng/ml, R&D Systems). Po ¢tyfech dnech kultivace bylo médium vyménéno za DMEM/F12
médium, (Sigma), které obsahovalo 1x N2 supplement (Gibco) a bylo doplnéno thyroidnim
hormonem (T3, 30 ng/ml, Sigma), kyselinou askorbovou (200 uM, Sigma) a FGF-2 (7.5 ng/ml,
R&D Systems). Od péatého dne byla koncentrace FGF-2 v diferencia¢nim médiu postupné
snizovana pomoci kazdodenni vymény poloviny média za médium bez FGF-2, a to po dobu
nasledujicich ¢tyt dnt.

Neuralni progenitorové buiikky C17.2 byly pied diferenciaci vysety na kutlivaéni misky
v koncentraci 0,26 x 10° bunék/cm? ve standardnim ristovém médiu. Po jednom dni kultivace

bylo ristové médium vyménéno za diferenciaéni médium slozené z DMEM/F12 média
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(Sigma), které obsahovalo 1x N2 supplement (Gibco) a bylo dopIlnéno neurotropnimi faktory
NGF (10 ng/ml R&D Systems) a BDNF (10 ng/ml R&D Systems). Buniky C17.2 diferencovali

do smésné populace astrocytli a neuronti v prubéhu sedmi dni.

8.3 Produkce viri, transdukce a transfekce bunék

Pomoci metody CRISPR/Cas9 byly vytvofeny bunééné linie bun¢k NS-5a D341 s mutacemi
v genu Disp3 (DISP3). Vhodné sekvence pro cilenou mutagenezi byly nalezeny programem E-
CRISP tool (http://www.e-crisp.org/E-CRISP/). Navrzena byla dvé vhodna mista

CRISPR/Cas9 cilené mutageneze pro gen Disp3 v mysich bunikach NS-5, ktera se nachazela ve
druhém a sedmém exonu a dv€é vhodna mista mutageneze pro gen DISP3 v lidskych burnikach
D341, ktera se nachazela vexonu dva a tfi. Pro produkci sgRNA byly do vektoru
lentiCRISPRv1 (Addgene # 49535) po stépeni enzymem BsmBI vlozeny hybridizované
oligonukleotidy (Sigma-Aldrich), jejichz sekvence jsou uvedeny v tabulce 2 (Shalem et al.
2014). Za tucelem produkce lentiviri obsahujicich sekvenci pro sgRNA, protein Cas9
a rezistenci k antibiotiku puromycinu, byly do bunék HEK 293 FT transfekovany cinidlem
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) soucasné tfi plazmidy, a to pLentiCRISPRV1 s vloZenou
sekvenci pro sgRNA, psPAX2 (Addgene # 12260) a pVSV-G (Addgene # 8454). 24 hodin po
transfekci byl supernatant z bunék odebran a viriony byly precipitovany pomoci PEG/it (SBI).
Precipitat byl rozpustén v PBS a ptidan do média k bunkédm NS-5 nebo D34 1. Kontrolni buiiky
byly infikovany lentiviry, které neobsahovaly sekvenci pro cilenou mutagenezi. Po 24 hodinové
inkubaci s lentiviry bylo médium vyménéno za Cerstvé a po dalSich 24 hodinach byl buiikam
piidan puromycin (1 pg/ml). Bunky byly v pfitomnosti antibiotika selektovany po dobu sedmi
dni.
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5-CACCGGTTCTGCTGGAAGCCCCATG-3"
5-AAACCATGGGGCTTCCAGCAGAACC-3
5-CACCGGTAGAGGCTCCAGAGGCCCA-3
5-AAACTGGGCCTCTGGAGCCTCTACC-3
5-CACCGAAGCGTCTCGGAGGTGAAGT-3
5-AAACACTTCACCTCCGAGACGCTTC-3
5-CACCGGGTAGACTGCTTGGCCAGCA-3
5-AAACTGCTGGCCAAGCAGTCTACCC-3

MuDisp3 E2 sgRNA#1

MuDisp3 E7 sgRNA#2

HuDISP3 E2 sgRNA#3

HuDISP3 E3 sgRNA#4

Tabulka 2. Seznam oligonukleotidii vkladanych pro produkci sgRNA do vektoru lentiCRISPRv1.

NS-5 bunky se snizenou expresi genu Disp3 byly vytvofeny pomoci kratkych vlasenkovych
RNA (shRNA). Dvé vhodné cilové sekvence byly navrzeny v programu The pSilencer
Expression Vector Insert Design Tool (5-AUCGAGCUCAUCUUUCUGG-3' a 5'-
GUUCUCUCAUGACUUACUU-3', Ambion). Oligonukleotidy obsahujici navrzené sekvence
(Ambion) byly po hybridizaci vlozeny do vektoru pSilencer 2.1-U6 puro (Ambion) a vzniklé
plazmidy byly transfekovany do bun¢k NS-5 transfekénim c¢inidlem Lipofectamine 2000
(Invitrogen). Kontrolni bunky byly transfekovany plazmidem pSilencer 2.1-U6 puro-NC
(Ambion). Puromycin (1 pg/ml) byl ptidan do média 24 hodin po vyméné transfekéni smési za
standardni médium a bunky byly v pfitomnosti antibiotika selektovany po dobu sedmi dni.

Bunééné linie NS-5 a C17.2 s nadexpresi genu DISP3 byly pfipraveny pomoci retrovirové
transdukce. Lidska sekvence genu DISP3 (GenBank AB037758.1) byla vlozena do expresniho
vektoru pBABE-Hygro (Sigma) po pfedchozim §tépeni vektoru enzymy BamHI a EcoRI.
Vznikly plazmid byl transfekovan za ucelem produkce retroviri do bunék Phoenix-ECO
transfek¢nim ¢inidlem Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Supernatant obsahujici viriony byl
Z buné€k odebran 36 hodin po transfekci a buitky NS-5 nebo C17.2 byly inkubovany ve smési
standardniho ristového média, virového supernatantu a polybrenu (4 pug/ml) po dobu 8 hodin.
Kontrolni buiky byly infikovany retroviry, které neobsahovaly sekvenci genu DISP3.
Hygromycin (200 pg/ml) byl pfidan do média 24 hodin po vyméné¢ média za Cerstvé a bunky
byly v ptitomnosti antibiotika selektovany po dobu sedmi dni.

Pro vznik bunék DAOY s nadexpresi genu DISP3 byl pomoci transfekéniho ¢inidla
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) do bunék transfekovan expresni plazmid pCDNA3-DISP3.
Tento plazmid vznikl vlozenim lidské sekvence genu DISP3 (GenBank AB037758.1) do
restrikéniho mista EcoRV a Xbal vektoru pCDNA3 (Invitrogen). Kontrolni bunky byly
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transfekovany plazmidem pCDNAZ3, ktery neobsahoval sekvenci genu DISP3. Antibiotikum
G418 (500 pg/ml) bylo pfidano do média 24 hodin po vyméné transfekéni smési za standardni

médium a bunky byly v jeho pfitomnosti selektovany po dobu sedmi dni.

8.4 Detekce mutaci pomoci T7 endonukleazy |

Genomova DNA byla z bunék NS-5 izolovana pouzitim QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen)
podle ndvodu vyrobce. 524 bp (exon 2) nebo 551 bp (exon 7) dlouhy Usek DNA obklopujici
misto cilené mutageneze byl amplifikovan metodou PCR za pouziti Q5 High-Fidelity DNA
polymerazy (New England BioLabs) a primert T7EI-Disp3 sgRNA#1 a T7EI-Disp3 sgRNA#2
(Tab. 3). 200 ng purifikovaného PCR produktu bylo poté denaturovano (95°C, 10 minut)
apomalu znovu hybridizovano (95-85°C rychlost poklesu teploty 2°C/s, 85-25°C rychlost
poklesu teploty 0.1°C/s a poté 25°C 5 minut) za ucelem tvorby heteroduplext. Hybridizované
PCR produkty byly stépeny T7 endonukleazou I (37°C, 20 minut, New England BioLabs), ktera
rozpoznava mista, kde se v dasledku pfitomnosti riznych mutaci v heteroduplexech nachazi
nesparované nukleotidy. Fragmenty heteroduplexti vzniklé endonukleazovym Stépenim byly
detekovany na 2% agarosovém gelu a vysledky byly vyhodnoceny v poéitacovém programu

ImageJ (Schneider et al. 2012) pomoci aplikace Gel analyzer.

T7EI-Disp3 |F: 5'-GCGAATCGAGCTCATCTTTCTGG-3’
sgRNA#1  |R: 5'-GGAGGATGGAATAAACCCCTTT-3'
T7EI-Disp3 |F: 5'-TGTGTGATGTGTCGTCCGTA-3'
SgRNA#2  |R: 5-TCACATGCGACTACACTGCT-3’

Tabulka 3. Primery pouZité pro PCR p¥i T7 endonuclease | assay.

8.5 lzolace RNA agPCR

Celkovd RNA byla z bunék nebo tkani izolovana pouzitim PureLink RNA Mini Kit
(Ambion) podle navodu vyrobce. RNA pro stanoveni hladiny DISP3 mRNA v lidskych
nadorech jsme ziskali diky Dr. André O. von Buerenovi (Department of Pediatric Hematology
and Oncology, University Medical Center Hamburg-Eppendorf, Germany) a prof. Mathiasi
Heikenwaelderovi (Helmholtz Zentrum Muenchen, GmbH, Munich, Germany). Pro pfipravu

c¢DNA bylo pouzito 200 ng celkové RNA, M-MLYV reverzni transkriptdza (Promega) a random
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hexamer primery (Invitrogen). Kvantitativni PCR (qPCR) byla provedena v technickych
triplikatech za pouziti reakéni smési SYBR Green | Master mix (Roche) a pfistroje
LightCycler® 480 system (Roche). Seznam vSech primert pouzitych pro qPCR je uveden
v tabulce 4. Data byla vyhodnocena za pouziti LightCycler® 480 Software (Roche) a Microsoft
Excel 2013 (Microsoft). Relativni hodnoty exprese byly vypocitany zhodnot Cq

a normalizovany na hodnoty referen¢niho genu (Ubb, GAPDH, nebo Actb) piislusného vzorku.

bt F: 5-ATGTGAAGGCCAAGATCCAG-3'
R: 5-TAATAGCCACCCCTCAGACG-3'
. F: 5-CAGCAGCTTTGACCTCTTCA-3'
Disp3 (BISP3) S GCAACATCTGCAGGAAGGA3'
e F: 5-AGGCTGAGAACTCTCGCTTGC-3'
R: 5-GGTGCTGGTCCTCTGGTATCC-3'
ot F: 5 TGAGGCAGAAGCTCCAAGA-3'
R: 5-CCAGGGTGGCTTCATCTGC-3'
- F: 5-TGGACAGTGTTCGGTCTGG-3'
R: 5-CCCTCCGTATAGTGCCCTTTG-3!
- F: 5-GTTCCAGAGGCCAACATCAAGC-3'
R: 5-AGCCATACAACAGTCAGGGCATAG-3'
foo? F: 5 TGGTGACCGGGAAAATCTGG-3'
R: 5-TGCGTGGCACTCATACTCTC-3'
Lot F: 5" TCCACGTGGGTTGATTGAGT-3'
R: 5-GCTGCTGGGACCTTGTGCTG-3'
ke F: 5-GCTCTGTGTCTCTAGACGAG-3'
R: 5-TGGTGAATCTCTTGGGTCTCC-3'
I F: 5-CCCGAGAAAAGGCTCAGTC-3'
R: 5-GGCTACGCATGGCTACTCTG-3'
g8 F: 5-GGACCGCTGTTTCTCTTGC-3'
R: 5-GATGGGATTCAGCAGCGAGT-3'
Eoba.113 F: 5-GCCCAGCTATCAGAAGATATCAC-3’
R: 5-AGCTCTGACTGCACCGTG TAGGA-3'
prelp F: 5-GAACTTCTAGCTGGCTCTCT-3'
R: 5-GGATGCC CTCATGATCCAGG-3'
CAPDH F: 5-AGCCACATCGCTCAGACAC-3’
R: 5-GCCCAATACGACCAAATCC-3'
F: 5-GATCTGGCACCACACCTTCT-3'
At (ACTB) R S GGGGTGTTGAAGGTCTCAAAS'

Tabulka 4. Seznam primeri pouzitych pro qPCR.
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8.6 Cipova analyza

Koncentrace celkové RNA izolované z bun¢k byla stanovena pomoci spektrofotometru
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific), kvalita RNA byla elektroforeticky ovéfena pomoci
ptistroje Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent). Pro mikro¢ipovou analyzu NS-5 bunék byly
pouzity DNA ¢ipy typu Illumina MouseRef-WG-6 v2 Expression BeadChips (lllumina), pro
C17.2 bunky jsme pouzili ¢ipy typu lHlumina MouseRef-8 v2 Expression BeadChips (Illumina).
250 ng RNA bylo amplifikovano a znac¢eno uzitim Illumina TotalPrep RNA Amplification Kit
(Ambion) a poté bylo 1500 ng znacené cRNA hybridizovano na ¢ipu podle navodu vyrobce.
Analyzovéany byly tfi nebo Ctyfi nezavislé biologické replikaty pro kazdou skupinu vzorkda.
Ziskana data byla zpracovana v programu GenomeStudio (verze 1.9.0.24624; Illumina)
a vyhodnocena v bali¢ku limma (Smyth 2004) projektu Bioconductor (Gentleman et al. 2004;
Huber et al. 2015) zpisobem popsanym v literatute (Valach et al. 2012): Za Géelem odstranéni
pozadi byl pouzit normalni-exponencialni model, ke standardizaci dat byla pouzita kvantilova
normalizace alog-2 transformace byla pouzita pro stabilizaci variance dat. Porovnani
intenzitnich hodnot za G¢elem nalezeni odlisné exprimovanych gend bylo provedeno pomoci
moderovaného t-testu. Kritéria pro ur€eni vybranych gent byla: P < 0,001, coz odpovida
Storeyho q < 0,933 a |log2FC| > 0,4 pro NS-5 buriky a P < 0,05, coz odpovida Storeyho q < 0,9
a |log2FC| > 0,6 pro C17.2 bunky. Data z ¢ipové analyzy (MIAME, Minimum Information
About a Microarray Experiment) byla ulozena do databaze ArrayExpress (Kolesnikov et al.
2015) jako zaznamy E-MTAB-4485 (NS-5 bunky) a E-MTAB-2975 (C17.2 bunky).

Pro analyzu exprese genu DISP3 v lidskych mozkovych nadorech byla hruba data (soubory
CEL) ziskana z databaze ArrayExpress (Kolesnikov et al. 2015) zaznamy E-GEOD-42658
(Henriquez et al. 2013a) a E-GEOD-21140 (Northcott et al. 2011b). K normalizaci
a standardizaci dat jsme pouzili algoritmus RMA (Irizarry et al. 2003) implementovany
v balicku oligo (Carvalho a Irizarry 2010) projektu Bioconductor (Gentleman et al. 2004; Huber
et al. 2015) ve statistickém prostiedi R. Porovnani intenzitnich hodnot bylo udélano pomoci t-

testu a Wilcoxonova testu (Mann-Whitney U).

8.7 Imunodetekce proteinii (Western blot)

Buiiky na 60 mm miskach, stfedn¢ konfluentné narostl¢, byly lyzovany ve 400 pl lyza¢niho
roztoku (60 mM Tris pH 6,8, 2% SDS, 10% glycerol a 5% 2-merkaptoethanol), inkubovany
5 minut pii teploté 95°C a sonikovany. Proteiny byly rozdéleny metodou SDS-PAGE s pouzitim
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4-15% predptipravenych gradientnich polyakrylamidovych gelt (Biorad) a pfeneseny na
nitrocelul6zové membrany (Whatman). Membrany byly nasledné po dobu 1 hodiny blokovany
v roztoku TBST (20 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20), ktery obsahoval 5%
odtuénéné mleko. Poté byly membrany inkubovany pies noc pii teplot¢ 4°C v primarni
protilatce (anti-DISP3 1:500 (Zikova et al. 2014); anti-aktin 1:500, Sigma; anti-GAPDH
1:2000, GeneTex) nafedéné v roztoku 1% mléka v TBST. Po promyti byly membrany
inkubovany s HRP-konjugovanou sekundarni protilatkou (Anti-Rabbit 1gG, GE Life Sciences;
Anti-Mouse 1gG, Cell Signaling). Pozitivni signal byl detekovan pomoci ECL kitu (GE Life

Sciences) a zobrazen pomoci rentgenovych filmua (Agfa).

8.8 Regulace aktivity receptoru thyroidnich hormonit v NS-5
bunkach

Za ucelem aktivace receptoru thyroidnich hormoni (THR) byly bunky NS-5 kultivovany 12
hodin v normalnim rdstovém médiu s rtiznou koncentraci thyroidniho hormonu (T3 —
Trijodthyronin, Sigma). Tato kultivace nasledovala po piedchozi, 24 hodinové inkubaci bun¢k
v médiu s kompetitivnim inhibitorem THR (5x 10* M, KB044146, poskytl M. R. Witt -
KaroBio AB). Pro inhibici aktivity THR byly NS-5 bunky kultivovany 24 hodin v normalnim
ristovém médiu obsahujicim T3 (107 M) a doplnéném o kompetitivni inhibitor THR

KB044146 v riznych koncentracich.

8.9 Stanoveni rychlosti riastu bunék

Rychlost proliferace bunék byla stanovena metodou zaloZzenou na detekci mnozstvi
radioaktivné znaceneho thymidinu inkorporovaného do nové vzniklé DNA (,.thymidine
incorporation assay“). Buiiky byly vysety do 96 jamkové desti¢ky v koncentraci 4x 10° (NS-5)
nebo 3x 10% (C17.2, D341 a DAOY) buné&k na jamku. Po dvanacti hodinach byl k buiitkim na
dobu 8 hodin (NS-5) nebo 6 hodin (C17.2, D341 a DAOY) pridan [methyl-3H] thymidin (UJV
ReZ). Buiiky byly nasledné& pieneseny pomoci piistroje FilterMate Harvester (PerkinElmer) na
Filtermat membranu (PerkinElmer). Mnozstvi inkorporovaného radioaktivné znaceného
thymidinu bylo kvantifikovano pomoci pfistroje MicroBeta2 Microplate scintillation counter
(PerkinElmer).
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Kumulativni ristova kiivka byla vytvoiena na zékladé¢ opétovného vysévani bunck na
kultivaéni misky kazdy druhy den v koncentraci 1,5% 10* bunék na cm?. Poéet bunék byl vzdy

stanoven pomoci piistroje CASY Cell Counter and Analyzer System (Roche).

8.10 Analyza bunécného cyklu

Stfedné konfluentni NS-5 buriky kultivované ve standardnim riistovém médiu byly sklizeny
pomoci 0,025% trypsinu (trypsin/EDTA, Gibco) a fixovany v 70% etanolu. Po inkubaci bun¢k
pies noc v -20°C a nasledném promyti v PBS byly buriky barveny po dobu 15 minut v roztoku
obsahujicim 0,1% Triton X-100 v PBS, propidiumjodid (20 pg/ml, Sigma) a RNazu A (200
pg/ml, Thermo Scientific). Vzorky obarvenych bunék byly analyzovany pomoci pratokového
cytometru BD LSRII a vysledky byly vyhodnoceny v pocitatovém programu FlowJo (FlowJo

LLC) pomoci aplikace Watson pragmatic univariate analysis tool.

8.11 Stanoveni bunécné senescence

NS-5 bunky byly kultivovany po dobu piiblizné 30 dni, pasdzovany kazdy druhy den
a vysévany na misky v koncentraci pfiblizné 1,5 x 10* bundk/cm?. Poté byly vysety na misky
S krycim sklickem a po dvoudenni kultivaci byly buiiky po promyti PBS fixovany pomoci 0,5%
glutaraldehydu (Sigma). Po omyti bun¢k roztokem ImM MgCl, v PBS byla kryci sklicka
s fixovanymi burikami inkubovana 30 hodin pii 37°C v barvicim roztoku (PBS, 1mM MgCl.,
5mM KasFe(CN)s 5mM KsFe(CN)s a X-Gal 1 mg/ml). Preparaty byly po obarveni zamontovany
na podlozni skli¢ko v roztoku ProLong Gold Antifade Mountant (Invitrogen). Reprezentativni
obrazky byly snimany na mikroskopu Leica DM 6000B, pomoci kamery DFC490, s pouzitim
pocitacového programu LAS AF (Leica Microsystems). Ziskané snimky byly zpracovany

V pocitatovém programu ImageJ (Schneider et al. 2012).

8.12 Indukce a detekce apoptozy

Apoptoza byla indukovana pomoci poskozeni bunék y zafenim. Jeden den pied ozafovanim
byly buiiky vysety v koncentraci 1,5 x 10* bunék/cm? do T25 kultivaénich lahvicek ve
standardnim rustovém médiu. Buniky byly ozafeny davkou 0 Gy nebo 5 Gy na kobaltovem
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ozafovaci ®°Co (davkovy piikon 3,75 Gy/min), lahvicky byly umistény ve vodnim fantomu
v 5cm vody. Apoptdza byla méfena 24 hodin po ozafeni pomoci pritokového cytometru
Muse® Cell Analyzer (Merk Millipore) a za pouziti Muse® Caspase-3/7 Assay Kit (Merk
Millipore) podle navodu vyrobce.

8.13 Imunofluorescen¢ni barveni

Buiky kultivované v misce na krycim sklicku byly fixovany pomoci 4% paraformaldehydu,
permeabilizovany 0,1% Tritonem X-100 a 2 hodiny blokovany smési 10% NGS (Normal Goat
Serum, Jackson ImmunoResearch) a 5% BSA (Sigma). Poté byly bunky pies noc pii teploté
4°C inkubovéany s primarni protilatkou natedénou v PBS s 1% BSA. Pouzité primarni protilatky
byly: rabbit polyclonal anti-DISP3 protilatka (1: 500, (Zikova et al. 2014), mouse monoclonal
anti-GFAP protilatka (1:400, Sigma), mouse monoclonal anti-BIII-tubulin protilatka (1: 1000,
R & D Systems), mouse monoclonal anti-oligodendrocyte marker O4 protilatka (1:500, R&D
Systems), mouse monoclonal Ki-67 protilatka (1:400, Diagnostic BioSystems) a mouse
monoclonal anti-nestin protilatka (1:400, Millipore). Pro vizualizaci barveni byly inkubovany
1,5 hodiny pti pokojové teploté se sekundarni protildtkou konjugovanou s fluorescencni
znackou, kterd byla natedéna 1:1000 v PBS s 1% BSA. Pouzité sekundarni protilatky byly: goat
anti-Rabbit 1gG Alexa Fluor 488 sekundarni protilatka (Invitrogen), goat anti-Mouse 1gG Alexa
Fluor 568 sekundarni protilatka (Invitrogen), goat anti-Mouse IgM Alexa Fluor 555 sekundarni
protilatka (Invitrogen) a goat anti-Mouse 1gG Alexa Fluor 488 sekundarni protilatka
(Invitrogen). Pro vizualizaci proteint nestin, GFAP a BIII-tubulin v buiikach C17.2 byla pouzita
goat anti-Mouse IgG Biotin sekundarni protilatka (Invitrogen) a nasledné streptavidin
konjugovany s fluorescenéni zna¢kou Alexa Fluor 555 (Invitrogen). Jadra bunék byla obarvena
pomoci DAPI (1:5000, Sigma). Preparaty byly zamontovany na podlozni skli¢ko v roztoku
ProLong Gold Antifade Mountant (Invitrogen). Reprezentativni obrazky byly snimany na
mikroskopu Leica DM 6000B, pomoci kamery DFC350F X, s pouzitim poéitacového programu
LAS AF (Leica Microsystems). Ziskané snimky byly zpracovany v poc¢ita¢ovém programu
ImageJ (Schneider et al. 2012).
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8.14 Automaticka a manualni obrazova analyza

imunofluorescenc¢né barvenych bunék

Snimky skli¢ek s imunofluorescenéné obarvenymi buiitkami pro automatickou i manualni
obrazovou analyzu byly pofizeny automatickym mikroskopem Operetta High Content Imaging
System (PerkinElmer) pti 20 nasobném zvétSeni za pouziti pocitacového programu Harmony
software (PerkinElmer). Automaticka analyza obrazu byla provedena v pocitacovém programu
Columbus image analysis soltware (PerkinElmer).

Relativni pocet proliferujicich NS-5 buncék byl urcen na zakladé barveni jader bunck
protilatkou proti Ki-67 antigenu. Analyzovano bylo minimaln¢ 100 poli (pfiblizné 12600
bunek) pro kazdy nezavisly biologicky replikat. Nejprve byla na zakladé barveni DAPI
Vv programu Columbus nalezena jadra bunék (Obr. 12 vlevo), a tim byl i uréen celkovy pocet
bunék ve vzorku. Poté byla urena hranice intenzity barveni bunék protilatkou Ki-67, podle
které program automaticky rozdéloval buiky do dvou skupin, na Ki-67 pozitivni buniky (Obr.

12 vpravo, ¢ervena) a na Ki-67 negativni buniky (Obr. 12 vpravo, zelena). Nasledné byly buiky

automaticky spocitany.

DAPI Ki-67 Ki-67 pozitivni
Ki-67 negativni

Obrézek 12. Vlevo a uprostied: Mikroskopie bunék obarvenych DAPI a protilatkou proti Ki-67
antigenu. Vpravo: Kvantifikace proliferujicich, Ki-67 pozitivnich, NS-5 bunék v poéita¢ovém

programu Columbus.

Relativni pocet BIII-tubulin pozitivnich bun¢k byl stanoven na zakladé analyzy minimalné
50 poli (ptiblizn€ 8800 bungk) pro kazdy nezavisly biologicky replikat. Nejprve byla na zakladé
barveni DAPI v programu Columbus nalezena jadra bun¢k (Obr. 13 vlevo, modra), a tim byl
i urCen celkovy pocet bunék ve vzorku. Poté byla programem Columbus u bunék na zakladé

barveni protilatkou proti BIII-tubulinu definovana oblast cytoplazmy pomoci nastroje Find
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Cytoplasm Tool. Buiiky byly podle stanovené bazélni intenzity barveni rozdéleny do dvou
skupin, na BIII-tubulin pozitivni buiiky (Obr. 13 vpravo, zelena) a na BIII-tubulin negativni

bunky (Obr. 13 vpravo, ¢ervena) a nasledné byly programem automaticky spocitany.

BllI-tubulin BllI-tubulin
DAPI pozitivni
BllI-tubulin
negativni

Obréazek 13. Vlevo: Mikroskopie bunék obarvenych protilatkou proti pIII-tubulinu a DAPI.

Vpravo: Kvantifikace III-tubulin pozitivnich bunék v pocitatovém programu Columbus.

Relativni pocet vysoce diferencovanych astrocyti byl uréen na zéklad¢ analyzy minimalné
100 poli (ptiblizn¢ 7500 bunék) pro kazdy nezavisly biologicky replikat. Jadra bun¢k byla
nalezena v programu Columbus na zaklad¢ barveni DAPI (Obr. 14 vlevo, modra), a tim byl
i uréen celkovy pocet bunék ve vzorku. Oblast cytoplazmy byla v programu Columbus u bunék
automaticky definovana pomoci nastroje Find Cytoplasm Tool, na zakladé barveni protilatkou
proti GFAP proteinu (Obr. 14 vlevo, zelend). U bunék byly nasledné kvantifikovany vybrané
parametry: intenzita fluorescence GFAP barveni v cytoplazmé, velikost cytoplazmy, kulatost
bun¢k, pomér délky a $itky buné€k, rozloZeni intenzity barveni v cytoplazmé, velikost jadra
a maximum a minimum intenzity barveni. Po tréninku klasifikatoru program automaticky
rozdéloval a pocital bunky. Buniky byly rozdéleny do ¢tyt skupin: ,,high®, ,,medium*®, ,,low-big*
a low-small* (Obr. 14 vpravo). Ve skupiné bun€k pojmenované jako high se nachazely vysoce
diferencovaneé astrocyty s intenzivné barvenou cytoplazmou a hvézdicovitym tvarem. Ve
skupin€ medium se nachézely méné diferencované astrocyty s niz$i intenzitou barveni a vice
kompaktnim tvarem. Ve tieti skupin€ low-big byly bunky, u kterych doslo k diferenciaci a tudiz
ke zméné jejich velikosti a tvaru, ale barveni protilatkou proti GFAP bylo velice slabé. Ve
skupiné low-small se nachéazely jen velice malo diferencované buiiky, nebo buniky u kterych

k diferenciaci do astrocytt nedoslo.
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GFAP | high
DAPI | medium
low-big

Obréazek 14. Vlevo: Mikroskopie bunék obarvenych protilatkou proti GFAP a DAPI. Vpravo:

Kvantifikace diferenciace bunék do astrocyti v pocitatovém programu Columbus.

Relativni pocet neuritd na buiiku byl stanoven na zakladé analyzy minimalné 50 poli
(ptiblizn€¢ 8000 bun¢k) pro kazdy nezavisly biologicky replikat. Jadra bun¢k byla definovana
v programu Columbus na zakladé barveni DAPI (Obr. 15 vlevo, modrd), a tim byl i uréen
celkovy pocet bunék ve vzorku. Neurity byly nalezeny v programu Columbus na zakladé
barveni protilatkou proti BIII-tubulinu (Obr. 15 vlevo, zelend) pomoci Neurite Finding Tool
(CSIRO Neurite Analysis method, (Wang et al. 2010), Obr. 15 vpravo) a nasledné byly

automaticky programem spocitany.

BllI-tubulin
DAPI

P neurity

Obréazek 15. Mikroskopie bunék obarvenych protilatkou proti BIII-tubulinu a DAPI. Vpravo:

Kvantifikace poétu neuriti na buiiku v po¢itatovém programu Columbus.

Procenta neuronil v diferencované buné¢né kultufe a pocty primarnich neuritii na neuron
byly stanoveny v programu ImageJ manualni analyzou dvou poli (pfiblizn¢ 300 bunék) pro
kazdy nezavisly biologicky replikat. Buriky s alesponl jednim vybézkem (neuritem) a s denzni
cytoplazmou, kterd se intenzivné barvila protilatkou proti BIII-tubulinu, byly oznaceny za
diferencované neurony. Ostatni buiiky nalezené pomoci barveni jader DAPI byly pocitany jako

nediferencované bunky. Primarni neurity, vybézky odstupujici pfimo z téla neuronu bez ohledu
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na dalSi nasledné vétveni, byly urCeny na zakladé barveni protilatkou proti BIII-tubulinu

a nasledné byly v programu ImageJ pomoci aplikace Cell Counter manualné spocitany.

8.15 Imunohistochemickeé barveni a mikroskopie

Mozky novorozenych mysi byly po disekci a promyti vychlazenym PBS fixovany pies noc
ve 4% formaldehydu (Penta). Pro imunohistochemické barveni byly z mysich mozka po
zamontovani do parafinu pfipraveny mikrotomem sagitalni fezy silné 6 pm, které byly
pieneseny na podlozni sklicka SuperFrost Plus. Parafinové fezy meduloblastomt jsme ziskali
od Dr. André O. von Buerena (Department of Pediatric Hematology and Oncology, University
Medical Center Hamburg-Eppendorf, Germany). Vzorky na sklickach byly deparafinovany,
rehydratovany a nasledné povatreny 20 minut v 10mM citrdtovém pufru, pH 6 za ucelem
optimalizace prezentace antigenu. Po promyti v PBS byla sklicka 15 minut inkubovana v 1%
roztoku H>O> v metanolu (blokace aktivity endogennich peroxiddz) a blokovana 1 hodinu
v roztoku 5% NGS (Jackson ImmunoResearch) v PBS. Poté byla skli¢ka pfes noc pii teploté
4°C inkubovana s primarni protilatkou. Pouzité primarni protilatky byly: rabbit polyclonal anti-
DISP3 protilatka (1: 500, Zikova et al. 2014), rabbit monoclonal Ki-67 (SP6) protilatka (1:100,
Diagnostic BioSystems) a rabbit polyclonal Anti-PCNA protilatka (1:1000, abcam). Barveni
bylo nasledné vizualizovano metodou avidin-biotin za pouziti ABC Kkitu (Vectastain)
a diaminobenzidinu (DAB) jako chromogenu. Vzorky byly dobarveny hematoxylinem,
reprezentativni obrazky byly snimany na mikroskopu Leica DM2000, s pouzitim po¢itacového
programu LAS EZ (Leica Microsystems). Ziskané snimky byly zpracovany v pocitacovém
programu ImageJ (Schneider et al. 2012).

Proliferujici buniky v mozecku novorozené mysi obarvené protilatkou proti Ki-67 antigenu
byly manualné pocitany v programu ImageJ s pouzitim aplikace Cell Counter. Analyzovany
byly zpravidla dvé aZ tii mysi ze dvou az tii nezavislych vrhii mlad’at pro kazdou linii 1 vék.
U kazdé mysi byla hodnocena vybrana oblast (ptiblizné¢ 300 bunék) ze ti fezl. Procenta Ki-67
pozitivnich bunék byla stanovena na zakladé¢ poméru mezi bufikami obarvenymi protilatkou
proti Ki-67 antigenu a bunkami Ki-67 negativnimi, které byly detekovany pomoci

hematoxylinového barveni.
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8.16 Experimentalni zvirata, priprava transgennich mysi

Chov mysi, pfiprava transgennich jedinct i veskeré in vivo exprerimenty byly provedeny
Vv souladu se smérnici 2010/63/EU o ochrané, chovu a vyuziti pokusnych zviiat a podle projektu
pokusu schvéleného rezortni komisi Ustavu molekularni genetiky AVCR (Ref. 24/2008
a 8/2016).

Za ucelem vytvofeni transgennich mys$i byla lidskd varianta genu DISP3 z plazmidu
pF1KSDA1337 (Kazusa, FXC00806) vlozena do Pacl-Pmel mista PLP promotorové kazety,
kterou nam laskavé poskytla prof. W. B. Macklin (School of Medicine Cell and Developmental
biology, University of Colorado). Tato kazeta obsahuje prvni exon a prvni intron genu Plp (Fuss
et al. 2000). Vznikly konstrukt byl mikroinjektovan do pronuklea oplodnéného vajicka mysi
kmene B6D2F1. Tato procedura byla provedena transgenni a reprodukéni jednotkou v Curychu
(Universitats Spital Zirich). Transgenni mysi byly po ovéfeni pfitomnosti vlozené kazety
pomoci PCR déle kiizeny s mySmi kmene B6D2F1 a mnozeny. Popsanym zpisobem byly
pfipraveny dvé nezavislé PLP/DISP3 pozitivni linie transgennich myS$i tg#10 a tg#39.
Genotypovani mysi probihalo na vzorku genomové DNA izolované z kone¢ku ocasu pomoci
PCR a qPCR za pouziti primert specificky rozpoznavajicich lidskou variantu genu DISP3 (Tab.
5).

F: 5"-GAAGGAGATAGAACCATG-3’
R: 5'-GCAGCCCAGGAAGAGCACC-3’
F: 5'-CAAAAGCCCACAGCCAATCG-3'
R: 5'-TACCGCCCATTCTTGCTCAG-3'

HuDISP3_1

HuDISP3_2

Tabulka 5. Primery pouZité pro genotypovani mysi.

8.17 Zpracovani vysledkii a statisticka analyza

Ziskana data byla zpracovana pomoci pocitacového programu Microsoft Excel 2013
(Microsoft) a nasledné pomoci programu GraphPad Prism (verze 6, GraphPad). V bodovych
grafech kazdy bod pfedstavuje nezdvisly biologicky replikat a stfedovd useCka znaci
aritmeticky primér. Ve sloupcovych grafech je znazornéna hodnota aritmetického priméru
analyzovanych vzork. Chybové usecky ukazuji velikost smérodatné odchylky. Statisticka
signifikance vysledkd uréena v programu GraphPad Prism pomoci neparového t-testu
s Welchovou korekci je v grafech znazornéna hvézdickami *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <
0,001, a ****p < 0,0001.
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9 Vysledky

9.1 DISP3 v mySich neuralnich buiikach in vitro

9.1.1 Vliv thyroidniho hormonu na expresi genu Disp3

Exprese genu Disp3 je in vitro a také in vivo regulovana pomoci receptoru thyroidnich
hormont (THRA, Zikova et al. 2009). Z toho divodu jsme se rozhodli sledovat vliv TH
(trijodthyroninu, T3) na hladinu Disp3 mMRNA také v mysich neuralnich kmenovych burnkach
NS-5. Zjistili jsme, ze ptidani T3 do média vede k narGstu exprese genu Disp3 v burnikach NS-
5 (Obr. 16A, Tab. 6) a naopak piitomnost kompetitivniho THR inhibitoru KB044146 v médiu
zpusobuje pokles hladiny Disp3 mMRNA v NS-5 burkach (Obr. 16B, Tab. 7).

5 25 T3 g 15,  THRinhibitor
o o +10°M T3
s 2,01 S

o % 10

i E

s 101 B

s 0 T 05

S 051 §

3 00, R 0,0

&  mh o 10° 107 10° & 0 107 10° 10°
Q q

koncentrace T3 (M) koncentrace THR inhibitoru (M)

Obréazek 16. Zména exprese genu Disp3 v disledku aktivace/inhibice THR v NS-5 burikach.
Hladina Disp3 mRNA byla stanovend metodou gPCR v NS-5 buiikach po ptidani riznych koncentraci
T3 (A) nebo THR inhibitoru (B) do média. Ubb byl pouzit jako referen¢ni gen. Znazornény jsou praméry

tf nezavislych vzorkt a smérodatné odchylky.
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koncentrace T3 (M)

Inh 0 107 107 10
Disp3/Ubb relativni 1,00 £ 1,22 + 1,30 £ 1,71 2,13 +
exprese Mean = SD 0,070 0,060 0,096 0,224 0,127

Tabulka 6. Relativni hladina Disp3 mRNA v NS-5 buiikach po pfidani riznych koncentraci T3

do média.

Hladiny mRNA byly stanoveny metodou gPCR, Ubb byl pouzit jako referen¢ni gen. V tabulce jsou

uvedeny primeéry tfi nezavislych vzorkli (Mean) + smérodatna odchylka (SD).

koncentrace THR inhibitoru (M)

0 107 105 10°
Disp3/Ubb relativni 1,00 £ 0,91+ 0,83 0,52 +
exprese Mean = SD 0,110 0,105 0,060 0,040

Tabulka 7. Relativni hladina Disp3 mRNA v NS-5 buiikach po pFidani riznych koncentraci THR
inhibitoru do média.
Hladiny mRNA byly stanoveny metodou gPCR, Ubb byl pouzit jako referen¢ni gen. V tabulce je uveden

primér tii nezavislych vzorkd (Mean) + smérodatna odchylka (SD).

9.1.2 Zména exprese genu Disp3 v disledku diferenciace neuralnich kmenovych bunék

NSC maji schopnost se ménit - diferencovat do tfi zakladnich neuralnich bunécnych typt:
do astrocytti, neuronti a oligodendrocytd. Diferenciaci bunék je mozné hodnotit pomoci detekce
exprese specifickych gend, tzv. markert. Nediferencované bunky exprimuji nestin (gen Nes),
jehoz exprese V pribéhu diferenciace neuralnich kmenovych bunék klesa (Frederiksen
a McKay 1988) a naopak dochazi k nartstu exprese markerti diferencovanych bunék. Za
marker astrocytd je povazovan gen Gfap (Jacque et al. 1978), neurony exprimuji neuronalné
specificky BllI-tubulin (gen Tubb3, Lee et al. 1990) a oligodendrocyty je mozné rozpoznat
pomoci detekce exprese genu Plpl (Naismith et al. 1985), nebo pomoci O4 antigenu (Sommer
a Schachner 1981, Obr. 17A).

Pro in vitro diferenciaci mySich neuralnich kmenovych bunék NS-5 byly pouzity dva typy
protokolti. Pfi pouziti prvniho diferencia¢niho protokolu dochéazi k diferenciaci bun¢k do
astrocytt, druhy postup podporuje vznik smésné kultury neuronti a oligodendrocyti. Vliv
diferenciace na expresi genu Disp3 jsme sledovali pomoci gPCR. Porovnanim hladin mRNA

Disp3 v jednotlivych bunéénych typech jsme zjistili, ze v nediferencovanych bunkach je
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hladina exprese Disp3 v porovnani s diferencovanymi buiikami vyrazné vys$si. V astrocytech
dochézelo k poklesu hladiny mRNA Disp3 az na ptiblizné polovinu oproti nediferencovanym
buikdm. Ve smésné kultuie oligodendrocyti a neuront nebyl zjistény pokles hladiny mRNA
tak silny, Disp3 mRNA byla pouze na 75 procentech puvodni hladiny mRNA
nediferencovanych bun¢k (Obr. 17B, Tab. 8). Diferenciaci buné€k jsme ovéfili pomoci gPCR
detekce mRNA gent Nes, Gfap, Tubb3 a Plpl. Mnozstvi mRNA genu Nes, typickeho
predevsim pro nediferencované bunky bylo u obou diferencovanych bunéénych kultur nizsi
Vv porovnani s vychozi hladinou a naopak exprese geni Gfap typického pro astrocyty, Tubb3
markeru neuronti a PIp1 specifického pro oligodnedrocyty byla v dusledku diferenciace bun¢k
do pfislusnych bunéénych typu vyrazné zvysena (Obr. 17C, Tab. 8).

Vysledky jsme déle potvrdili pomoci imunofluorescenéniho barveni bunék polyklonalni
protilatkou proti DISP3 proteinu. Pfitomnost proteinu DISP3 bylo mozné pozorovat
V cytoplazmé nediferencovanych bun€k. Naopak po diferenciaci byla hladina,
imunofluorescenéné barveného proteinu DISP3 v bunikach velice nizka a tento efekt byl
nejvyraznéj$i u astrocyti (Obr. 18). Diferenciaci bunék jsme ovéfili pomoci
imunofluorescenéniho barveni bunééné-specifickych markerdt GFAP (astrocyty), BllI-tubulin

(neurony) a O4 (Oligodendrocyty, Obr. 18 vlevo).
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Obrazek 17. Diferenciace neuralnich kmenovych bunék NS-5.
(A) Schématické znazornéni diferenciace neurdlnich kmenovych bunék NS-5 (bunééné-specificky
marker nestin) do astrocytl (bunééné-specificky marker GFAP), neuronii (buné¢né-specificky marker

BI1I-tubulin) a oligodendrocyti (bunééné-specifické markery gen Plpl a O4 antigen).
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Disp3 mRNA (B) a Nes, Gfap Tubb3 a PIp1 mRNA (C) stanovend metodou gPCR v diferencovanych
a nediferencovanych NS-5 burikach. Ubb byl pouzit jako referenéni gen. Znazornény jSou praméry tii

nezavislych vzorku, smérodatné odchylky a arovei statistické vyznamnosti (¥* P <0,01, *** P <0,001).

Nediferencované Astrocyt Neurony a
bunky y Oligodendrocyty
Disp3/Ubb relativni 1,00 + 0,056 0,45 + 0,062 0,75 + 0,068
exprese Mean + SD
Nes/Ubb relativni 1,00 + 0,123 0,64 + 0,085 0,39 + 0,033
exprese Mean + SD
Gfap/Ubb relativni 1,00 +0.223 2900 + 337 95,7 + 10,04
exprese Mean + SD
Tubb3/Ubb relativni 1,00 + 0,104 2.36 + 0,357 7,23+ 0,689
exprese Mean £ SD
Plp1/Ubb relativn 1,00 £ 0,132 7,30 £ 0,914 123 +9,42
exprese Mean + SD

Tabulka 8. Relativni hladina mRNA genta Disp3, Nes, Gfap Tubb3 a Plpl v diferencovanych
a nediferencovanych NS-5 buiikach.
Hladiny mRNA byly stanoveny metodou qPCR , Ubb byl pouzit jako referen¢ni gen. V tabulce jsou

uvedeny praméry tii nezavislych vzorkd (Mean) + smérodatna odchylka (SD).
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Nediferencované bunky

Astrocyty

Neurony

Oligodendrocyty

Obrazek 18. Protein DISP3 v diferencovanych a nediferencovanych NS-5 buiikach.

Imunofluorescencni barveni nediferencovanych a diferencovanych NS-5 bunék. Zelené protein DISP3,
Cervené bunécné-specifické markery GFAP (astrocyty), ll1-tubulin (neurony) a O4 (oligodendrocyty).
DAPI (modrd) bylo pouzito pro obarveni buné¢nych jader.

58



Pro detailnéjsi popsani zmén exprese Disp3 v mysich neuralnich kmenovych bunikach NS-5
béhem diferenciace jsme stanovili hladinu Disp3 mRNA v riznych ¢asech béhem diferenciace.
NS-5 bunky byly diferencovany do astrocytti (Obr. 19A). Pomoci qPCR jsme pozorovali ndhly
narast hladiny Disp3 mMRNA v bunkach prvni den po vyméné média za diferenciacni, coz uz
bylo v okamziku kdy exprese markeru nediferencovanych bunék nestinu poklesla a naopak
exprese markeru diferencovanych astrocytt Gfap zacala stoupat. V dalsich dnech Disp3 mRNA
uz pouze klesala, a to az na priblizné polovinu ptivodni exprese v nediferencovanych buiikach
(Obr. 19B, Tab. 9). Zvyseni hladiny Disp3 mRNA prvni den diferenciace ale nebylo provazeno
zménou na proteinové urovni. Hladina proteinu vizualizovaného imunofluorescenénim
znacenim byla vysoké v nediferencovanych buiikach a béhem diferenciace pouze klesala (Obr.
19C). Velice podobny vysledek jsme ziskali i pfi pouziti druhého typu diferenciace. Pii
diferenciaci NS-5 bun€k do neuront a oligodendrocyti (Obr. 20A) doslo nejprve k nartstu
hladiny Disp3 mRNA a teprve poté K jejimu poklesu na ptiblizné 75 procent pivodni hladiny
v nediferencovanych buikach (Obr. 205B, Tab. 10). Mnozstvi proteinu DISP3 sledované
pomoci imunofluorescenéniho barveni v pribéhu diferenciace pouze klesalo (Obr. 20C).

Ziskané vysledky by se daly shrnout tak, ze v porovnani s diferencovanymi astrocyty,
neurony nebo oligodendrocyty je exprese genu Disp3 v nediferencovanych bunkach vyssi. Dale
jsme zjistili, ze akoliv mnozstvi Disp3 mMRNA v pribéhu diferenciace kolisa, hladina proteinu
DISP3 béhem diferenciace neuralnich kmenovych bunék NS-5 do astrocytli, neuronti

a oligodendrocytli pouze klesa.
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Obrazek 19. Zména exprese genu Disp3 béhem diferenciace NS-5 bunék do astrocyti.

(A) Schématické znazornéni diferenciace neuralnich kmenovych bunék NS-5 do astrocytii.

(B) Hladina Disp3, Nes a Gfap mRNA stanovend v pribéhu diferenciace bunék do astrocytth metodou
gPCR. Ubb byl pouzit jako referen¢ni gen. V kazdém bod¢ je znazornén pramér tii nezavislych vzorki
a smérodatna odchylka.

(C) Imunofluorescenéni barveni nediferencovanych NS-5 bunék a bunék béhem diferenciace do

astrocytl. Zelen¢ protein DISP3, modie DAPI.
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Obréazek 20. Zména exprese genu Disp3 béhem diferenciace NS-5 bunék do neuroni
a oligodendrocyti.

(A) Schématické znazornéni diferenciace neuralnich kmenovych bunék NS-5 do neuroni
a oligodendrocyti.

(B) Hladina Disp3, Nes, Tubb3 a Plpl mRNA stanovena v prubéhu diferenciace bunék do neuroni
a oligodendrocytii metodou qPCR. Ubb byl pouzit jako referen¢ni gen. V kazdém bod¢ je znazornén
pramér tii nezavislych vzorkt a smérodatna odchylka.

(C) Imunofluorescen¢ni barveni nediferencovanych NS-5 bun&k a bunék béhem diferenciace do

neuront a oligodendrocyti. Zelené protein DISP3, modie DAPI.
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Diferenciace do astrocytil (dny)
0 1 2 3 4

Disp3/Ubb relativni 1,00 + 8,20 + 2,62 + 1,29 + 0,45 +
exprese Mean + SD 0,056 0,972 0,256 0,106 0,062

Nes/Ubb relativni 1,00 £ 0,37 + 0,55+ 0,68 + 0,64 +
exprese Mean = SD 0,123 0,046 0,039 0,063 0,085
Gfap/Ubb relativni 1,00 + 2144 + 1581 + 2059 + 2900 +
exprese Mean + SD 0,223 266 113 189 337

Tabulka 9. Relativni hladina mRNA genu Disp3, Nes a Gfap béhem diferenciace NS-5 bunék do

astrocyti.
Hladiny mRNA byly stanoveny metodou gPCR, Ubb byl pouzit jako referen¢ni gen. V tabulce jsou

uvedeny praméry tii nezavislych vzorkd (Mean) + smérodatna odchylka (SD).

Diferenciace do neuronti a oligodendrocytd (dny)
0 2 4 5 7 9

Disp3/Ubb relativni 100 | 264+ | 139+ | 111+ 0,69 + 0,75
exprese Mean + SD 0,056 0,084 0,166 0,049 0,020 0,068

Nes/Ubb relativni 100+ | 1,06+ | 097+ | 0,77 0,52 + 0,39+
exprese Mean + SD 0,155 0,008 0,112 0,033 0,013 0,033
Tubb3/Ubb relativni 100+ | 334+ | 405+ | 2,74+ 6,39 + 723+
exprese Mean + SD 0,104 0,313 0,480 0,182 0,357 0,689

Plp1/Ubb relativni 100+ | 361+ | 336+ | 482+ 45,7 £ 123 +
exprese Mean = SD 0,132 0,616 0,451 0,692 1,95 9,42

Tabulka 10. Relativni hladina mRNA gent Disp3, Nes, Tubb3 a Plpl béhem diferenciace NS-5
bunék do neuronti a oligodendrocyti.
Hladiny mRNA byly stanoveny metodou gPCR, Ubb byl pouzit jako referen¢ni gen. V tabulce jsou

uvedeny praméry tii nezavislych vzorki (Mean) + smérodatna odchylka (SD).
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9.1.3 Modulace exprese genu Disp3 v neuralnich buiikach

Za ucelem studia role proteinu DISP3 v neuralnich buiikach jsme piipravili experimenty, ve
kterych byla exprese genu Disp3 v buiikach in vitro snizena nebo zvySena. Pro tyto pokusy
jsme zvolili dvé mysi neuradlni bunécné linie. Prvni z nich byla linie mySich neuralnich
kmenovych bunék NS-5, ktera ma pfirozené relativné vysokou miru exprese genu Disp3
a druhou zvolenou linii byla linie mysich progenitorovych bunék C17.2, ve které je naopak

exprese genu Disp3 velice nizka (Obr. 21, Tab. 11).
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Obrazek 21. Exprese genu Disp3 v neuralnich buiikach NS-5 a C17.2.
Hladiny Disp3 mRNA byly stanoveny metodou qPCR, Ubb byl pouZit jako referenéni gen. Znazornény
jsou praméry tii nezavislych vzorku, smérodatné odchylky a uroven statistické vyznamnosti (¥*** P

<0,0001).

Disp3/Ubb relativni
exprese Mean = SD

NS-5 263 + 65,6
Cl17.2 1,00 £ 0,203

Tabulka 11. Relativni hladina Disp3 mMRNA v NS-5 a C17.2 buiikach.
Hladiny Disp3 mRNA byly stanoveny metodou qPCR, Ubb byl pouzit jako referenéni gen. V tabulce

jsou uvedeny priméry tii nezavislych vzorka (Mean) + smérodatna odchylka (SD).
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V mysich neuralnich kmenovych burikach NS-5 byla exprese genu Disp3 snizena pomoci
CRISPR/Cas9 technologie. Pro vnaseni mutaci do genu Disp3 byly navrzeny dvé guide RNA
(sgRNA). Prvni z nich, Disp3 sgRNA#1 cili komplex Cas9 nukledzy s RNA do druhého exonu
genu Disp3, druha, Disp3 sgRNA#2, je komplementarni se sekvenci v sedmém exonu (Obr.
22A). NS-5 buriky byly infikovany lentiviry, které kodovaly Cas9 nukleazu a dale bud’ Disp3
SgRNA#1 nebo Disp3 sgRNA#2 nebo neobsahovaly zadnou sekvenci pro guide RNA. Po
selekci bunék pomoci antibiotika puromycinu jsme ziskali tii typy bunéénych linii. Buné¢nou
linii s mutacemi v druhém exonu genu Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1), bunéénou linii
s mutacemi v sedmém exonu genu Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#2) a kontrolni buné¢nou linii
(NS-5 no sgRNA), ktera méla gen Disp3 bez mutaci.

Pfitomnost mutovanych alel genu Disp3 v bunécné kultuie byla potvrzena metodou T7
endonuclease 1 assay, pii které dochazi ke S$tépeni PCR fragmentl s mutaci pomoci
endonukleazy T7 za vzniku dvou fragmenti mensi velikosti (Obr. 22B). Softwarovou analyzou
gelu jsme poté urcili ptiblizné procentudlni zastoupeni mutovanych alel ve vzorku. Z vysledkt
vyplyva, Ze buiikky NS-5 Disp3 sgRNA#1 obsahovaly 86 az 89 procent mutovanych alel genu
Disp3 a buriky NS-5 Disp3 sgRNA#2 obsahovali 76 procent mutovanych alel genu Disp3 (Tab.
12). PCR fragment z bunék kontrolnich (NS-5 no sgRNA) nebyl T7 endonukleazou $tépen
(Obr. 22B).
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A

Disp3 (Ptchd?2) Disp3 sgRNA#1
Mus musculus
Target Exon2 (X’ PAM

...GGAGTTCTGCTGGAAGCCCCATGAGGTGC...
...CCTCAAGACGACCTTCGGGGTACTCCACG...

\//
H H - H—HH

...CGGCCCTGGGCCTCTGGAGCCTCTACATG...
...GCCGGGACCCGGAGACCTCGGAGATGTAC...

PAM (X, Target Exon7

Disp3 sgRNA#2
bp bp
— — < 524 T D s - < 551
B e < 383 S e <« 353
<C 198
< 141

NS-5 no sgRNA
NS-5 no sgRNA

NS-5 Disp3 sgRNA#1
NS-5 Disp3 sgRNA#2

Obrazek 22. Mutageneze genu Disp3 CRISPR/Cas9 technologii v NS-5 buiikach.

(A) Schéma mysiho genu Disp3 se znazornénymi misty cilené mutageneze pomoci Disp3 sgRNA
vedené CRISPR/Cas9 endonukledzy. Rozpoznavana sekvence 20 nukleotidd je oznafend modie
a sousedici PAM sekvence je oznacena Cervene.

(B) Potvrzeni vzniku inzeréné-dele¢nich mutaci v genu Disp3 metodou T7 endonuclease | assays
v nezavislych bunéénych kulturach infikovanych bud’ lentiviry s guide RNA (NS-5 Disp3 sgRNA#1
a NS-5 Disp3 sgRNA#2) nebo bez guide RNA (NS-5 no sgRNA). Cervena §ipka znazorfiuje pozici
nemutovaného, nestépeného fragmentu, modré Sipky oznacuji pozice fragmentl vzniklych Stépenim

mutované DNA.
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NS-5 Disp3 sgRNA#1 NS-5 Disp3 sgRNA#2
Uginnost mutageneze 86 % 89 % 76 % 76 %

Tabulka 12. U¢innost mutageneze genu Disp3 CRISPR/Cas9 technologii v NS-5 buiikach.
Procento mutovanych alel v nezavislych bunéénych kulturach infikovanych lentiviry s guide RNA (NS-
5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) bylo stanoveno programem ImageJ. Analyzovany byly

fragmenty v gelu vzniklé §tépenim PCR produktt T7 endonukledzou.

Kromé bun¢k NS-5 s CRISPR/Cas9 vnesenymi mutacemi do genu Disp3 jsme ptipravili
také buniky NS-5 sexpresi Disp3 snizenou pomoci shRNA. Buiky byly transfekovany
plazmidy pSilencer obsahujicimi bud’® nekomplementarni sekvenci (negativni kontrola:
pSilencer) nebo jednu ze dvou sekvenci pro vznik ShRNA modulujici Disp3 expresi (pSilencer
shDisp3). Dale jsme také vytvorili buniky s nadexpresi genu Disp3. Jak neuralni kmenové
buiiky NS-5 tak neurdlni progenitorové bunky C17.2 byly infikovany retroviry, které
obsahovaly bud’ lidskou variantu genu DISP3 exprimovanou pod konstitutivné aktivnim
promotorem (pBabe Disp3) nebo prazdny plazmid (pBabe) jako kontrolu.

Hladiny mRNA Disp3 ve vSech nové piipravenych liniich byly stanoveny pomoci gPCR
(Obr. 23A, Tab. 13). Prvni graf vlevo ukazuje, Ze NS-5 bunky s Disp3 genem mutovanym
pomoci CRISPR/Cas9 technologie (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2)
obsahovaly jen piiblizn¢ poloviéni mnozstvi Disp3 mRNA proti bunkam s nemutovanou
variantou Disp3 genu (NS-5 no sgRNA, Obr. 23A, Tab. 13). Tento efekt nastava
pravdépodobné v disledku degradace mRNA z mutovaného genu prostfednictvim NMD
(nonsense-mediated decay) drahy. Tato dréha je v buiikach aktivovana pfitomnosti mutované
mRNA obsahujici pted¢asny stop kodon (Baker a Parker 2004). V NS-5 burkach, kde byla
hladina Disp3 mRNA snizena pomoci shRNA (druhy graf, NS-5 pSilencer shDisp3)
nedochazelo k piili§ vyznamnému poklesu mnozstvi Disp3 mRNA, jen pfiblizné na 76 procent
hladiny mRNA v kontrolnich bunikach (NS-5 pSilencer, Obr. 23A, Tab. 13). Tteti graf ukazuje
zietelné zvysSeni Disp3 mMRNA v buiikach NS-5 po infekci retroviry nesoucimi gen DISP3 (NS-
5 pBabe Disp3) proti buikam kontrolnim (NS-5 pBabe, Obr. 23A, Tab. 13). Na ¢tvrtém grafu
je mozné vidét, ze v neuralnich progenitorovych bunikach C17.2 je efekt nadexprese Disp3 jesté
mnohem vyraznéjsi (C17.2 pBabe Disp3 oproti kontrolnim C17.2 pBabe) nez u NS-5 bunck
(Obr. 23A, Tab. 13). To je ale ptedevsim zpisobeno rozdilem hladin Disp3 mRNA
V ptivodnich, neovlivnénych, bunkach (Obr. 21, Tab. 11).
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Mnozstvi proteinu DISP3 ve sledovanych bunéénych liniich bylo ur¢enou metodou Western
blot (Obr. 23B) za pouziti krali¢i polyklonalni protilatky generované proti vysoce
konzervované C-terminalni doméné proteinu DISP3 (Zikova et al. 2014). Tato analyza
potvrdila, Ze doSlo k ovlivnéni exprese Disp3 nejen na urovni mRNA, ale také ptedevsim na
arovni proteinu.

Provedené analyzy nas presvédéily, ze jsme schopni pomoci technologii CRISPR/Cas9,
SshRNA a retroviralni transdukce a¢inné modulovat expresi genu Disp3 jak v neurdlnich

kmenovych bunkach NS-5 tak v neuralnich progenitorovych bunkach C17.2.

A Neuralni kmenové buriky Neuralni progenitorové buriky
NS-5 C17.2
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Obrazek 23. Zména exprese genu Disp3 v modifikovanych buiikach NS-5a C17.2.
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(A) Mnozstvi Disp3 mRNA stanovené metodou qPCR. NS-5 buriky infikované lentiviry s guide RNA
(NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) nebo bez guide RNA (NS-5 no sgRNA). NS-5 bunky
transfekované plazmidem pSilencer obsahujicim bud’ nekomplementarni, kontrolni sekvenci (NS-5
pSilencer) nebo sekvenci pro expresi ShRNA cilenou na Disp3 mRNA (NS-5 pSilencer shDisp3). NS-5
buriky infikované retroviry nesoucimi bud’ prazdny plazmid pBabe (NS-5 pBabe) nebo plazmid pBabe
s genem DISP3 (NS-5 pBabe Disp3). C17.2 buiky infikované retroviry nesoucimi bud’ prazdny plazmid
pBabe (C17.2 pBabe) nebo plazmid pBabe s genem DISP3 (C17.2 pBabe Disp3). Ubb byl pouzit jako
referen¢ni gen. Znazornény jsou priaméry nezavislych biologickych replikatd, smérodatné odchylky
a uroven statistické vyznamnosti (** P <0,01, *** P <0,001, **** P <0,0001).

(B) Zména hladiny proteinu DISP3 byla potvzena metodou Wester blot. Aktin slouZil jako kontrola pro
NS-5 buiikky, GAPDH pro C17.2 bunky.

NS-5 NS-5 NS-5
';lsé?\&) Disp3 Disp3 Sl?lliaier pSilencer
g sgRNA#L | sgRNA#2 | P shDisp3
E):S‘r’g’é ;Jfﬂbe;‘;'af'}s’g 1,00 + 0,58 + 0,60 + 1,00 + 0,76 +
P N 0,035(9) | 0,031(8) | 0,096(8) | 0,015(2) | 0,071 (4)
NS-5 C17.2
’\ésa-t?e pBabe CI31a752e pBabe
P Disp3 P Disp3
E):ng’é ;’It\’ﬂbe;‘;'af';g 1,00 + 576 + 1,00 + 4915 +
P N 0,065(7) | 789(7) | 0094(4) | 606 (4)

Tabulka 13. Relativni hladina Disp3 mRNA v buiikach se zménénou expresi genu Disp3.

Hladiny Disp3 mRNA byly stanoveny metodou qPCR, Ubb byl pouzit jako referen¢ni gen. V tabulce

jsou uvedeny priaméry nezavislych biologickych replikata (Mean) £ smérodatna odchylka (SD) a pocet

biologickych replikati (N).
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9.1.4 Proliferace neuralnich bunék s modulovanou expresi genu Disp3

Pii bézné kultivaci bunék jsme pozorovali, Ze NS-5 buriky s nadprodukci DISP3 (NS-5
pBabe Disp3) rostou zfetelné rychleji nez buiiky kontrolni (NS-5 pBabe). Toto je mozné také
vidét na ilustracnim obrazku €. 9. Zde byla na misky vyseta stejna mnozstvi kontrolnich bunék
a bunék s nadexpresi genu Disp3. Po nasledné kultivaci bylo mozné ve vybranych, stejné
velkych oblastech pozorovat 106 bunék kontrolnich (NS-5 pBabe) a 138 bunék s nadexpresi
genu Disp3 (NS-5 pBabe Disp3, Obr. 24).

NS-5 pBabe NS-5 pBabe Disp3
n=106 n=138

Obrazek 24. Riist NS-5 bunék s nadexpresi genu Disp3.

Reprezentativni obrazky ve fazovém kontrastu ukazujici rozdil v rychlosti ristu kontrolnich bunék
NS-5 (NS-5 pBabe, pocet bunék v zobrazené oblasti je 106) a bun€k s nadexpresi genu Disp3 (NS-5
pBabe Disp3, pocet bunék v zobrazené oblasti je 138).

Bunéénou proliferaci jsme se rozhodli kvantifikovat pomoci metody nazyvané ,,thymidine
incorporation assay“. Pfi této analyze je rychlost ristu bunék stanovena na zakladé mnozstvi
radioaktivné¢ znacené¢ho thymidinu inkorporovaného do nové vzniklé DNA. Rychlost
proliferace bunék se ménila v zavislosti na expresi genu Disp3. Jak u NS-5 bun¢k s mutovanym
genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2), tak i u NS-5 bunék se snizenou
hladinou Disp3 mRNA pomoci shRNA (NS-5 pSilencer shDisp3) je mozné pozorovat
zpomaleni proliferace na pfiblizné 60 procent ve srovnani s kontrolnimi buitkami (NS-5 no
SgRNA, NS-5 pSilencer). Naopak buiky s nadexpresi genu Disp3 (NS-5 pBabe Disp3 a C17.2
pBabe Disp3) rostou 1,4krat (NS-5) nebo 1,7krat (C17.2) rychleji nez buiiky kontrolni (NS-5
pBabe a C17.2 pBabe, Obr. 25, Tab. 14).
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Obrazek 25. Proliferace bunék s modulovanou expresi genu Disp3.
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Rychlost proliferace NS-5 bunék a C17.2 bunék s mutaci v genu Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5
Disp3 sgRNA#2), se snizenou expresi genu Disp3 (NS-5 pSilencer shDisp3) a se zvySenou expresi genu
Disp3 (NS-5 pBabe Disp3 a C17.2 pBabe Disp3) byla stanovena na zakladé méfeni inkorporace °H

Thymidinu do DNA. Znazornény jsou priaméry nezavislych biologickych replikatd, smérodatné

odchylky a aroven statistické vyznamnosti (** P <0,01, *** P <0,001, **** P <0,0001).

NS-5no | NS-5 Disp3 | NS-5Disp3 | NS5 psl?llirf:er
SgRNA sgRNA#1 | sgRNA#2 | pSilencer ShDisp3
Re'?g"%;ﬂﬁﬂiﬁ&ra‘ce 1,00 + 0,60 + 0,72 1,00 + 0,60 +
Mean 28D (N) | 0036(6) | 0066(5) | 0057(5) | 0111(3) | 0124 (4)
s paave | NSSPERE | CIT2 |
Disp3
Re'?g"%;ﬂﬁﬂiﬁ&ra‘ce 1,00 + 1,39 + 1,00 + 1,71+
Mean 28D (N) | 0077(D) | 0142(7) | 0207(6) | 0.143(6)

Tabulka 14. Relativni inkorporace *H Thymidinu do DNA bunék s modulovanou expresi genu

Disp3.

V tabulce jsou uvedeny priméry nezavislych biologickych replikati (Mean) + smérodatna odchylka

(SD) a pocet biologickych replikata (N).
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Déle jsme se rozhodli sledovat rychlost ristu NS-5 bun¢k s Disp3 sgRNA a NS-5 bunck
s pBabe Disp3 v delsim ¢asovém useku. Buiky byly pocitany kazdy druhy den a vysledky jsou
uvedeny jako kumulativni po¢et bunék (Obr. 26A). Obrézek 26B a tabulka 15 ukazuji nazorngji
vysledky pro dva vybrané dny, den ctvrty a den desaty. Také tyto vysledky potvrzuji, ze buniky
s mutovanym genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) rosou pomaleji
nez bunky kontrolni (NS-5 no sgRNA) a naopak buriky s nadexpresi genu Disp3 (NS-5 pBabe
Disp3) rostou rychleji nez bunky kontrolni (NS-5 pBabe).

A
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Obrazek 26. Riist NS-5 bunék s modulovanou expresi genu Disp3.

(A) NS-5 buriky s mutaci v genu Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) a s nadexpresi
genu Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) byly pocitany kazdy druhy den a ziskané hodnoty jsou zde uvedeny
jako kumulativni pocet bun¢k. Znazornény jsou praméry tii nezavislych biologickych replikatu.

(B) Kumulativni po¢et bunék den 4. a den 10. Znazornény jsou tii nezavislé biologickeé replikaty, jejich

pramér, smérodatna odchylka a Giroven statistické vyznamnosti (* P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001).
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NS-5 no NS-5 Disp3 | NS-5 Disp3 i NS-5 pBabe
SQRNA | sgRNA#1L | sgRNA#2 | NS-opBabe | i s
K“;nmf‘f(lgni p4°éet 548 x 107+ | 294x 107+ | 3.33x 107+ | 486 x 107 + | 7,81 x 107 +
unck den . 6,41x10° | 1,61x10° | 052x108 | 1,15x10° | 7.60 x 10°
Mean + SD
K‘tm“é‘i‘{“gn; Il’gcet 1,07 x 10 + (0,27 x 10 + | 0,41 x 101 + | 0,81 x 10 + | 3,72 x 10 +
K;Ilean fSD © 1 1,39x10% | 0,34x10° | 0,36x10% | 0,41x10° | 6,96 x 10%

Tabulka 15. Kumulativni pocet NS-5 bunék s modulovanou expresi genu Disp3 4. a 10. den.
V tabulce je uveden kumulativni pocet bun€k coz je prumér hodnot téi nezavislych biologickych
replikata (Mean) £ smérodatna odchylka (SD).

Piedchozi vysledky jsme také potvrdili pomoci imunofluorescenéni barveni bunék, pii
kterém jsme detekovali ptitomnost antigenu Ki-67. Jaderny antigen Ki-67 se vyskytuje pouze
v proliferujicich burikach (Gerdes et al. 1983). Ve srovnani s kontrolnimi buitkami (NS-5 pBabe
Disp3), NS-5 bunky s nadexpresi Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) vykazovaly podstatné vyssi
mnozstvi Ki-67 pozitivnich bunék (Obr. 27 vpravo). Piesny pocet Ki-67 pozitivnich bun¢k byl
ur¢en pomoci automatické obrazové analyzy. Pro nasnimani vzorku a vyhodnoceni dat jsme
pouzili automaticky mikroskop Operetta a program Columbus. Jako Ki-67 pozitivni byly
pocitany buiiky s mirou intenzity fluorescence vyssi neZ byla stanovena bazalni hladina. Také
automaticka obrazové analyza prokazala vliv Disp3 exprese na bunéc¢nou proliferaci, protoze
vzorek s nadexpresi Disp3 obsahoval ptiblizné 1,3krat vice Ki-67 pozitivnich bunék nez vzorek
kontrolni (Obr. 27 vlevo, Tab. 16).

Celkoveé tyto vysledky ukazuji, ze zvySena exprese genu Disp3 podporuje rist bunék

a naopak snizeni exprese genu Disp3 vede k poklesu proliferacni aktivity bunék.
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Obréazek 27. Relativni rychlost proliferace NS-5 bunék s nadexpresi genu Disp3.

Pocet proliferujicich bunék (Ki-67 obarvenych) s nadexpresi genu Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) a bunék
kontrolnich (NS-5 pBabe) byl stanoven pomoci automatického mikroskopu Operetta a programu
Columbus. Znazornény jsou nezavislé biologické replikaty, jejich primér, smérodatnad odchylka
auroven statistické vyznamnosti (* P <0,05). Vpravo jsou reprezentativni obrazky
imunofluorescenéniho barveni buné¢k NS-5 s nadexpresi genu Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) a bunék
kontrolnich (NS-5 pBabe) protilatkou Ki-67 (¢erveng).

NS-5 pBabe

NS-5 pBabe Disp3

Relativni pocet
proliferujicich bunék 1,00 £ 0,169 1,28 + 0,091
Mean + SD

Tabulka 16. Relativni poet proliferujicich bunék s nadexpresi genu Disp3.
Pomoci automatického mikroskopu Operetta a programu Columbus byly poéitany Ki-67 pozitivni
buriky. V tabulce jsou uvedeny priméry péti nezavislych biologickych replikati (Mean) + smérodatna

odchylka (SD).
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9.1.5 Bunéény cyklus NS-5 bunék s modulovanou expresi genu Disp3

Pro stanoveni u¢inku Disp3 exprese na priichod bun€k bunéénym cyklem jsme se rozhodli
pouzit metodu priitokové cytometrie. Analyza bunék v jednotlivych fazich bunécného cyklu
ndm ukézala, Ze jak v dtsledku mutace genu Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3
SgRNA#2) tak i v dusledku jeho nadexprese (NS-5 pBabe Disp3) dochazi u NS-5 bun¢k ke
zmén¢ v distribuci buné€k v ramci jednotlivych fazi bunééného cyklu. Pro buriky s mutovanym
genem Disp3 plati, ze proti kontrole (NS-5 no sgRNA) se zvySuje jejich podil v G2/M fazi.
Naopak bunék s nadexpresi genu Disp3 bylo v G2/M fazi proti kontrole (NS-5 pBabe) méné
a jejich akumulaci miizeme pozorovat spise v S fazi bunééného cyklu (Obr. 28, Tab. 17). Tyto

vysledky tak ukazuji, Ze modulace exprese genu Disp3 ziejm¢ také miuze ovliviiovat buné¢ny

cyklus.
*%
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NS-5 no sgRNA
NS-5 pBabe
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NS-5 Disp3 sgRNA#1
NS-5 Disp3 sgRNA#2

Obréazek 28. Prichod NS-5 bunék s modulovanou expresi genu Disp3 bunéénym cyklem.

Distribuce NS-5 bunék s mutovanym genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2),
NS-5 bung¢k s nadexpresi Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) a NS-5 bunék kontrolnich (NS-5 no sgRNA a NS-
5 pBabe) v jednotlivych fazich buné¢ného cyklu. Bunky byly sledovany pomoci prutokové cytometrie.
Kazda hodnota je primérem tii nezavislych biologickych replikati, zndzornéna je Groven statistické

vyznamnosti (* P <0,05, ** P <0,01).
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NS-5 no NS-5 Disp3 | NS-5 Disp3
SgRNA sgRNA#1 SgRNA#2

NS-5 pBabe

NS-5 pBabe Disp3

Procento bunék
v G2/M fazi 46,1+1,70 | 53,6+180 | 595+0,23 | 44,7+£190 | 40,5+1,68
Mean + SD

Procento bunék

vSfaziMean+| 285+0,81 | 242+091 | 220+0,69 | 258+1,10 | 30,4+0,21

SD

Procento bunék

v Gl fazi Mean | 255+1,22 | 222+1,17 | 185+0,65 | 296+0,82 | 29,2+ 1,48

+SD

Tabulka 17. Procenta NS-S bunék s modulovanou expresi genu Disp3 v jednotlivych fézich
bunééného cyklu.

Procenta bunék v jednotlivych fazich bunééného cyklu byla stanovena pomoci priitokové cytometrie. V
tabulce jsou uvedeny prumery tii nezavislych biologickych replikatl (Mean) + smérodatna odchylka
(SD).

9.1.6 Vlivzmén v expresi genu Disp3 na senescenci a apoptozu

Z piedchozich vysledku je patrné, Ze gen Disp3 ma vliv na rast bun¢k a bunéény cyklus.
Rozhodli jsme se proto stanovit zda tento gen ovliviiuje také bunééné starnuti a smrt. Za timto
ucelem jsme sledovali senescenci a apoptdézu NS-5 bunék se zménénou expresi genu Disp3.

Senescentni buniky se od proliferujicich bun¢k odlisuji jak morfologicky tak i funk¢né.
Senescentni bunky jsou vétsi a produkuji SA-B-galaktosidazu (senescense-assocoated [3-
galaktosidase), kterou lze detekovat histochemickym barvenim. Pfitomnost senescentnich
bungk byla stanovena v buné&né kultufe po dlouhé kultivaci. U bunék s mutovanym genem
Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) je mozné sporadicky pozorovat vyskyt
senescentnich bunék (modra), naopak u bunék kontrolnich (NS-5 Disp3 no sgRNA) se takovéto
buriky prakticky vibec nevyskytuji (Obr. 29).
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NS-5nosgRNA NS-5 Disp3 sgRNA#1 ~ NS-5 Disp3 sgRNA#2

-

Obrazek 29. Piitomnost senescence v bunééné kultui'e s mutovanym genem Disp3
NS-5 burniky s mutaci v genu Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) a bunky kontrolni
(NS-5 no sgRNA) byly po prodlouzené kultivaci testovany na piitomnost SA-B-galaktosidazy.

Senescentni buriky byly vizualizovany pomoci X-Gal barveni (modrd).

V dal§im experimentu jsme se rozhodli sledovat u NS-5 bun¢k buné¢nou smrt - apoptozu.
Apoptdzu jsme indukovali pomoci poskozeni bunék y zafenim. NS-5 buiky s mutovanym
genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) a s nadexpresi genu Disp3 (NS-
5 pBabe Disp3) byly stejné jako bunky kontrolni (NS-5 no sSgRNA a NS-5 pBabe) ozareny
davkou 0 Gy nebo 5 Gy na kobaltovém ozafova¢i (°Co). Apoptoza byla stanovena po jednom
dni od ozafeni na zaklad¢ aktivace kaspaz 3 a 7 pomoci pritokové cytometrie. Ze ziskanych
vysledku vyplyva, Zze u neozafenych bunék je procento apoptotickych bunék velice nizké
a u vSech linii srovnatelné (Obr. 30 ¢erna, Tab. 18 horni fadek). Ozafené buniky S mutovanym
genem Disp3 ale maji v apoptdze vice procent bunék (37 % a 49 %) nez buiiky kontrolni
(33 %). Naopak u bunék s nadexpresi genu Disp3 je mozné pozorovat lehké snizeni procenta
apoptotickych bunék v kultufe po ozafeni (32 %) v porovnani s kontrolou (35 %, Obr. 30 seda,
Tab. 18 spodni tadek).

Tyto vysledky jsou pouze pifedbézné a budou na n¢ navazovat dalsi pokusy, které uz nejsou
soucasti predkladané prace. Z toho diivodu byl tento experiment proveden pouze jednou bez
biologickych replikath a tudiz u téchto vysledkii neni uvedena smérodatna odchylka ani tiroven

statistické vyznamnosti.
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60 %1 @ 0 Gy
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40 %

20 %1

Bunky v apoptéze

E

NS-5 no sgRNA
NS-5 pBabe
NS-5 pBabe Disp3

NS-5 Disp3 sgRNA#1
NS-5 Disp3 sgRNA#2

Obrazek 30. Apoptdza NS-5 bunék s modulovanou expresi genu Disp3.

Po ozarfeni NS-5 bunék s mutovanym genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2),
bunék s nadexpresi Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) a bun¢k kontrolnich (NS-5 no sgRNA a NS-5 pBabe)
davkou 0 nebo 5 Gy byl pocet apoptotickych bun¢k stanoven pomoci pritokové cytometrie. Pro kazdou

hodnotu byl mé&fen jeden biologicky replikat.

NS-5n0 | NS-5 Disp3 | NS-5 Disp3 NS-5 pBabe
SQRNA | sgRNA#L | sgRNA#2 |\S-opBabe i s
Procento
apoptotickych bunék, 9,45 11,35 9,20 10,40 10,20
0 Gy
Procento
apoptotickych bunék, 32,65 37,10 49,20 34,80 31,60
5 Gy

Tabulka 18. Procenta apoptotickych NS-5 bunék s modulovanou expresi genu Disp3 po ozafeni.
Procenta apoptotickych bunék byla stanovena pomoci prutokové cytometrie na zaklad¢ barveni kaspaz

3a7.V tabulce je uvedena vzdy hodnota jednoho méteného biologického replikatu.
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9.1.7 Spontanni diferenciace neuralnich bunék v dusledku modulace exprese genu
Disp3

U nediferencovanych neuralnich bunék prokazaly piedchozi vysledky vliv exprese genu
Disp3 na rist bun¢k, bunéény cyklus a bunéénou smrt. Dale jsme se u téchto bunék zaméfili na
schopnost udrzet si za normalnich ristovych podminek kmenovost, tj. schopnost sebeobnovy
bez znamek spontanni diferenciace. Pti porovnani kontrolnich bunék NS-5 (NS-5 no sgRNA)
abun¢k s CRISPR/Cas9 mutovanym genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA) bylo mozné
pozorovat u bun¢k s modifikovanym genem Disp3 morfologické zmény (Obr. 31). Tyto buiiky
méli jiny tvar a prodlouzené vybézky (Obr. 31 cervené Sipky). To naznacovalo, Ze u bunck
mutovanym genem Disp3 dochazi béhem kultivace k postupné spontanni diferenciaci do

neuronu.

NS-5 no sgRNA NS-5 Disp3 sgRNA

Obrazek 31. Morfologie NS-5 bunék s mutovanym genem Disp3.

Zména tvaru nediferencovanych NS-5 bunék v diisledku mutace v genu Disp3. Reprezentativni obrazky
(fazovy kontrast) bunék kontrolnich (NS-5 no sgRNA) a bunék s mutovanym genem Disp3 (NS-5 Disp3
SgRNA), u kterych je mozné pozorovat pfitomnost prodlouzenych vybézku (Cervené Sipky).
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U nediferencovanych neurdlnich kmenovych a progenitorovych bunék miize dochazet
k tomu, Ze n¢€které z nich i za béZnych kultiva¢nich podminek v médiu podporujicim jejich rust
ztrdci svou schopnost symetrického déleni a sebeobnovy. Tyto buiiky spontanné, bez vlivu
vnéjsich faktord, diferencuji a to pfedevs§im do neuront (Obr. 32A). Toto se projevi nejen na
zméné morfologie bunck, ale také na expresi specifickych bunéénych markert. U bunék
v kultufe tak dochazi k poklesu exprese nestinu (Nes, marker nediferencovanych bunék,
Frederiksen a McKay 1988) a naopak se zvysuje hladina neuron specifického genu Tubb3 (B111-
tubulin, market neurond, Lee et al. 1990).

Vysledky gPCR analyzy exprese nestinu a BllI-tubulinu ukazaly, Zze zména v expresi genu
Disp3 ma vliv na hladinu mRNA téchto genti. NS-5 buniky s mutovanym genem Disp3 (NS-5
Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) a NS-5 bunky se snizenou hladinou Disp3 mRNA
pomoci sShRNA (NS-5 pSilencer shDisp3) obsahuji méné Nes mRNA (Obr. 32B vlevo, Tab. 19
horni fadek), a to pfiblizn€ 90 procent mnozstvi detekovaného v buitkach kontrolnich (NS-5
Disp3 no sgRNA a NS-5 pSilencer) a naopak ptiblizn¢ 1,2krat vice Tubb3 mRNA (Obr. 32C
vlevo, Tab. 20 horni fadek). Opa¢ny trend je mozné pozorovat u bunék s nadexpresi genu Disp3
(NS-5 pBabe Disp3 a C17.2 pBabe Disp3). Tyto bunky maji proti kontrolam (NS-5 pBabe
a C17.2 pBabe) hladinu nestinu slabé zvySenou (Obr. 32B vpravo, Tab. 19 dolni tadek)
a hladinu Bll1-tubulinu sniZzenou pftiblizné na 90 procent (NS-5) nebo 60 procent (C17.2, Obr.
32C vpravo, Tab. 20 dolni fadek).
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Obrazek 32. Spont

nediferencovanych bunék nestin) do neuront (bunééné-specificky marker pli1-tubulin).
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Hladiny Nes mRNA, (B) a Tubb3 mRNA (C) byly stanoveny metodou qPCR v NS-5 a C17.2 buiikach
s mutovanym genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2), se sniZzenou expresi genu
Disp3 (NS-5 pSilencer shDisp3) a se zvySenou expresi genu Disp3 (NS-5 pBabe Disp3 a C17.2 pBabe
Disp3). Ubb byl pouzit jako referenéni gen. Znazornény jsou praméry nezavislych biologickych

replikatt, smérodatné odchylky a tiroven statistické vyznamnosti (* P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001,

Hkkk P <0,0001).

NS-5no | NS-5Disp3 | NS-5Disp3 | NS-5 pSI?Ili;lier
SgRNA SgRNA#1 SQRNA#2 pSilencer shDisp3
’\éisé igg ,(fl:gr']"f' 1,00 + 0,044 | 0,91 +0,038 | 0,88 + 0,091 | 1,00 £ 0,029 | 0,88 + 0,071
& () (®) (®) ®) 2) 3)
i NS-5 pBabe C17.2 pBabe
NS-5 pBabe Disp3 C17.2 pBabe Disp3
Nes/Ubb relativni |1 o 4 040 | 1,15 + 0,080 | 1,00 + 0,042 | 1,07 + 0,065
exprese Mean + ) ) @) @)
SD (N)

Tabulka 19. Relativni hladina Nes mMRNA v nediferencovanych buiikach.

Hladiny mRNA byly stanoveny metodou gPCR , Ubb byl pouzit jako referen¢ni gen. V tabulce jsou

uvedeny praméry nezavislych biologickych replikati (Mean) * smérodatna odchylka (SD) a pocet
biologickych replikatt (N).

NS-5n0 | NS-5Disp3 | NS-5Disp3 | NS5 pSl?Ilg;l?:er
SgRNA SgRNA#1 SgRNA#2 pSilencer shDisp3
rel;‘fsgf‘gisrbese 1,00+ 0,048 | 1,120,078 | 1,27 +0,10 | 1,00+ 0,110 | 1,16 + 0,140
el IO © ) @ @
NS-5 pBabe ngifp%abe C17.2 pBabe C17[')2is‘;'gabe
rel;‘fsgf‘é L;Srbese 1,00+ 0,036 | 0,88 + 0,038 | 1,00 + 0,163 | 0,62 + 0,151
Mean + SD (N) ®) ©) “) (4)

Tabulka 20. Relativni hladina Tubb3 mRNA v nediferencovanych buiikach.

Hladiny mRNA byly stanoveny metodou gPCR , Ubb byl pouzit jako referen¢ni gen. V tabulce jsou

uvedeny praméry nezavislych biologickych replikati (Mean) * smérodatna odchylka (SD) a pocet
biologickych replikati (N).
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Vysledky ziskané metodou gPCR jsme se rozhodli potvrdit pomoci mikroskopie. NS-5
bunky s mutovanym genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2), NS-5
buriky s nadexpresi genu Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) a buiiky kontrolni (NS-5 no sgRNA a NS-
5 pBabe) byly imunofluorescenéné obarveny protilatkou proti BlIl-tubulinu a nasnimany
automatickym mikroskopem Operetta. Pro analyzu ziskanych dat byl pouzit program
Columbus, pomoci kterého jsme urcili relativni zastoupeni BllI-tubulin pozitivnich bun¢k
Vv populaci. Pocitany byly bunky, u kterych intenzita fluorescence ptekrocila zvolenou bazalni
hladinu a jejich mnozstvi bylo normalizovano na celkovy pocet bun¢k stanoveny pomoci
barveni jader DAPI. Timto zptisobem jsme zjistili, Ze v populaci bun¢k s mutovanym genem
Disp3 je mozné pozorovat az tiikrat vice BllI-tubulin pozitivnich bunék nez v populaci bunék
kontrolnich. Opacny efekt ma nadexprese genu Disp3. Pocet BllI-tubulin pozitivnich bunék
u této populace totiz klesa na piiblizné polovinu v porovnani s kontrolou (Obr. 33, Tab. 21).
Vliv modulace exprese genu Disp3 na NS-5 burky je mozné vidét také na ilustraénim obrazku
(Obr. 33 vpravo).

Vysledky ziskané jak pomoci gPCR tak pomoci automatické obrazové analyzy nam ukazuji,
7ze pokles Disp3 exprese u neuralnich bunék vede k poklesu hladiny markeru
nediferencovanych bunék nestinu a naopak k nartstu mnozstvi Bll1-tubulinu v buiikach, a to
jak na urovni mRNA, tak i na Girovni proteinu. Zcela opacny efekt je pak mozné pozorovat pfi
nadexpresi Disp3. Tato zjisténi potvrzuji, ze DISP3 podporuje u neuralnich bun€k udrzeni
jejich kmenovosti a naopak pii jeho poklesu dochéazi ke zvyseni spontanni diferenciace bunék

do neurond.
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Obrazek 33. Spontanni diferenciace NS-5 bunék s modulovanou expresi genu Disp3 do neuroni.

Relativni pocet BI1I-tubulin pozitivnich bunék s mutovanym genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-
5 Disp3 sgRNA#2), bunék s nadexpresi Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) a bunék kontrolnich (NS-5 no
SgRNA a NS-5 pBabe) byl stanoven pomoci automatického mikroskopu Operetta a programu Columbus
na zakladé barveni nediferencovanych NS-5 bun¢k BIII-tubulin protilatkou a DAPI. Znazornény jsou
nezavislé biologické replikaty, jejich primér, smérodatna odchylka a Giroveti statistické vyznamnosti (*
P <0,05, *** P <0,001, **** P <0,0001). Vpravo jsou reprezentativni obrazky imunofluorescenéniho

barveni NS-5 bunék BllI-tubulin protilatkou (zelen€) a DAPI (modfe).

NS-5 no NS-5 Disp3 | NS-5 Disp3
SgRNA sgRNA#1 SgRNA#2

NS-5 pBabe

NS-5 pBabe Disp3

Relativni pocet
Bl-tubulin
pozitivnich bunék
Mean + SD

1,00 +£0,187 | 2,97 + 0,248 | 2,82 + 0,346 | 1,00 + 0,144 | 0,46 + 0,034

Tabulka 21. Relativni pocet B111-tubulin pozitivnich bunék.
Pomoci automatického mikroskopu Operetta a programu Columbus byly pocitany BIlI-tubulin
imunofluorescenéné znacené burky. V tabulce jsou uvedeny priméry nezavislych biologickych

replikatt (Mean) + smérodatna odchylka (SD).
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9.1.8 Diferenciace neuralnich kmenovych bunék NS-5 s modulovanou expresi genu
Disp3

Ve druhé kapitole vysledkl tykajicich se neurdlnich bunck jsme se zabyvali zménami
v expresi genu Disp3, ke kterym dochazi v disledku diferenciace neuralnich kmenovych bun¢k
NS-5 do astrocytti, neuronti a oligodendrocytt. V nésledujici kapitole jsme se naopak zaméiili
nato, jak zména v expresi genu Disp3 ovliviiuje diferenciacni potencial NS-5 bun¢k. Kultivace
NS-5 bun¢k ve dvou riznych médiich podporujicich diferenciaci vede ke zméné
nediferencovanych bunék bud’ na astrocyty, nebo na neurony a oligodendrocyty. Rozdily v in
vitro diferenciaci NS-5 bunék s CRISPR/Cas9 mutovanym genem Disp3 a NS-5 bunék
s nadexprimovanym genem Disp3 byly stanoveny pomoci bunééné specifickych markera:
GFAP (astrocyty), BllI-tubulin (neurony) a Plpl nebo O4 (oligodendrocyty).

Neuralni kmenové buitky NS-5 s mutovanym genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5
Disp3 sgRNA#2), s nadexpresi genu Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) a buiiky kontrolni (NS-5 no
SgRNA a NS-5 pBabe) byly inkubovany v diferencia¢nim médiu podporujicim vznik astrocytd
(Obr. 34A). Tento typ diferenciace byl vysoce efektivni, protoze téméf v§echny burniky v kultuie
se zmé&nily na astrocyty. Piesto je ale mozné u pIné diferencovanych populaci bunék pozorovat
ur¢ité rozdily. Pomoci metody qPCR jsme zjistili, Ze buniky S mutovanym genem Disp3
exprimuji po diferenciaci gen Gfap vice nez diferencované bunky kontrolni a naopak
u populace diferencovanych bun¢k s nadexpresi genu Disp3 je mozné nalézt méné Gfap mRNA
nez u populace bunék kontrolnich (Obr. 34B, Tab. 22 horni fadek).

Popsané rozdily pozorované na irovni mRNA byly ale velice malé. To mohlo byt zptisobeno
zminénou vysokou efektivitou tohoto typu diferenciace. Astrocyty se ale i v rdmci jedné kultury
od sebe lisily velikosti, tvarem a hladinou GFAP proteinu. Proto jsme se rozhodli stanovit miru
diferenciace jednotlivych bunécnych linii pomoci imunofluorescen¢niho barveni. Cytoplazma
astrocyt byla obarvena pomoci protilatky proti GFAP proteinu a jadra bunék byla
vizualizovana pomoci DAPI. Obrazky nasnimané automatickym mikroskopem Operetta jsme
analyzovali v programu Columbus. VSechny buiiky byly na zakladé velikosti, tvaru a intenzity
fluorescence barveného GFAP proteinu rozdéleny do ¢tyi skupin. Vyhodnoceni vysledkt
ukazalo, ze rozdily mezi jednotlivymi bunéénymi liniemi je mozné pozorovat ve skupiné
,,vysoce diferencovanych astrocyti“. U bun¢k s mutaci v genu Disp3 byl relativni pocet vysoce
diferencovanych astrocytl pfiblizné 1,3krat vyssi neZ u bunék kontrolnich, naopak u astrocyti
z bun¢k nadexpreimujicich Disp3 bylo mozné pozorovat pokles na pfiblizn¢ 50 procent proti

kontrole (Obr. 34C vlevo, Tab. 22 dolni fadek). ZvySeni nebo naopak snizeni poétu vysoce
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diferencovanych astrocytti v disledku manipulace Disp3 exprese je mozné pozorovat i na

ilustracnim obrazku 34C vpravo.
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Obrazek 34. Diferenciace NS-5 bunék s modulovanou expresi genu Disp3 do astrocyti.

(A) Schématické znazornéni diferenciace neuralnich kmenovych bunék NS-5 do astrocytti (bunécné-
specificky marker GFAP).

(B) Hladina Gfap mRNA byla stanovena metodou qPCR v NS-5 bunkach po diferenciaci do astrocytu.
NS-5 buiiky s mutovanym genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) a buiiky
kontrolni (NS-5 no sgRNA), dale NS-5 buniky s nadexpresi Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) a buiiky
kontrolni (NS-5 pBabe). Ubb byl pouzit jako referen¢ni gen. Znazornény jsou nezavislé biologické

replikaty, jejich primér, smérodatna odchylka a Grovei statistické vyznamnosti (* P <0,05, ** P <0,01).
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(C) Relativni pocet ,,vysoce diferencovanych astrocyti“ byl stanoven pomoci automatického
mikroskopu Operetta a programu Columbus na zakladé barveni bunék GFAP protilatkou a DAPI.
Znazornény jsou praméry nezavislych biologickych replikati, smérodatna odchylka a uroven statistické
vyznamnosti (** P <0,01, **** P <0,0001). Vpravo jsou reprezentativni obrazky

imunofluorescenéniho barveni NS-5 bunék GFAP protilatkou (zelen¢€) a DAPI (modie).

NS-5n0 | NS-5Disp3 | NS-5 Disp3
SgRNA SgRNA#1 | sgRNA#2

NS-5 pBabe

NS-5 pBabe Disp3

Gfap/Ubb relativni
exprese Mean + SD

Relativni pocet
vysoce
diferencovanych
astrocyti Mean + SD

1,00 +£0,106 | 1,12 + 0,069 | 1,08 + 0,053 | 1,00 + 0,063 | 0,88 + 0,068

1,00 £ 0,063 (1,32 +0,224|1,35+ 0,212 1,00 £ 0,082 0,49 + 0,170

Tabulka 22. Relativni kvantifikace diferenciace NS-5 bunék s modulovanou expresi genu Disp3
do astrocyti.

Prvni fadek: Relativni hladina Gfap mRNA v NS-5 bunkach po diferenciaci do astrocyti stanovena
metodou gPCR, Ubb byl pouzit jako referenéni gen. Druhy fadek: Relativni pocet vysoce
diferencovanych astrocytli stanoveny pomoci automatického mikroskopu Operetta a programu
Columbus. Buriky pro analyzu byly obarveny GFAP protilatkou a DAPI. V tabulce jsou uvedeny
praméry nezavislych biologickych replikati (Mean) + smérodatna odchylka (SD).

Pro stanoveni vlivu modulované exprese genu Disp3 na diferenciaci neuralnich kmenovych
bunék NS-5 do neuront jsme sledovali expresi markeru neuront BllI-tubulinu (Tubb3, Obr.
20A). Hladina Tubb3 mRNA byla méfena metodou qPCR v butikach po in vitro diferenciaci
do neurontl (Obr 20A). U vSech bunécnych linii doslo v disledku diferenciace do neuront ke
zvySeni mnozstvi Tubb3 mRNA proti nediferencovanym bunikam. Také je ale mozné pozorovat
rozdily mezi jednotlivymi buné¢nymi liniemi. Butiky s mutovanym genem Disp3 (NS-5 Disp3
SgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) obsahuji ptiblizné 1,2krat vice Tubb3 mMRNA v porovnani
s kontrolou (NS-5 no sgRNA), naopak bunky s nadexpresi Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) maji
hladinu Tubb3 mRNA snizenou na pfiblizné 80 procent hladiny nalezené v bunkach
kontrolnich (NS-5 pBabe, Obr. 35B, Tab. 23 prvni fadek).

U bunek diferencovanych do neuronli jsme pozorovali pritomnost dlouhych vybézkt —

neuritd (Obr. 35C vpravo). Neurity je mozné sledovat pomoci mikroskopie diky jejich
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schopnosti vyrazné se imunofluorescenéné barvit protilatkou proti fl11-tubulinu. Do neuronti
diferencované NS-5 bunky s mutaci v genu Disp3 a s nadexpresi genu Disp3 jsme stejné jako
buniky kontrolni obarvili protildtkou proti Blll-tubulinu a DAPI. Takto barvené buiiky jsme
nasnimali na automatickém mikroskopu Operetta a pomoci programu Columbus jsme stanovili
relativni pocet neuritt na buiiku. Jak je mozné vidét i na ilustraénim obrazku (Obr. 35C vpravo)
pocet neuriti na buitku se ménil v disledku modulace exprese genu Disp3. Buiiky s mutaci
vgenu Disp3 meély 1,2 az 1,3krat vyS$i relativni pocet neuritl na buiku ve srovnani
s kontrolami a naopak buriky s nadexpresi genu Disp3 mély relativni pocet neuriti na buniku
nizsi, ptiblizné 61 procent v porovnani s kontrolami (Obr. 35C vlevo, Tab. 23 druhy fadek).
Kvantifikovat diferenciaci bun¢k do neuroni pomoci automatické obrazové analyzy je ale
problematické z divodu morfologie neuronu. Tyto buniky maji velice kondenzovanou
cytoplazmu a tenké dlouhé vybézky, které se vétvi. Ptifazeni vybézka ke konkrétni bunce je
tak pro systém automatické analyzy velice obtizné az nemozné. Proto jsme se rozhodli
analyzovat dale neurony manualné pomoci programu ImageJ. Timto zptisobem jsme nejprve
urcili procentudlni zastoupeni neuront v diferencované bunécéné kultuie. Jako neurony byly
pocitany buiiky s kondenzovanou cytoplazmou, kterd se intenzivné barvila protilatkou proti
BllI-tubulinu, a zaroven z jejich cytoplazmy zieteln¢ odstupoval alespon jeden neurit také
barveny BllI-tubulinem. Touto analyzou jsme zjistili, Ze po diferenciaci do neuront je mozné
u bun¢k s mutaci v genu Disp3 pozorovat piiblizné 40 procent neuront v kultuie coz je vice
nez kolik jich je v bunkach kontrolnich, 30 procent. Zaroven je mozné stanovit zastoupeni
neurond v bunééné kultute s nadexprimovanym genem Disp3 na 26 procent coz je mén¢ nez
zjisténych 35 procent u bunék kontrolnich (Obr. 35D vlevo, Tab. 23 tfeti fadek). Dale jsme
pomoci manualniho poditani v programu ImagelJ stanovili primérny pocet primarnich neurit
na neuron. Jednalo se o pocet vybézku, které pifimo odstupuji od cytoplazmy neuronu bez
ohledu na jejich dalsi vétveni. Také tyto vysledky prokazaly rozdily mezi bunéénymi liniemi
po neuronalni diferenciaci. Bunky s mutaci v genu Disp3 mély pramérné 2,5 primarnich neuritt
na neuron coz je vice nez 2 primarni neurity na neuron u bun¢k kontrolnich. Naopak bunky
s nadexpresi Disp3 mély v priméru necelé 2 primarni neurity na neuron coz je mén¢ nez 2,2

primarnich neuriti na neuron u bunék kontrolnich (Obr. 35D vpravo, Tab. 23 ¢tvrty fadek).
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Obrazek 35. Diferenciace NS-5 bunék s modulovanou expresi genu Disp3 do neuroni.

&né-

(A) Schematické znazornéni diferenciace neuralnich kmenovych bunék NS-5 do neuronii (bun

specificky BIII-tubulin).
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(B) Hladina Tubb3 mRNA byla stanovena metodou gPCR v NS-5 buiitkach po diferenciaci do neuronti.
NS-5 buiky s mutovanym genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) a buiky
kontrolni (NS-5 no sgRNA), dale NS-5 buiky s nadexpresi Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) a buiky
kontrolni (NS-5 pBabe). Ubb byl pouzit jako referencni gen. Znazornény jsou nezavislé biologické
replikaty, jejich primér, smérodatna odchylka a uroven statistické vyznamnosti (*** P <0,001, ****
P <0,0001).

(C) Relativni pocet neuritd na buriku byl stanoven pomoci automatického mikroskopu Operetta
a programu Columbus na zakladé barveni neuront BIII-tubulin protilatkou a DAPI. Znazornény jsou
nezavislé biologické replikaty, jejich primér, smérodatnad odchylka a troven statistické vyznamnosti
(** P <0,01, **** P <0,0001). Vpravo jsou reprezentativni obrazky imunofluorescenéniho barveni
NS-5 bun¢k BlIII-tubulin protilatkou (zelen€) a DAPI (modre).

(D) Procenta neuront v diferencované bunééné kultuie a pocty primarnich neuriti na neuron byly
stanoveny pomoci manualni analyzy v programu Image] na zakladé barveni neuronu BIII-tubulin
protilatkou a DAPIL. Znazornény jsou nezavislé biologické replikaty, jejich primér, smérodatna

odchylka a troven statistické vyznamnosti (*** P <0,001, **** P <0,0001).

NS-5no NS-5 Disp3 | NS-5Disp3 i NS-5 pBabe
SQRNA | sgRNA#1 | sgRNA#2 | NS-opBabe | "y
Tubb3/Ubb
relativni
1,00+0,064 | 1,16 £0,071 | 1,19+ 0,035 | 1,00 + 0,050 | 0,84 + 0,087
exprese Mean +
SD

Relativni pocet
neurituna 1 4 n 4 0051 | 1,19+ 0,112 | 1,31+ 0,096 | 1,00 + 0,051 | 0,61 + 0,077
bunku Mean +
SD
Procento
neurond
V bunécéné 29,6 +2,77 38,1+335 | 41,2+265 | 349+240 | 26,3+1,49
kultufe Mean +
SD
Pocet
primarnich
neuritl na 2,07 +0,106 | 2,55+ 0,063 | 2,53 +0,098 | 2,19 +0,068 | 1,99 + 0,084
neuron Mean *
SD

Tabulka 23. Relativni kvantifikace diferenciace NS-5 bunék s modulovanou expresi genu Disp3

do neuroni.
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Prvni fadek: Relativni hladina Tubb3 mMRNA v NS-5 bufikach po diferenciaci do neuronii stanovena
metodou gqPCR, Ubb byl pouzit jako referenéni gen. Druhy fadek: Relativni pocet neuriti na buniku
stanoveny pomoci automatického mikroskopu Operetta a programu Columbus. Tieti fadek: Procento
neuronii v diferencované bunééné kultufe stanovené manualni analyzou v programu Imagel. Ctvrty
fadek: Pocet primarnich neuritli na neuron stanoveny manualni analyzou v programu ImageJ. VVzorky
pro automatickou i manualni analyzu byly obarveny BIII-tubulin protilatkou a DAPI. V tabulce jsou

uvedeny pruméry nezavislych biologickych replikatti (Mean) + smérodatna odchylka (SD).

Krom¢ diferenciace do astrocytii a neuronti maji neuralni kmenové bunky jest¢ moznost
diferencovat do tietiho typu neuralnich bungk, a to do oligodendrocytti (Obr. 36A). Vliv genu
Disp3 na tento typ diferenciace jsme se rozhodli sledovat pomoci kvantifikace mnozstvi mRNA
Plpl genu, jehoz exprese je pro oligodendrocyty specificka. Metodou qPCR jsme zjistili, Ze
buriky s mutovanym genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2) exprimuji
Plpl gen ptiblizn¢ 1,8krat vice v porovnani s kontrolou (NS-5 no sgRNA) a naopak burky
s nadexpresi Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) obsahuji v porovnani s kontrolou (NS-5 pBabe) méné
Plpl mRNA, a to ptiblizné 78 procent (Obr. 36B, Tab. 24 prvni fadek). Vliv genu Disp3 na
diferenciaci NS-5 buné¢k do oligodendrocytti jsme také potvrdili pomoci imunofluorescen¢niho
barveni proteinu O4. Bohuzel jsme ale nebyli schopni ziskany vysledek nijak kvantifikovat,
a to predevsim vzhledem k nizkému poctu bunék plné diferencovanych do oligodendrocytt
v bunééné kultufe. Z toho diivodu ukazujeme pouze reprezentativni fotografie bun€k barvenych
04 protilatkou a DAPI (Obr. 36C).

V souhrnu Ize tedy konstatovat, Ze zména v expresi Disp3 genu ma vliv na diferenciaci
neuralnich kmenovych bunék NS-5. Buniky s CRISPR/Cas9 mutovanym genem Disp3
vytvarely vétsi pocet vysoce diferencovanych astrocytl, produkovaly vétsi procento neurond
S vy$$im poctem neuritil a nakonec také diferencovaly lépe do oligodendrocytll. Zcela opacny
efekt pak méla nadexprese genu Disp3. Diferenciaéni potencial NS-5 pBabe Disp3 bun¢k byl

totiz vyrazné nizsi.
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Obréazek 36. Diferenciace NS-5 bunék s modulovanou expresi genu Disp3 do oligodendrocytii.
(A) Schématické znazornéni diferenciace neuralnich kmenovych bunék NS-5 do oligodendrocytt
(bunééné-specifické markery gen Plpl a O4 protein).

(B) Hladina Plpl mRNA byla stanovena metodou qPCR v NS-5 bunikach po diferenciaci do
oligodendrocytii. NS-5 buiky s mutovanym genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3
sgRNA#2) a burniky kontrolni (NS-5 no sgRNA), dale NS-5 buriky s nadexpresi Disp3 (NS-5 pBabe
Disp3) a buriky kontrolni (NS-5 pBabe). Ubb byl pouzit jako referen¢ni gen. Znazornény jsou nezavislé
biologicke replikaty, jejich praimér, smérodatna odchylka a Groven statistické vyznamnosti (* P <0,05,
** P <0,01*** P <0,001).

(C) Reprezentativni obrazky imunofluorescenéniho barveni NS-5 bunék O4 protilatkou (Cerveng)
a DAPI (modie).
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NS-5no | NS-5 Disp3 | NS-5 Disp3 i NS-5 pBabe

SORNA | sgRNA#L | sgRNA#2 |NSopBabe| " ri g
Plpl/Ubbrelativni 1) 54 4 1971174+ 0,669 1,93 + 0,579| 1,00 + 0,081 | 0,78 + 0,093
exprese Mean + SD

Tabulka 24. Relativni kvantifikace diferenciace NS-5 bunék s modulovanou expresi genu Disp3
do oligodendrocytii.

Relativni hladina PIp1 mRNA v NS-5 bunkach po diferenciaci do oligodendrocytd stanovena metodou
gPCR, Ubb byl pouzit jako referen¢ni gen. V tabulce jsou uvedeny praméry nezavislych biologickych
replikatt (Mean) + smérodatna odchylka (SD).

9.1.9 VIliv nadexprese genu Disp3 na diferenciaci neuralnich progenitorovych bunék
C17.2

Neuralni progenitorové buiiky C17.2 maji, stejn¢ jako neuralni kmenové bunky NS-5,
schopnost diferencovat in vitro. Pii kultivaci C17.2 bun¢k v diferencia¢nich podminkach
dochazi ke zméné morfologie nékterych bun€k, coz je provdzeno nartistem exprese genl
typickych pro neurony (BIII-tubulin) a astrocyty (GFAP). Zaroven dochazi k poklesu exprese
nestinu, ktery je typicky pro nediferencované butiky (Obr. 37A).

Mnozstvi nestinu v C17.2 bunkach s nadexpresi genu Disp3 (C17.2 pBabe Disp3)
a v bunkach kontrolnich (C17.2 pBabe) bylo v prib¢hu diferenciace stanoveno pomoci qPCR
a imunofluorescen¢niho barveni. Po prvnim dni diferenciace hladina Nes mRNA klesala, a to
U obou bunéénych linii. Prvni dny diferenciace ale piesto bylo mozné mezi bunéénymi liniemi
pozorovat ur¢ité rozdily. Bunky s nadexpresi Disp3 mély hladinu Nes mRNA v diferenciaénich
dnech 1 a 2 v porovnani s kontrolou trochu vyssi (Obr. 37B, Tab. 25). Piestoze na Grovni
mRNA nebyl mezi bunikami piili§ velky rozdil, bylo mozné pomoci barveni protilatkou proti
nestinu pozorovat, ze druhy den diferenciace doSlo u kontrolnich bunék v porovnani
s nediferencovanymi bunikami k vyraznému poklesu hladiny nestinu na proteinové Grovni. To
se ale nestalo u bunék s nadexpresi Disp3, kde vyssi hladina nestinu pietrvavala i druhy den
diferenciace (Obr. 37B).

Exprese genu Gfap je urCujici pro astrocyty. V prubéhu diferenciace C17.2 bunék doslo
k vyraznému narustu exprese tohoto genu z prakticky nedetekovatelné hladiny
v nediferencovanych bufikach, a to jak u bunék kontrolnich, tak i u bunék s nadexpresi Disp3.

Zaroven jsme ale také zaznamenali, Ze hladina Gfap mRNA byla u bunék s nadexpresi Disp3
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niz$i nez u bunék kontrolnich. Tento rozdil je patrny predevSim od tfetiho dne diferenciace
(Obr. 37C, Tab. 25). Vysledky ziskané pomoci qPCR jsme se rozhodli jesté potvrdit pomoci
imunofluorescenéniho barveni protilatkou proti GFAP proteinu. Zjistili jsme, ze sedmy den
diferenciace obsahovaly kontrolni buiitky C17.2 pomérné vysoké mnozstvi GFAP proteinu, na
rozdil od C17.2 bun¢k s nadexpresi Disp3 (Obr. 37C).

Pro sledovani neuronalni diferenciace jsme se rozhodli sledovat v diferencujicich se C17.2
bunkach hladinu BIII-tubulinu. Mnozstvi Tubb3 mRNA v bunikach béhem diferenciace kolisalo
S vyraznym nariistem exprese kolem tietiho dne. Pfestoze je mozné pozorovat, ze zmény
v hladin¢ Tubb3 mRNA maji stejny prubéh v buiikach kontrolnich i v buiikach s nadexpresi
Disp3, tak ve vSech ¢asovych bodech je hladina Tubb3 mRNA v burnikach s nadexpresi Disp3
niz8i nez v buiikach kontrolnich. Také tyto vysledky jsme se rozhodli doplnit 0 mikroskopicka
pozorovani. Po diferenciaci vykazovaly kontrolni buiiky C17.2 barvené protilatkou proti BIII-
tubulinu jasné morfologické zmény. V kultufe bylo mozné pozorovat intenzivné barvené buriky
protahlého tvaru svybézky. Ve vzorku s nadexpresi Disp3 se takovéto buiky téméf
nevyskytovaly, coz dale potvrzuje rozdil v neuronové diferenciaci mezi bunkami C17.2
s nadexpresi genu Disp3 a bunikami kontrolnimi.

Ze vsech ziskanych vysledka vyplyva, Ze schopnost bunék C17.2 diferencovat je negativné
ovlivnéna nadexpresi genu Disp3 v téchto bunikach. Nadexprese genu Disp3 zptisobuje, ze
buitky C17.2 béhem diferenciace déle udrzuji expresi markeru nediferencovanych bunék
nestinu a zaroven maji nizsi hladinu exprese markeru astrocytit GFAP proteinu a neurond BIII-

tubulinu. Také morfologie bun¢k po diferenciaci se lisi.
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Obrazek 37. Diferenciace C17.2 bunék s nadexpresi genu Disp3.
(A) Schématické znazornéni diferenciace neurélnich progenitorovych bunék C17.2 (nestin) do astrocytu
(GFAP) a neurond (Bl1-tubulin).
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(B) Hladina Nes mRNA byla stanovena metodou qPCR béhem diferenciace C17.2 bunék s nadexpresi
genu Disp3 (C17.2 pBabe Disp3) a bun¢k kontrolnich (C17.2 pBabe). Ubb byl pouzit jako referen¢ni
gen. Vkazdém bodé¢ je znazornén pramér tii nezavislych vzorki a smérodatna odchylka.
Imunofluorescen¢ni barveni C17.2 bunék béhem diferenciace (den 0 a den 2) protilatkou proti nestinu
(Cerven¢) a DAPI (modfe).

(C) Hladina Gfap mRNA byla stanovena metodou qPCR béhem diferenciace C17.2 bunék s nadexpresi
genu Disp3 a bunék kontrolnich. Ubb byl pouzit jako referencéni gen. V kazdém bodé je znazornén
pramér ti nezavislych vzorkl a smérodatna odchylka. Imunofluorescenc¢ni barveni C17.2 bunék béhem
diferenciace (den 0 a den 7) GFAP protilatkou (Cervené) a DAPI (modre).

(D) Hladina Tubb3 mRNA byla stanovena metodou qPCR béhem diferenciace C17.2 bunck
s nadexpresi genu Disp3 a bunék kontrolnich. Ubb byl pouzit jako referenéni gen. V kazdém bodé je
znazornén prameér tii nezavislych vzorkll a smérodatna odchylka. Imunofluorescenéni barveni C17.2

bunék béhem diferenciace (den 0 a den 7) protilatkou proti BIII-tubulinu (Gervené) a DAPI (modie).

Diferenciace (dny)
0 1 2 3 5 7

c172 pBabe | 100% | 1,19 | 099+ [ 0,080+ | 059+ | 0,51+
Nes/Ubb P 0,038 | 0,055 | 0,032 | 0,028 | 0,038 | 0,013
relativni exprese

Mean+SD | Cl7-2pBabe | 116+ | 1,47 | 114+ | 0,77+ | 059+ | 048+
Disp3 0,036 | 0,030 | 0,060 | 0,017 | 0,049 | 0,008

1,00+ | 9,13+ | 8,68+ | 26,32+ | 13538 | 176,76

Gfap/Ubb | C17.2pBabe | oo | 9505 | 6481 | 4253 |+13588|+22.120
relativni exprese
Mean s o | Cl7.2pBabe | 0,24+ | 323+ | 443+ | 4,63+ | 7490+ | 86,52 %

Disp3 0,088 | 2,241 | 2,438 | 2,919 | 11,091 | 11,555

100+ | 048+ | 123+ | 152+ | 0,76+ | 0,85+

Tubb3/Ubb | C17.2pBabe | ‘555" | 5008 | 0058 | 0,030 | 0055 | 0093
rEIa“an eXprese
Mean 5. ob | Cl7.2pBabe | 0,65+ | 035+ | 057+ | 112+ | 055+ | 0,53+

Disp3 0,027 | 0,004 | 0,031 | 0,024 | 0,050 | 0,011

Tabulka 25. Relativni hladina mRNA gent Nes, Gfap a Tubb3 béhem diferenciace C17.2 bunék.
Hladiny mRNA byly stanoveny metodou gPCR, Ubb byl pouzit jako referen¢ni gen. V tabulce jsou

uvedeny praméry tii nezavislych vzorki (Mean) + smérodatna odchylka (SD).
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9.1.10 Zmény v genové expresi NS-5 bunék zpisobené modifikaci genu Disp3

V ptedchozich kapitolach jsme se zabyvali konkrétnimi vlastnostmi neuralnich bunck,
u kterych jsme ocekavali zmény v dusledku modulace exprese genu Disp3. Pii vybéru
vlastnosti, které budeme sledovat, jsme vychézeli pfedevsim z pozorovani ovlivnénych bunék
pii bézné kultivaci. V nésledujici kapitole jsme se dale pokusili stanovit vliv modifikace genu
Disp3 na neuralni buniky na arovni genové exprese. Za ucelem identifikace genu, jejichz
exprese je ovlivnéna mutaci v genu Disp3, jsme se rozhodli provést mikro¢ipovou analyzu. Pro
analalyzu pomoci ¢ipa Illumina Mouse Expression BeadChips jsme izolovali RNA z NS-5
bunék s CRISPR/Cas9 mutovanym genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3
SgRNA#2) a z NS-5 bunék kontrolnich (NS-5 no sgRNA). Na zakladé ziskanych profilt jsme
vytvofili seznam deseti gent, jejichz exprese se vyznamné lisila v buiikach s mutaci (Obr. 38,
Tab. 26, data z mikroCipové analyzy jsou ptistupna v databazi ArrayExpress pod kédem E-
MTAB-4485).

Vysledky z mikro¢ipové analyzy jsme ovéfili pomoci gPCR. Hladiny mRNA vsech deseti
nalezenych gent byly stanoveny ve vzorcich z nezavislého experimentu. Sledovali jsme nejen
zménu exprese v buiikach s CRISPR/Cas9 mutovanym genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1
a NS-5 Disp3 sgRNA#2) proti kontrole (NS-5 no sgRNA), ale navic jsme stanovili i zmé&nu
hladiny mRNA vybranych genti v NS-5 burnikach v dusledku nadexprese genu Disp3 (NS-5
pBabe Disp3) v porovnani skontrolou (NS-5 pBabe). Ziskané vysledky potvrdily, Ze
v disledku mutace genu Disp3 v NS-5 buikach dochazi ke sniZeni exprese gent: Igfbp7
(insulin-like growth factor binding protein 7), Liptl (lipoyltransferase 1), Dgka (diacylglycerol
kinase alpha) a Brsk1 (brain serine/threonine kinase 1). Exprese téchto gent je naopak zvysena
v burikach s nadexpresi Disp3. U genu Edg8 (endothelial differentiation sphingolipid G-
protein-coupled receptor 8) jsme pak potvrdili zvySeni jeho exprese v NS-5 burnkach
s mutovanym genem Disp3 (Obr. 39, Tab. 27).

Geny, které jsme nalezli pomoci mikro¢ipové analyzy a ovéfili pomoci qPCR, jsou
V literatufe popsany jako geny zapojené do vyvoje neuralnich bun¢k a tkani, a také jsou to geny
dilezité pro vznik a rist mnoha typti naddord véetné nadord mozku. Z nasich vysledkt tak
vyplyva, ze DISP3 mize v neuralnich kmenovych buiikdch ovliviiovat expresi urcitych gend,

a tim 1 n¢které jejich dalsi vlastnosti.
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Obrazek 38. Profily genové exprese NS-5 bunék s CRISPR/Cas9 mutovanym genem Disp3.

Znazornény jsou geny, u kterych se exprese v butikach s mutaci (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3

SgRNA#2) lisila od exprese v buitkich kontrolnich (NS-5 no sgRNA). Barvy piedstavuji hladiny genové

exprese stanovené mikro¢ipovou analyzou.

Symbol crf:rllge P-Value RefSeq
Cgrefl 0,64 0,000024 XM_181420.1
Igfbp7 0,65 0,00018 NM_008048.2
Liptl 0,70 0,000015 NM_001037918.1
Dgka 0,71 0,000047 NM_016811.2
Btla 0,71 0,00012 NM_177584.3
Brskl 0,73 0,000034 NM_001003920.2
Mfng 1,38 0,000094 NM_008595.2
Myo5b 1,39 0,000099 NM_201600.2
Fcerla 1,43 0,000056 NM_010184.1
Edg8 1,46 0,00031 NM_053190.1

Tabulka 26. Seznam odli§né exprimovanych genii v NS-5 buiikach s CRISPR/Cas9 mutovanym

genem Disp3.

Vysledky mikro¢ipové analyzy RNA z NS-5 bunék s mutovanym genem Disp3 a z bunék kontrolnich.
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Obrazek 39. Ovéieni vysledki z mikro
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gPCR v NS-5 buiitkach s mutovanym genem Disp3 (NS-5 Disp3 sgRNA#1 a NS-5 Disp3 sgRNA#2),
Vv burikach se zvySenou expresi genu Disp3 (NS-5 pBabe Disp3) a v burikach kontrolnich (NS-5 no

SgRNA a NS-5 pBabe). Ubb byl pouzit jako referen¢ni gen. Znazornény jsou nezavislé biologické

replikaty, jejich primeér, smérodatna odchylka a Groven statistické vyznamnosti (* P <0,05, ** P <0,01,

w5 P <0,001).
NS-5 no NS-5 Disp3 | NS-5 Disp3 i NS-5 pBabe
SQRNA | sgRNA#1 | sgRNA#2 | NS-PBabe | i s
lgfbp7/Ubb relativni | ) 1 077 [0.73+0,161(0.78 + 0.157 | 1,00 + 0,111 | 1,23 £ 0,110
exprese Mean + SD
Liptl/Ubb relativni | ) 057 0,86 + 0,109 0,87 + 0,067 | 1,00 + 0,020 | 1,09 + 0,069
exprese Mean + SD
Dgka/Ubb relativni |y 44 4 0519 10,81 + 0,059 0,78 + 0,083 | 1,00 + 0,039 | 1,09 + 0,074
exprese Mean + SD
BrskL/Ubb relativni | 4 o, . 5 059 |0.90 + 0,055 | 0,90 + 0,032 | 1,00 + 0,067 | 1,13 + 0,095
exprese Mean + SD
Edg8/Ubb relativni | 4 444 056 (1,39 + 0228 1,34 + 0.231 | 1,00 £ 0,060 | 0.93 + 0,143

exprese Mean + SD

Tabulka 27. Relativni hladina mRNA genu 1gfbp7, Liptl, Dgka, Brskl a Edg8 v NS-5 buiikach.
Hladiny mRNA byly stanoveny metodou gPCR, Ubb byl pouzit jako referen¢ni gen. V tabulce jsou

uvedeny praméry nezavislych biologickych replikati (Mean) + smérodatna odchylka (SD).
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9.1.11 Zmény v genové expresi C17.2 bunék zpisobené nadexpresi genu Disp3

Mysi neuralni progenitorové buriky C17.2 exprimuji gen Disp3 na velice nizké Grovni
VvV porovnani s my$imi neuralnimi kmenovymi bunikami NS-5. Bunééna linie C17.2 se od
bunécné linie NS-5 odlisuje i v mnoha dalsich vlastnostech. V ptedchozi kapitole jsme popsali,
k jakym zménam v genové expresi dochazi v disledku modulace exprese genu Disp3 u bunék
NS-5. V této kapitole jsou popsany zmény v genové expresi, ke kterym dochazi u bunék C17.2
s nadexpresi genu Disp3. Pro nalezeni téchto gent s odliSnou expresi jsme se rozhodli pouzit
mikro¢ipovou analyzu. Z bunék C17.2 s nadexpresi Disp3 (C17.2 p Babe Disp3) a z bun¢k
kontrolnich (C17.2 pBabe) jsme izolovali RNA, kterou jsme nasledné pouzili pro analyzu
pomoci ¢ipt Illumina Mouse Expression BeadChips. Porovnanim expresnich profili bunék
s nadexpresi Disp3 a bunék kontrolnich jsme nalezli pét gent, u kterych doslo k vyznamné
zméné exprese (Obr. 40, Tab. 28, data z mikroCipové analyzy jsou pfistupna v databazi
ArrayExpress pod kddem E-MTAB-2975).

Pomoci metody gPCR jsme na vzorcich z nezavislého experimentu potvrdili, Ze u bun¢k
C17.2 dochézi v disledku nadexprese Disp3 k poklesu hladiny mRNA genu Epb4.113
(erythrocyte protein band 4.1-like 3) a Prelp (proline arginine-rich and leucine-rich repeat
protein, Obr. 41, Tab. 29). Jak Epb4.1I3 tak Prelp jsou geny odlisné exprimované v riznych
typech nadord mozku. Tyto vysledky tak ukazuji, ze DISP3 muze ovliviiovat genovou expresi
nejen v neuralnich kmenovych bunkach NS-5, ale i v neuralnich progenitorovych burkach
C17.2.

I B C17.2 pBabe
Len2 M C17.2 pBabe Disp3
Kng1
Prelp

Epb4.113 5678
. Saa3 intenzita exprese v log

Obrazek 40. Profily genové exprese bunék C17.2 s nadexpresi Disp3 genu.
Znazornény jsou geny, u kterych se exprese v buiikach s nadexpresi Disp3 (C17.2 pBabe Disp3) lisila
od exprese v buitkich kontrolnich (C17.2 pBabe). Barvy piedstavuji hladiny genové exprese stanovené

mikrocipovou analyzou.
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Symbol Cr']::rl%e P-Value RefSeq
Epb4.113 0,52 0,000066 NM_013813.1
Prelp 0,56 0,000017 NM_054077.3
Kngl 1,51 0,0054 NM_023125.2
Saa3 1,51 0,012 NM_011315.3
Lcn2 1,86 0,00031 NM_008491.1

Tabulka 28. Seznam odlisné exprimovanych genu v buiikach C17.2 s nadexpresi Disp3.

Vysledky mikro¢ipové analyzy RNA z C17.2 bunék s nadexpresi Disp3 a z bunék kontrolnich.
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Obrazek 41. Ovéieni vysledki z mikro¢ipové analyzy pomoci qPCR.

Hladina Epb4.113 a Prelp mRNA stanovend metodou gqPCR v butikach s nadexpresi Disp3 (C17.2
pBabe Disp3) a v bunkach kontrolnich (C17.2 pBabe). Ubb byl pouzit jako referen¢ni gen. Znazornény
jsou nezavislé biologické replikaty, jejich pramér, smérodatna odchylka a uroven statistické

vyznamnosti (*** P <0,001, **** P <0,0001).
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C17.2 pBabe

C17.2 pBabe Disp3

Epb4.113/Ubb relativni
exprese Mean = SD (N)

Prelp/Ubb relativni exprese
Mean £ SD (N)

1,00 + 0,088 0,27 £0,191

1,00 + 0,173 0,45+0,134

Tabulka 29. Relativni hladina mRNA genu Epb4.113 a Prelp v C17.2 buiikach.
Hladiny mRNA byly stanoveny metodou qPCR, Ubb byl pouzit jako referen¢ni gen. V tabulce jsou
uvedeny pruméry nezavislych biologickych replikati (Mean) + smérodatna odchylka (SD).

9.2 DISP3 v lidskych nadorech mozku a nadorovych bunkach

9.2.1 Exprese genu DISP3 v lidskych nadorech mozku

Ze ziskanych vysledk vyplyva, Ze DISP3 ovliviiuje proliferaci a diferenciaci mySich
neuralnich kmenovych a progenitorovych bun¢k. Dale jsme také zjistili, Ze zména exprese genu
Disp3 v téchto buiikach ovliviiuje expresi gend, o kterych je znamo, ze jsou dulezité pro vznik
a rust nadorti. Na zakladé téchto vysledkd jsme se rozhodli stanovit zmény v expresi genu
DISP3 v urcitych typech lidskych nadorid mozku.

Z databaze ArrayExpress (Kolesnikov et al. 2015) jsme ziskali data, ulozena pod kédem E-
GEOD-42658 (Henriquez et al. 2013b), jejichz analyzou jsme zjistili, ze Vv porovnani
S ostatnimi typy nadord mozku je exprese genu DISP3 nejvyssi v meduloblastomech (Obr. 42).
Meduloblastomy jsou pediatrické vysoce maligni nadory centralniho nervového systému, které
vznikaji z oblasti mozku nazyvané mozeCek (cerebellum). Na zakladé exprese urcitych
specifickych genitl a na zakladé¢ ptitomnosti nékterych typickych DNA aberaci je moZzné rozd¢lit
meduloblastomy do ¢tyfech podskupin: sonic hedgehog (SHH) subtyp, WNT subtyp, subtyp 3
a subtyp 4. Tyto jednotlivé podskupiny se dale 1isi 1 histologicky a prognézou pro pacienty
(Northcott et al. 2011b). Analyzou expresnich profili meduloblastomt (data z databaze
ArrayExpress, ulozena pod kdédem E-GEOD-21140, Northcott et al. 2011b), jsme dale
stanovili, ze exprese DISP3 genu je nejvyssi, v meduloblastomech, které patii do podskupiny
subtyp 4 (Obr. 43).
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Obréazek 42. Exprese genu DISP3 v nadorech mozku.

Expresni hodnoty pro gen DISP3. Znazornéna je stfedni hodnota, kvartilové hodnoty a rozsah
expresnich hodnot pro jednotlivé skupiny vzorku. Dataset obsahoval celkem 73 vzorku (adult control
cerebellum: 4, adult control frontal lobe: 4, anaplastic astrocytoma: 2, atypical teratoid/rhabdoid tumour:
5, choroid plexus papilloma: 4, diffuse astrocytoma: 3, ependymoma: 14, foetal cerebellum: 4, foetal
frontal lobe: 4, glioblastoma: 5, medulloblastoma: 9, pilocytic astrocytoma: 15).
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Obréazek 43. Exprese genu DISP3 v riznych podskupinach meduloblastomi.

Expresni hodnoty pro gen DISP3. Znazornéna je stfedni hodnota a kvartilové hodnoty, rozsah
expresnich hodnot a odlehlé hodnoty pro jednotlivé skupiny nadorti. Dataset obsahoval celkem 103
vzorkil (Subtyp 3: 27, Subtyp 4: 35, SHH subtyp: 33, WNT subtyp: 8).

Vysledky ziskané analyzou dat z databaze ArrayExpress jsme se rozhodli ovéfit pomoci
metody gPCR a imunohistologického barveni na limitované sadé deseti vzorku, které jsme méli
k dispozici. Hladinu DISP3 mRNA jsme stanovili v deseti vzorcich meduloblastomii a v osmi
vzorcich kontrolnich. Jako kontroly byly pouzity vzorky tkani z mozecku odebrané pti
chirurgické operaci spolu s nadorem. Metodou qPCR se nam podatfilo stanovit, Ze hladina
exprese genu DISP3 je v uréitych vzorcich meduloblastomt vyrazné zvysena, a to v jednom
ptipadé az na vice nez dvésténasobek hladiny DISP3 mRNA v kontrolnich vzorcich (Obr. 44,
Tab. 30). Porovnanim nasich dat sinformacemi, které jsme K pouzitym vzorkiim
meduloblastomut dostali, jsme dale zjistili, Ze vysoka hladina DISP3 mRNA byla detekovana
predevsim ve vzorcich, které patii do molekularni podskupiny subtyp 4 (Tab. 30).

Informace ziskané pomoci qPCR jsme se rozhodli doplnit jesté o analyzu hladiny proteinu
DISP3 v pouzitych  vzorcich meduloblastom. Meduloblastomy byly barveny
imunohistochemicky protilatkou proti DISP3. Vysledky barevni odpovidaji vysledkim qPCR
analyzy. Vzorek ¢. 2, u kterého byla hladina DISP3 mRNA zvySena asi 155krat, obsahuje velké

mnozstvi intenzivné barvenych bunck. Naopak vzorek ¢. 9, ktery m¢l hladinu exprese genu
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DISP3 zvysenou jen piiblizn¢ 3krat proti hladiné v kontrolnich vzorcich byl protilatkou proti
DISP3 obarven jen velice malo (Obr. 45).

Jak vysledky analyzy expresnich profili z databaze, tak i nase vysledky ziskané pomoci
qPCR a barveni dokazuji, ze exprese genu DISP3 je zvySena v urcitych typech lidskych nadort

mozku, konkrétné piedevsim v meduloblastomech patticich do podskupiny subtyp 4.
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Obréazek 44. Exprese genu DISP3 ve vzorcich meduloblastomi.
Hladiny DISP3 mRNA byly stanoveny metodou qPCR, GAPDH byl pouzit jako referen¢ni gen. Pro

kazdy vzorek je znazornén priamér a smérodatna odchylka triplikatu.

105



vzorek histologicky subtyp molekularni | DISP3/GAPDH relativni
subtyp exprese Mean £ SD
meduloblastom #1 classic 4 222,64 + 4,158
meduloblastom #2 classic 4 155,27 £ 9,910
meduloblastom #3 118,67 £ 13,938
meduloblastom #4 classic 4 46,83 + 1,487
meduloblastom #5 classic 4 41,16 £ 4,412
meduloblastom #6 Extensivly nodular SHH 40,97 + 1,354
meduloblastom #7 Desmoplastic 17,27 £1,113
meduloblastom #8 classic 3,02 +0,122
meduloblastom #9 Desmoplastic SHH 2,96 + 0,050
meduloblastom #10 Desmoplastic 1,90 + 0,122

Tabulka 30. Relativni hladina DISP3 mRNA v riiznych vzorcich meduloblastomi.

Informace o histologickém a molekularnim subtypu konkrétniho nadoru jsme ziskali spolu se vzorky.
Hladiny DISP3 mRNA byly stanoveny metodou gPCR, GAPDH byl pouzit jako referen¢ni gen. V
tabulce jsou uvedeny pruméry triplikatd (Mean) * smérodatna odchylka (SD) pro kazdy vzorek
meduloblastomu.

meduloblastom #2 meduloblastom #5

molekularni subtyp 4

meduloblastom #6 meduloblastom #9

et

SHH molekularni subtyp %

Obrézek 45. Protein DISP3 ve vzorcich meduloblastomi.
Imunohistochemické barveni vzorkii meduloblastomti pomoci polyklonalni protilatky proti DISP3

proteinu.
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9.2.2 VIliv exprese genu DISP3 na lidské nadorové buiky

Z vysledkt uvedenych v piedchozi kapitole vyplyva, Ze uroven exprese genu DISP3 je
velice variabilni v riznych typech lidskych nadort. Rozhodli jsme se proto stanovit také miru
exprese genu DISP3 v riiznych lidskych nadorovych bunéénych liniich. Pomoci metody gPCR
jsme zjistili, ze velice vysokou hladinu DISP3 mRNA maji buiiky Y79. Jedna se 0 bunécnou
linii vytvofenou z primarniho nadoru oka — retinoblastomu (Reid et al. 1974). Ze tii
meduloblastomovych linii, které jsme méli k dispozici, mély nejvyssi miru exprese genu DISP3
buriky D341, které patii do meduloblastomové podskupiny subtyp 3 (Weeraratne et al. 2012).

DAOQOY (SHH subtyp, Triscott et al. 2013). Dalsi bunééné linie: meduloblastomova linie D425
subtyp 3 (Weeraratne et al. 2012), linie lidskych embryonalnich bunék HEK a linie bun¢k
MCF7 z nadoru prsu, exprimovaly gen DISP3 velice malo (Obr. 46, Tab. 31).
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Obréazek 46. Exprese genu DISP3 v lidskych nadorovych buiikach.
Hladiny DISP3 mRNA byly stanoveny metodou gPCR, beta aktin (ACTB) byl pouzit jako referenéni

gen. Znazornény jsou praméry tfi nezavislych vzorkt a smérodatné odchylky.

HEK D341 D425 | DAOY | MCF7 Y79
DISP3/ACTB relativni 100+ | 453+ | 0,39+ | 0,06+ | 0,17+ | 48,22+
exprese Mean + SD 0,040 0,313 0,072 0,040 0,024 3,689

Tabulka 31. Relativni hladina DISP3 mRNA v lidskych nadorovych buiikach.
Hladiny DISP3 mRNA byly stanoveny metodou qPCR, beta aktin (ACTB) byl pouzit jako referen¢ni

gen. V tabulce jsou uvedeny pruméry téi nezavislych vzorkd (Mean) + smérodatna odchylka (SD).
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Pro dals$i poznani role proteinu DISP3 v lidskych nadorovych, konkrétné
meduloblastomovych burikach jsme se rozhodli vytvorit bunééné linie, ve kterych by exprese
genu DISP3 byla in vitro bud snizend, nebo naopak zvysena. Pomoci CRISPR/Cas9
technologie jsme pfipravili buiky D341 s mutovanym genem DISP3. Mutace jsme pomoci
guide RNA vnaseli do druhého (Disp3 sgRNA#3) nebo tietiho (Disp3 sgRNA#4) exonu genu
DISP3 (Obr. 47). Bunky D341 s mutaci v genu DISP3 (D341 Disp3 sgRNA#3 a D341 Disp3
sgRNA#4) a buiiky kontrolni (D341 no sgRNA) byly pfipraveny, podobné jako linie mysich

neuralnich kmenovych bunék NS-5 s mutaci v genu Disp3, pomoci lentivirove infekce.

DISP3 Disp3 sgRNA#3

Homo sapiens
..TGGCCGACTTCACCTCCGAGACGCTTCAG...
...ACCGGCTGAAGTGGAGGCTCTGCGAAGTC...

PAM X  Target Exon2

| | L "l ||I |||| ””l
I “
...TGGCCATGCTGGCCAAGCAGTCTACCAGC...
...ACCGGTACGACCGGTTCGTCAGATGGTCG...
PAM (X, Target Exon3

Disp3 sgRNA#4

Obrazek 47. Mutageneze genu DISP3 CRISPR/Cas9 technologii v D341 burikach.
Schéma lidského genu DISP3 se znazornénymi misty cilené mutageneze pomoci Disp3 sgRNA vedené
CRISPR/Cas9 endonukleazy. Rozpoznavana sekvence 20 nukleotidi je ozna¢ena modie a sousedici

PAM sekvence je oznacena Cervene.

Kromé meduloblastomovych bunék D341 s CRISPR/Cas9 vnesenymi mutacemi do DISP3
genu jsme se také rozhodli vytvofit linii meduloblastomovych bunék se zvySenou expresi
tohoto genu. Jako vychozi bunéfnou linii jsme zvolili DAOY bunky, protoZe tyto bunky
exprimuji gen DISP3 jen velice méalo (Obr. 46, Tab. 31). DAOY bunky jsme transfekovali bud’
prazdnym plazmidem pcDNA3 nebo plazmidem s genem DISP3 exprimovanym pod
konstitutivné aktivnim promotorem.

Pomoci gPCR jsme v nové ptipravenych bunécénych liniich uréili hladinu DISP3 mRNA.
V bunkach D341 s CRISPR/Cas9 mutovanym genem DISP3 (D341 Disp3 sgRNA#3 a D341
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Disp3 sgRNA#4) doslo, pravdépodobné v dasledku aktivace NMD drahy, k poklesu mnozstvi
DISP3 mRNA na pfiblizné 74 procent v porovnani s hladinou v bunikach kontrolnich (D341 no
SgRNA, Obr. 48, Tab. 32). V bunkach DAOY doslo v disledku nadexprese genu DISP3
k velice vyraznému zvySeni mnozstvi DISP3 mRNA. DAOY buriky s nadexpresi DISP3 genu
(DAOY pcDNA3 Disp3) obsahovaly ptiblizné 360krat vice DISP3 mRNA nez bunky kontrolni
(DAQY pcDNAS3, Obr. 48, Tab. 32).
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Obréazek 48. Zména exprese genu DISP3 v modifikovanych buiikach D341 a DAOY.

Mnozstvi DISP3 mRNA stanovené metodou gPCR. D341 buriky infikované lentiviry s guide RNA
(D341 Disp3 sgRNA#3 a D341 Disp3 sgRNA#4) a buriky kontrolni (D341 no sgRNA). DAOY buiiky
transfekované bud’ prazdnym plazmidem (DAQOY pcDNAS3) nebo plazmidem s genem DISP3 (DAOY
pcDNA3 Disp3). GAPDH byl pouzit jako referenéni gen. Znazornény jsou priméry nezavislych
biologickych replikati, smérodatné odchylky a troven statistické vyznamnosti (** P <0,01).
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D341 no |D341 Disp3 | D341 Disp3| DAOY 888X3
SgRNA sgRNA#1 SgRNA#2 pCDNA3 P Disp3
DISPG/GAPDH | 100, | 072+ | o075+ | 100¢ | as76%
P 0,138 0,115 0,087 0,181 7562
Mean = SD

Tabulka 32. Relativni hladina DISP3 mRNA v buiikach se zménénou expresi DISP3 genu.
Hladiny DISP3 mRNA byly stanoveny metodou qPCR, GAPDH byl pouzit jako referencni gen.
V tabulce jsou uvedeny pruméry nezavislych biologickych replikatd (Mean) £ smérodatna odchylka
(SD).

Vzhledem k tomu, Ze modulace exprese genu Disp3 zptisobuje zménu V proliferaci mysich
neuralnich bunék NS-5 a C17.2, rozhodli jsme se stanovit, jaky vliv ma modulace exprese genu
DISP3 na lidské meduloblastomové buiiky. Rychlost rastu jsme u bunék s mutovanym genem
DISP3 (D341 Disp3 sgRNA#3 a D341 Disp3 sgRNA#4), u bunék s nadexpresi DISP3 (DAOY
pcDNA3 Disp3) a u bunék kontrolnich (D341 no sgRNA a DAOY pcDNAS3) kvantifikovali na
zakladé inkorporace radioaktivné znaceného thymidinu do nové vzniklé DNA. Ze ziskanych
vysledkd vyplyva, Ze bunky s mutaci v genu DISP3 proliferuji mirné pomaleji nez bufiky
kontrolni a naopak bunky s nadexpresi DISP3 rostou vyrazng, az dvakrat rychleji nez bunky
kontrolni (Obr. 49, Tab. 33).

Vysledky v této kapitole by se daly shrnout tak, Ze exprese genu DISP3 je v rtiznych lidskych
nadorovych bunéénych liniich odlisnd a je mozné ptipravit meduloblastomoveé bunécné linie
D341 a DAOY s modulovanou expresi genu DISP3. Zména v expresi genu DISP3 dale
ovliviuje rychlost ristu meduloblastomovych bun¢k D341 a DAQOY, a to stejnym zplisobem

jako v mysich neuralnich kmenovych a progenitorovych bunikach NS-5a C17.2.
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Obrazek 49. Proliferace bunék s modulovanou expresi genu DISP3.
Rychlost proliferace D341 bunék s mutaci v genu DISP3 (D341 Disp3 sgRNA#2 a D341 Disp3
SgRNA#4), DAOY bunék se zvySenou expresi genu DISP3 (DAOY pcDNA3 Disp3) a bungk
kontrolnich (D341 no sgRNA a DAOY pcDNAZ3) byla stanovena na zakladé méfeni inkorporace *H
Thymidinu do DNA. Znazornény jsou pruméry nezavislych biologickych replikati, smérodatné
odchylky a troven statistické vyznamnosti (** P <0,01, *** P <0,001).

D341no | D341 Disp3 | D341 Disp3| DAOY ESSL
SgRNA SgRNA#1 | sgRNA#2 | pCDNA3 P Disp3
F§ﬁ|'aTt'r:’”r:1:3ﬁ]°Jﬁ’\‘/’lgne 1,00 + 0,84 % 0,74 % 1,00 + 1,96 +
ymer 0,149 0,205 0,124 0,135 0,375

Tabulka 33. Relativni inkorporace *H Thymidinu do DNA meduloblastomovych bungk.
V tabulce jsou uvedeny praméry nezavislych biologickych replikati (Mean) + smérodatna odchylka
(SD).
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9.3 DISP3 v mozku PLP/DISP3 transgennich mysi

9.3.1 Exprese genu Disp3 v tkanich dospélé mysi

Zaucelem stanoveni miry exprese genu Disp3 v jednotlivych typech tkani dospélé mysi jsme
pouzili metodu qPCR. Prestoze gen Disp3 je celkové u dosp€lé mysi exprimovan velice malo
(pti gPCR analyze je Cq v mozku 25,3; v kostni dfeni 31,9), je mozné uréit, Ze nejvyssi hladina
Disp3 mRNA je pfitomna v mozku. Slabou expresi genu Disp3 jsme ale nalezli i v dalSich
tkanich, napiiklad v kostni dieni. Naopak prakticky viibec neni gen Disp3 exprimovan v jatrech
(Obr. 50, Tab. 34). Tyto vysledky potvrzuji nase diivejsi zjisténi, ze exprese genu Disp3 je

pfevazné omezena na tkané neuralniho puvodu, na mozek, michu a sitnici (Zikova et al. 2009).
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Obrazek 50. Exprese genu Disp3 v riaznych mysich tkanich.
Hladiny Disp3 mRNA byly stanoveny metodou gPCR, beta aktin (Actb) byl pouzit jako referenéni gen.

Znazornény jsou praméry tii nezavislych vzorkd a smérodatné odchylky.
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Disp3/Actb relativni
exprese Mean = SD
Mozek 1957,9 £ 631,88
Micha 1051,8 £+ 145,08
Sitnice 1436,0 £ 92.99
Cocka 542,2 + 61,82
Plice 11,22 + 5,698
Srdce 3,38 £ 0,351
Jatra ND
Slinivka ND
Tenké stievo 1,00 £ 0,248
Slezina 8,04 + 2,089
Kostni dien 10,26 + 0,820
Ledviny 4,87
Vajec¢niky 7,38 £1,297
Tukova tkan 10,47 £ 5,301
Sval 2,45 + 0,582

Tabulka 34. Relativni hladina Disp3 mMRNA v riiznych mySich tkanich.
Hladiny Disp3 mRNA byly stanoveny metodou gPCR, beta aktin (Actb) byl pouzit jako referenéni gen.

V tabulce jsou uvedeny praméry tii nezavislych vzorkii (Mean) + smérodatna odchylka (SD).

9.3.2 Zména exprese genu Disp3 v mozku dospélé transgenni mysi.

Ve druhé kapitole vysledkl jsme popsali zmény v expresi genu Disp3, ke kterym dochazi
v bunkach NS-5 v dusledku diferenciace téchto bunék do astrocytti, neuront a oligodendrocyta.
Zjistili jsme, Ze v porovnani snediferencovanymi buiikami je exprese genu Disp3
v diferencovanych burikach nizsi, a to jak na trovni proteinu tak na Urovni mRNA. Tyto
vysledky jsme ziskali pfi pouziti embryonalnich neurdlnich kmenovych bunék NS-5. Bunky
NS-5 byly odvozeny z mySich embryonalnich bunék (Conti et al. 2005) a jejich vlastnosti se
tak mohou liSit od vlastnosti adultnich neurdlnich kmenovych bunék O4ANS, které byly
izolované z mozku dospélé mysi (Pollard et al. 2006). Z téchto duvodi jsme se rozhodli
zopakovat experiment stanovujici zménu exprese genu Disp3 u neuralnich bunék po
diferenciaci do oligodendrocyti také s pouzitim adultnich bunék O4ANS. Tyto bunky totiz

mohou mit k in vivo situaci v zivé mysi bliz nez bunky NS-5.
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Pro in vitro diferenciaci neuralnich kmenovych bunék O4ANS do oligodendrocytd jsme
pouzili stejny postup jako u bunék NS-5. V n¢kolika rtiznych ¢asovych bodech béhem kultivace
O4ANS bunék v diferenciacnich podminkach jsme stanovili hladinu Disp3 mRNA pomoci
gPCR. Exprese genu Disp3 v bunkach O4ANS béhem diferenciace po pocateénim narlstu
klesala, a to pfiblizn€ na 65 procent hladiny v buiikach nediferencovanych (Obr. 51A nahote,
Tab. 35 prvni fadek). Tento vysledek je velice podobny tomu, ktery jsme ziskali v buiikach NS-
5. Diferenciaci bunék jsme ovérili pomoci stanoveni hladin mRNA nestinu (Nes) a Plp1 genu.
Béhem diferenciace exprese nestinu, typického pro nediferencované bunky klesala a naopak
exprese Plpl genu, specifického pro oligodendrocyty stoupala (Obr. 51A, Tab. 35).

Vysledky ziskané pomoci qPCR jsme se rozhodli jesté doplnit o imunofluorescen¢ni barveni
bunék O4ANS po diferenciaci. Zjistili jsme, Ze v diferencovanych oligodendrocytech, které se
intenzivné imunofluorescencéné barvily protilatkou proti bunééné specifickému proteinu O4,
byla hladina DISP3 proteinu velice nizkd az nedetekovatelna (Obr. 51B Cervena Sipka). Naopak
V cytoplazmé bunék, které zistaly v nediferencovaném stavu a nebylo je tudiz mozné obarvit

04 protilatkou bylo mozné protein DISP3 dobie detekovat (Obr. 51B zelena Sipka).
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Obrazek 51. Zména exprese Disp3 genu béhem diferenciace O4ANS bunék do oligodendrocyti.
(A) Hladina Disp3, Nes a PIp1 mRNA byla stanovena v prabéhu diferenciace bun€k do oligodendrocyti
metodou qPCR. Ubb byl pouzit jako referen¢ni gen. V kazdém bodé je znazornén priamér tii nezavislych
vzorkll a smérodatna odchylka.

(B) Imunofluorescenéni barveni bunék O4ANS po diferenciaci do oligodendrocytd. Zelené je znazornén

protein DISP3, Cervené buné¢né-specificky marker oligodendrocytii O4 a modie DAPI.
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Diferenciace do oligodendrocytii (dny)
0 2 4 5 7 9 11
rela[ii'\slﬁ?/e lf(bf’ese 100+ | 278+ | 186+ | 083+ | 057+ | 063+ | 065+
P 0201 | 0443 | 0239 | 0075 | 0119 | 0067 | 0082
Mean + SD
relat'}'\ff\f‘:sbrese 100+ | 061+ | 040+ | 037+ | 029+ | 035+ | 024+
P 0181 | 0,094 | 0051 | 0040 | 0046 | 0,030 | 0013
Mean = SD
relaz'\fnli/ 'ijbrese 100+ | 923+ | 620+ | 223+ | 8502+ | 147,76 + | 156,28 +
Moan SD 0641 | 1205 | 1322 | 0346 | 12,725 | 15922 | 10712

Tabulka 35. Relativni hladina mRNA genii Disp3, Nes a Plpl béhem diferenciace O4ANS bunék
do oligodendrocyti.
Hladiny mRNA byly stanoveny metodou gPCR, Ubb byl pouzit jako referen¢ni gen. V tabulce jsou

uvedeny pruméry tii nezavislych vzorkt (Mean) + smérodatna odchylka (SD).

Diferenciace adultnich neuralnich kmenovych bun¢k O4ANS do oligodendrocytl zptisobuje
pokles exprese genu Disp3 v téchto bunkach. Z tohoto divodu jsme se rozhodli vytvofit
transgenni mysi se zvySenou expresi genu Disp3 v oligodendrocytech. Do mysi DNA jsme
vlozili expresni kazetu s PLP1 promotorem a s lidskou variantou genu DISP3. Timto zptisobem
jsme ziskali dvé nezavislé PLP/DISP3 pozitivni linie transgennich mysi (tg#10 a tg#39).

U dospélé mysi divokého typu (wt) jsme nejvyssi hladinu mRNA genu Disp3 nalezli
v mozku (Obr. 50, Tab. 34). Nejprve jsme se proto rozhodli urcit, jak se exprese genu Disp3
1i8i v jednotlivych oblastech mozku wt mysi. Poté jsme zjiStovali, v jakych ¢astech mozku
doslo u PLP/DISP3 transgennich (tg) mysi k nejvyraznéjsimu nartstu exprese genu Disp3.

Mozky wt i tg mySi byly podle mySiho anatomického atlasu mozku (Allen Brain Atlas

http://mouse.brain-map.org/static/atlas) rozdéleny na jednotlivé ¢asti, ze kterych byla izolovana

RNA. Pomoci metody qPCR jsme ur¢ili, ze u dospélé wt mysi je mozné nejvyssi hladinu Disp3
MRNA nalézt v piedni ¢asti mozku zvané bulbus olfactorius. V dalsich oblastech mozku je
exprese genu Disp3 nizsi (Obr. 52A, Tab. 36). U obou linii transgennich mysi doslo ke zvyseni
hladiny Disp3 mRNA. K nejvyraznéjsi zméné doslo v posteriornich oblastech mozku, na které
navazuje pateini micha. Nejvyssi troven exprese genu Disp3 je mozné detekovat v ¢asti mozku
nazyvané Varoliv most (pons Varoli), v prodlouzené mise (medulla oblongata) a v mise
pateini (medulla spinalis, Obr. 52B, Tab. 36).
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Obréazek 52. Exprese genu Disp3 v mozku dospélé wt a tg mysi.

(A) Relativni hladina Disp3 mMRNA v mozku mysi divokého typu (wt).

(B) Relativni hladina Disp3 mRNA v mozku PLP/DISP3 transgenni mysi (tg#10 a tg#39).

Hladiny Disp3 mRNA byly stanoveny metodou gPCR, beta aktin (Actb) byl pouzit jako referen¢ni gen.
Urovei exprese byla normalizovana Kk nejnizsi hlading, tj. k expresi v caudatus putamen wt mysi. Grafy
vlevo ukazuji praméry tii nezavislych vzorki a smérodatné odchylky. Vpravo jsou schématické obrazky
mySich mozkd, u kterych intenzita barvy reprezentuje hladinu Disp3 exprese. U tg mysi je barvou

znazornén pramér hladin mRNA tg#10 a tg#39.
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Disp3/Actb relativni exprese Mean + SD

wit tg#10 tg#39
bulbus olfactorius 5,91 + 0,945 32,78 £ 6,145 19,91 + 6,014
pars ventralis 2,81 +£ 0,336 30,54 +0,434 | 26,58 = 15,650
cortex frontalis 2,31+ 0,562 20,83 + 3,843 17,16 + 3,643
cortex 2,98 + 0,256 41,68 + 1,006 13,33+1,834
caudatus putamen 1,00 + 0,349 32,390,772 21,42 + 1,350
hippocampus 2,01 £0,194 20,27 + 2,989 16,28 + 8,095
thalamus hypothal. 3,26 £ 0,433 67,86 +4,212 | 46,21 + 19,750
mesencephalon 2,45+ 0,838 56,13 + 14,130 | 35,02 £ 11,840
cerebellum 2,42 + 0,453 46,46 + 6,025 24,81 + 4,789
pons Varoli 2,08 £ 0,389 73,77 £4919 | 54,98 + 14,970
medulla oblongata 2,32 £ 0,668 74,76 + 6,986 54,10 + 7,680
medulla spinalis 1,62 £ 0,096 75,74 £9,053 | 60,78 + 16,440

Tabulka 36. Relativni hladina Disp3 mMRNA v mozku dospélé wt a tg mysi.

Hladiny Disp3 mRNA v mozku dospélé mysi divokého typu (wt) a PLP/DISP3 transgenni mysi (tg#10
a tg#39) byly stanoveny metodou qPCR, beta aktin (Actb) byl pouzit jako referenéni gen. Uroveii
exprese byla normalizovana k nejnizsi hlading, tj. k expresi v caudatus putamen wt mysi. V tabulce jsou

uvedeny pruméry tii nezavislych vzorkt (Mean) + smérodatna odchylka (SD).

Stanovené hladiny Disp3 mRNA ziskané metodou qPCR jsme se jesté rozhodli doplnit
o imunohistochemické barveni DISP3 proteinu pomoci polyklonalni protilatky. Exprese genu
Disp3 neni v téle ani v mozku dospélé wt mysi vysoka (pfi qPCR analyze je Cq v mozku jen
kolem 25,3). Proto je malé i mnozstvi imunohistochemicky barveného proteinu, ktery jsme
v mozku dospé€lé wt mysi byli schopni pozorovat. Pfesto jsme ale v riiznych oblastech mozku
napiiklad v mozecku nalezli bunky s proteinem DISP3 (Obr. 53A, ¢ervena Sipka). V mozku
transgenni mysi je exprese genu Disp3 zvy$ena. To potvrzuji i vysledky imunohistochemického
barveni, protoze v mozecku tg mysi vyrazné narostl pocet bunc¢k pozitivné barvenych na
ptitomnost DISP3 proteinu (Obr. 53B, cervené Sipky).

Ziskané vysledky ukazuji, ze u bunék O4ANS dochazi v disledku diferenciace do
oligodendrocyti k poklesu exprese genu Disp3, a to jak na drovni mRNA, tak i na drovni
proteinu. Proto jsme pomoci expresni kazety s PLP promotorem vytvoiili dvé nezavislé linie
PLP/DISP3 transgennich mysi. Tyto mysi maji v dospélosti zvysenou hladinu Disp3 mRNA

ptredevsim v posteriornich oblastech mozku. Dale je u téchto mysi také mozné nalézt, v oblasti
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mozku zvané mozecek, vyrazné vyssi pocet bun€k obsahujicich DISP3 protein v porovnani s wt

mysSi.

Obrazek 53. DISP3 protein v mozku wt a tg mysi.

Reprezentativni obrazky imunohistochemického barveni sagitalniho fezu mozku dospélé mysi divokého
typu (wild type = wt, A) a dospélé PLP/DISP3 transgenni mysi (tg, B). Ukazan je vysledek barveni
mozku mysi linie tg#39, barveni mozku mysi linie tg#10 je srovnatelné. Pro barveni vzorki byla pouzita

polyklonalni protilatka proti DISP3 proteinu. Sipka ozna¢uje DISP3 pozitivni buiiky.

9.3.3 VIliv nadexprese genu Disp3 na mozec¢ek novorozené transgenni mysi

Aktivita PLP promotoru je u mysi béhem embryonalniho a ¢asného postnatalniho vyvoje
odli$na od aktivity u dospé€lych jedincti. Expresi genti vedenou PLP promotorem tak mizeme
pozorovat iV jinych bunéénych typech nez v oligodendrocytech. U novorozenych mysi byl
ctvrty den po narozeni nalezen aktivni PLP promotor napiiklad v granularni vrstvé mozecku
Vv burikach pozitivnich na marker neuroni NeuN (Michalski et al. 2011). Rozhodli jsme se proto
zjistit, zda u novorozenych PLP/DISP3 transgennich mysi zpusobuje nadexprese genu Disp3
n¢jaké pozorovatelné zmeény.

Nejprve jsme stanovili hladinu Disp3 mRNA v mozec¢ku wt a tg mysi pomoci metody qPCR.

Expresi genu Disp3 jsme sledovali u mysi téeti a sedmy den po narozeni. Obé dvé linie tg mysi
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(tg#10 a tg#39) mély v obou ¢asovych bodech (den 3 a den 7) zvySenou hladinu Disp3 mMRNA
ptiblizné pétkrat v porovnani s wt mysmi ze stejného vrhu (Obr. 54A, Tab. 37).

Vysledek ziskany metodou gPCR jsme se rozhodli potvrdit pomoci imunohistochemického
barveni. Navzdory velice slabé expresi Disp3 genu (pii qPCR analyze je Cq v mozec¢ku 7 dnu
staré wt mysi kolem 25,1) jsme byli schopni pozorovat pozitivné obarvené buriky. Zjistili jsme,
ze tg mysi sedmy den po narozeni maji ve svém mozecku vice bun¢k s DISP3 proteinem neZ
wt mySi a ze vrstva DISP3 pozitivnich bun¢k je u tg mySi mnohem Sir$i nez u wt mysi ze

stejného vrhu (Obr. 54B).
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Obrazek 54. Exprese genu Disp3 v moze¢ku novorozené wt a tg mysi.

(A) Relativni hladiny Disp3 mRNA v moze¢ku mysi divokého typu (wt) a v moze¢ku PLP/DISP3
transgennich mysi (tg#10 a tg#39) tfeti a sedmy den po narozeni. Hladiny Disp3 mRNA byly stanoveny
metodou qPCR, Ubb byl pouzit jako referen¢ni gen. Znazornény jsou primérné hodnoty hladiny mRNA
stanovené pro dva az Ctyfi jedince, smérodatné odchylky a troven statistické vyznamnosti (** P

<0,01%** P <0,001).
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(B) Reprezentativni obrazky imunohistochemického barveni sagitalniho fezu mozecku mysi divokého
typu (wt) a PLP/DISP3 transgenni mysi (tg) sedmy den po narozeni. Pro barveni vzorkl byla pouZita
polyklonalni protilatka proti DISP3 proteinu. Ukazan je vysledek barveni moze¢ku mysi linie tg#39,

barveni mozecku mysi linie tg#10 je srovnatelné.

mozecek den 3
wt tg#10 tg#39

Disp3/Ubb relativni

exprose Mean + S (N) | LOO£0079(4) | 462£0523(3) | 520+0441(3)

mozecek den 7
wit tg#10 tg#39

1,00+ 0,217 (4) | 4,08+1,249(2) | 4,751+ 1,046 (4)

Disp3/Ubb relativni
exprese Mean = SD (N)

Tabulka 37. Relativni hladina Disp3 mMRNA v moze¢ku novorozené wt a tg mysi.

Hladiny Disp3 mRNA v mozecku mysi divokého typu (wt) a PLP/DISP3 transgennich mysi (tg#10
a tg#39) treti a sedmy den po narozeni byly stanoveny metodou gPCR, Ubb byl pouzit jako referenéni
gen. V tabulce jsou uvedeny pruméry hodnot stanovenych pro jednotlivé mysi (Mean) £ smérodatna

odchylka (SD) a pocet sledovanych jedinct (N).

Jak jiz bylo podrobné&ji popsano v kapitole ivodu, EGL je oblast mozecku novorozené mysi
ve které dochazi do konce druhého postnatélniho tydne k proliferaci bun¢k nazyvanych
prekurzory granularnich bunék. GCP vznikaji v oblasti zvané rhombic lip a po masivni
proliferaci v EGL migruji dal a méni se v diferencované granularni bunky - neurony (Fujita et
al. 1966). Ve ¢tvrté kapitole vysledkd jsme popsali vyrazny vliv exprese genu Disp3 na
proliferaci neuralnich kmenovych a progenitorovych bunék. Proto jsme se rozhodli porovnat
pomoci imunohistochemického barveni proliferaci GCP u novorozenych PLP/DISP3
transgennich a wt mysi.

Proliferaci GCP jsme pozorovali v mozecku tg a wt mysi tfeti a sedmy den po narozeni, coz
je doba, kdy se GPCs v EGL masivné mnozi. Na parafinovych fezech postnatalniho mysiho
mozku jsme sledovali pfitomnost bunécnych prolifera¢nich antigeni PCNA (Steiner et al.

1975) a Ki-67 (Gerdes et al. 1983). Oba dva typy barveni prokazaly vliv exprese genu Disp3
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na proliferaci GCP. U tg mysi je vice bun¢k pozitivné barvenych na prolifera¢ni antigen, jejich
vrstva je Sirsi a pokryva, na rozdil od wt mysi, skoro celou oblast EGL (Obr. 55 a 56A).

Procenta proliferujicich bunék u tg a wt mysi jsme poté urcili jako poc¢et Ki-67 pozitivnich
bun¢k déleny poctem vSech bunck barvenych hematoxylinem. Timto zpiisobem jsme potvrdili,
7e v obou dvou sledovanych casovych bodech (den 3 a den7) bylo u obou dvou kmenti tg mysi
(tg#10 a tg#39) mozné nalézt vice proliferujicich bunc¢k nez u wt mysi ze stejného vrhu. Den
tieti se procenta Ki-67 pozitivnich bun€k zvysila na 66 % utg#10 ana 64 % u tg#39 mysi
v porovnani s 49 % pro wt mysi, sedmy den se procenta zvysila na 55 % u tg#10 i tg#39 mysi
Vv porovnani s 42 % pro wt mysi (Obr. 56B, Tab. 38).

Obrazek 55. PCNA: Proliferace GCP v EGL moze¢ku novorozené wt a tg mysi.

Reprezentativni obrazky imunohistochemického barveni sagitalniho fezu mozec¢ku mysi divokého typu
(wt) a PLP/DISP3 transgenni mysi (tg) sedmy den po narozeni. Pro barveni vzorkd byla pouZita
protilatka proti PCNA (hnédd) a hematoxylin (modra). Ukazan je vysledek barveni mozec¢ku mysi linie
tg#39, barveni moze¢ku mysi linie tg#10 je srovnatelné. Sipka ukazuje siln&jsi vrstvu proliferujicich

bunek (PCNA pozitivni, hnéda) u tg mysi v porovnani s wt mysi.
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Obréazek 56. Ki-67: Proliferace GCP v EGL mozefku novorozené wt a tg mysi.

(A) Reprezentativni obrazky imunohistochemického barveni sagitalniho fezu mozecku mysi divokého
typu (wt) a PLP/DISP3 transgenni mysi (tg) sedmy den po narozeni. Pro barveni vzorkd byla pouzita
protilatka proti Ki-67 (hnéda) a hematoxylin (modra). Ukazan je vysledek barveni mozecku mysi linie
tg#39, barveni mozetku mysi linie tg#10 je srovnatelné. Sipka ukazuje siln&jsi vrstvu proliferujicich
bunék (Ki-67 pozitivni, hnédd) u tg mysi v porovnani s wt mysi.

(B) Procenta proliferujicich bunék v EGL vrstvé mozecku novorozené wt a tg mysi tfeti a sedmy den
po narozeni stanovena jako pocet Ki-67 pozitivnich bunék déleny celkovym poétem bunék barvenych

hematoxylinem. Znazornény jsou priamérné hodnoty, smérodatné odchylky auroven statistické
vyznamnosti (*** P <0,001).
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mozecek den 3
wit tg#10 tg#39

Procento proliferujicich

bunck Mean + SD (N) 48,87 + 8,219 (16) | 65,53+2,396 (9) | 64,14 3,176 (7)

mozedek den 7
wt tg#10 tg#39

Procento proliferujicich

bunék Mean + SD (N) 42,49 + 4,681 (14) | 54,69 £0,752 (3) | 55,49 + 2,212 (13)

Tabulka 38. Procenta proliferujicich GCP v EGL mozecku novorozené wt a tg mysi.

Procenta proliferujicich (Ki-67 pozitivnich bun¢k) v EGL vrstvé mozecku mysi divokého typu (wt)
a PLP/DISP3 transgennich mysi (tg#10 a tg#39) tfeti a sedmy den po narozeni. Uvedena jsou procenta
Ki-67 pozitivnich bunék z celkového poétu bunék barveného hematoxylinem. Imunohistochemicky
barvené sagitalniho fezy mozecku byly vyhodnoceny v programu ImageJ. V tabulcejsou uvedeny

priméry hodnot jednotlivych vzorkt (Mean) + smérodatna odchylka (SD) a pocet vzorkt (N).

V nékolika ptedchozich kapitolach byly prezentovany vysledky ziskané s pouzitim mySich
neuralnich progenitorovych buné¢k C17.2. Buiiky C17.2 byly pivodné¢ izolované z mozecku
novorozené mysi, z oblasti EGL (Snyder et al. 1992). V jedenacté kapitole vysledkii jsme
ukazali, Ze nadexprese genu Disp3 v buiikach C17.2 snizuje expresi geni Epb4.113 a Prelp.
Vzhledem ke zvysené expresi genu Disp3 v dané oblasti mozecku u PLP/DISP3 transgennich
mysi jsme se rozhodli zjistit, zda nedochazi také u téchto mysi k néjakym zménam v expresi
genid Epb4.113 a Prelp.

Pomoci metody qPCR jsme zjistili, Ze v obou liniich tg mysi (tg#10 a tg#39) je mozné
v mozecku tieti den po narozeni pozorovat slaby pokles exprese u obou gend, jak u genu
Epb4.113, tak i u genu Prelp. Exprese genu Epb4.113 se u tg#10 a tg#39 mysi snizila na 73 a 87
procent v porovnani s wt mySmi, exprese genu Prelp klesla u tg#10 a tg#39 mysi na 71 a 81
procent v porovnani s wt mySmi (Obr. 57, Tab. 39). Tyto vysledky tak ukézaly, ze nadexprese
genu Disp3 zptisobuje u bunék mozecku pokles exprese genit Epb4.113 a Prelp, a to jak in vitro
u bun¢k C17.2, tak i in vivo v mozecku novorozené tg mysi.

Vysledky v této kapitole ukazuji, ze u novorozenych PLP/DISP3 transgennich mysi dochazi
tieti 1 sedmy den po narozeni v mozecku, v disledku nadexprese genu Disp3 ke zvysSené
proliferaci GPC bunék v EGL vrstvé. Dale také u transgennich mysi doslo k poklesu exprese

gentt Epb4.113 a Prelp, coz jsou geny spojené se vznikem a progresi nékolika typt nadort.
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Obréazek 57. Exprese genu Epb4.113 a Prelp v moze¢ku novorozené wt a tg mysi.

Relativni hladiny Epb4.113 a Prelp mRNA v moze¢ku mysi divokého typu (wt) a v mozeCku
PLP/DISP3 transgennich mysi (tg#10 a tg#39) tfeti den po narozeni. Hladiny mRNA byly stanoveny
metodou qPCR, Ubb byl pouzit jako referen¢ni gen. Znazornény jsou primérné hodnoty hladiny mRNA

stanovené pro dva az Ctyfi jedince a smérodatné odchylky.

mozedek den 3
wit tg#10 tg#39

Epb4.113/Ubb relativni
exprese Mean + SD (N)

Prelp/Ubb relativni exprese
Mean £ SD (N)

1,00+ 0,151 (4) | 0,73+0,083(3) | 0,87 +0,241 (3)

1,000,121 (3) | 0,71+0,121(3) | 0,81 +0,218 (2)

Tabulka 39. Relativni hladina Epb4.113 a Prelp mRNA v moze¢ku novorozené wt a tg mysi.

Hladiny Epb4.113 a Prelp mRNA v mozec¢ku mysi divokého typu (wt) a PLP/DISP3 transgennich mysi
(tg#10 a tg#39) tieti den po narozeni byly stanoveny metodou qPCR, Ubb byl pouzit jako referenéni
gen. V tabulce jsou uvedeny praméry hodnot stanovené pro jednotlivé mysi (Mean) £ smérodatna

odchylka (SD) a pocet sledovanych jedinct (N).
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10 Diskuze

Vysledky uvedené v této praci se predevsim tykaji dtlezitého tématu regulace rovnovahy
mezi proliferaci a diferenciaci neuralnich bunék. Pro vyvoj a spravné fungovani CNS u savci
je prave presna regulace vSech procest ovlivitujicich proliferaci a diferenciaci neuralnich bunék
klicova a jakékoliv naruSeni mtize mit za nasledek vznik a rozvoj mnoha typli neurologickych
poruch véetné€ nddorovych onemocnéni. Proto jsme se rozhodli vénovat studiu proteinu DISP3
a jeho funkci v neuralnich bunkach. Gen DISP3, zndmy také jako PTCHD?2 je totiz exprimovan
predevsim v tkanich neuralniho ptivodu, jako jsou mozek a sitnice. Protein DISP3 patii do
rodiny PTCHD proteint (Zikova et al. 2009). Specifické funkce jednotlivych ¢lent této rodiny
Vv bunikach sav¢iho organismu zatim neni pfili§ zndm4, ale minimalné u dvou ¢lent této rodiny,
u proteini PTCHD1 a PTCHD3, bylo prokézano jejich spojeni s riznymi typy neurologickych
poruch (Marshall et al. 2008; Noor et al. 2010a; Filges et al. 2011; Chaudhry et al. 2015; Torrico
et al. 2015; Wells et al. 2016; Ghahramani Seno et al. 2011)

V této praci jsme se nejprve pokusili popsat vliv zmén v expresi genu Disp3 na mysi neuralni
kmenové a progenitorové buiiky. Zamétili jsme se predevsim na proliferaci a diferenciaci téchto
bungk, ale pozorovali jsme i zmény v bunééném cyklu, senescenci, apoptoze a genové expresi.
Déle jsme stanovili zmény v expresi genu DISP3 v lidskych neuralnich nadorech, piedevsim
v meduloblastomech. Také jsme popsali vliv tohoto genu na proliferaci nadorovych bunék.
Nakonec jsme se zamé&fili na popis DISP3 transgennich mysi. U téch jsme pozorovali zmény
v proliferaci neurdlnich bun€k v oblasti mozku, ktera je klicova pravé pro vznik

meduloblastomu.

10.1 Role proteinu DISP3 v neuralnich buiikach in vitro

V prvni ¢asti této dizertani prace jsme se pokusili popsat roli proteinu DISP3 v mySich
neurélnich kmenovych a progenitorovych bunikach NS-5 a C17.2 in vitro. Popsali jsme
pozitivni vliv thyroidniho hormonu trijodthyroninu (T3) na expresi genu Disp3 v NS-5 bunkach
a pokles Disp3 exprese v diasledku diferenciace téchto bun¢k do astrocytd, neuront
a oligodendrocytt. Pro dal$i experimenty jsme pfipravili NS-5 a C17.2 buniky s modulovanou
expresi genu Disp3. Buniky s nadexpresi genu Disp3 rychleji proliferovaly, mély jiné rozlozeni
bun¢k v jednotlivych fazich bunééného cyklu a také mély méné apoptotickych bunck
V populaci po poskozeni. Tyto buiiky také byly méné nachylné ke spontanni diferenciaci

a obecné vykazovaly nizs$i diferenciacni potencidl, a to nejen v porovnani s bunikami
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kontrolnimi, ale pfedevs§im v porovnani s buiikami, ve kterych byl gen Disp3 mutovan metodou
CRISPR/Cas9. Pomoci mikrocipové analyzy jsme pak také sledovali zmény v genoveé expresi,
ke kterym dochézelo v burikach v dasledku modulace exprese Disp3 genu. Identifikovali jsme
tak celkem sedm geni (Igfbp7, Liptl, Dgka, Brsk1, Edg8, Epb4.113 a Prelp), jejichz exprese je
zménéna bud’ v bunikach NS-5 s mutovanym genem Disp3 nebo v buiikach C17.2 s nadexpresi
Disp3 genu.

Na vyvoj a funkci CNS a na proliferaci a diferenciaci neuralnich buné¢k ma od rané
embryogeneze az po neurogenezi v dospélém jedinci vliv velké mnozstvi faktorti. Jednim
z klicovych hraca je thyroidni hormon. TH je totiz schopen ovliviiovat jak proliferaci, tak
i diferenciaci, migraci, synaptogenezi a myelinizaci neuralnich bunék (shrnuto v Bernal 2000;
Remaud et al. 2014; Préau et al. 2015). Prenatalné pusobi TH na diferenciaci bun¢k radiélnich
glii (Martinez-Galan et al. 1997) a jeho nedostatek mimo jiné zptsobuje sniZeni proliferace
bunék v mozkové kife (Mohan et al. 2012). TH také ovliviiuje diferenciaci astrocyti (Manzano
et al. 2007) a Purkynovych a Bergmanovych bun¢k (Fauquier et al. 2014) v mozecku. V rané
postnatalnim mozku mySi pak dochédzi v dasledku nedostatku TH k prodlouzeni faze
proliferace neuralnich prekurzora (Hadj-Sahraoui et al. 2000). TH ale ovliviiuje také proliferaci
a diferenciaci neuralnich bunék v dospélém jedinci, protoze jak v oblasti SVZ tak i v oblasti
SGZ je proliferace, preziti, diferenciace 1 migrace neuralnich bun€k negativné ovlivnéna
nedostatkem TH (Lemkine et al. 2005; Montero-Pedrazuela et al. 2006; Ambrogini et al. 2005;
Desouza et al. 2005). Pasobeni TH na NSC je mozné prokézat nejen in vivo, alei i in vitro,
protoze napiiklad u bunék izolovanych z SGZ podporuje thyroidni hormon T3 jejich
proliferaci, pteziti a glidlni diferenciaci (Desouza et al. 2005).

DISP3 byl identifikovan béhem studie, ktera se zabyvala geny regulovanymi thyroidnim
hormonem T3. U kufat bylo zjisténo, ze v disledku nedostatku TH béhem embryonalniho
vyvoje dochazi k poklesu exprese genu DISP3 v reting. In vitro je exprese genu DISP3
regulovana prostfednictvim T3, a to jak pozitivné tak i negativné v zavislosti na buné€ném typu
(Zikova et al. 2009). Na zakladé téchto naSich ptedchozich vysledkid jsme se rozhodli zjistit,
zda a jakym zpisobem ovlivituje TH expresi genu Disp3 v mySich neurdlnich kmenovych
bunkach. Pfidani T3 do média zplsobilo zvysSeni exprese genu Disp3 v NSC, naopak
kompetitivni THR inhibitor expresi genu Disp3 snizoval. Z tohoto vysledku tak vyplyva, ze
exprese nami studovaného genu Disp3 je v NS-5 bunikach pozitivné regulovana hormonem,
jehoz vliv na proliferaci a diferenciaci NSC byl mnohokrat popsan a prokéazan.

Sav¢i NSC patii do multipotentnich kmenovych bungk, které maji schopnost sebeobnovy

a zaroven potencial diferencovat do tfi zdkladnich neurdlnich bunécénych typl, astrocytu,
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neurond a oligodendrocytti. Béhem diferenciace bunck se vyrazné méni jejich vzhled, tvar,
velikost a funkéni vlastnosti. Tyto zmény jsou provazeny i zménami v expresnim profilu.
Exprese nékterych genti je pro urcité typy bunek tak charakteristicka, Ze je mozné vyuzit tyto
geny jako markery jednotlivych bunéénych typt. Za marker nediferencovanych NSC je
povazovan protein nestin, ktery patii do intermedialnich filament typu IV (Lendahl et al. 1990).
Zatimco exprese nestinu v pribéhu diferenciace bunék klesa (Frederiksen a McKay 1988),
dochazi naopak k nartistu exprese gent typickych pro diferencované buiiky. Astrocyty je mozné
odlisit od dalSich bunéénych typt pomoci glidlniho fibrilarniho kyselého proteinu GFAP
(Jacque et al. 1978). Pro neurony je typicka exprese neuronalné specifické soucasti
mikrotubularniho komplexu bunék BllI-tubulinu (Lee et al. 1990) a gen Plpl, ktery koduje
transmembranovy proteolipid je mozné pouzit jako marker oligodendrocytti (Naismith et al.
1985). Oligodendrocyty je ale také mozné sledovat pomoci O4 antigenu, ktery se vyskytuje na
jejich povrchu (Sommer a Schachner 1981).

Vzhledem ktomu, jak vyrazné jsou rozdily v expresnich profilech nediferencovanych
a diferencovanych bunék, sledovali jsme, zda se také méni exprese genu Disp3 béhem
diferenciace NSC in vitro. Vysledky ukazaly kolisani hladiny Disp3 mRNA béhem diferenciace
NS-5 bunék a snizenou hladinu exprese genu Disp3 Vv astrocytech, neuronech
i oligodendrocytech v porovnani s nediferencovanymi buiikami, a to jak na trovni mRNA, tak
i na urovni proteinu. K nejvyraznéjsimu poklesu exprese genu Disp3 dochazelo u bunék
diferencovanych do astrocytl. Tyto nase vysledky ukazuji, Ze béhem diferenciace NSC dochazi
k regulaci exprese genu Disp3, coz by mohlo znamenat, Ze Groven exprese genu Disp3 je pro
spravny pribéh diferenciace dulezita.

V této praci byla pouzita linie mySich neurdlnich kmenovych buné€k pojmenovanid NS-5.
NSC pro in vitro kultivaci je mozné izolovat bud’ z mozku mysiho plodu (Davis a Temple
1994), nebo ze specifickych oblasti mozku dospélého jedince (Reynolds a Weiss 1992).
Alternativné je mozné NSC ziskat diferenciaci ESCs (Ying et al. 2003). Buné¢na linie NS-5
byla pfipravena diferenciaci adherentnich ESCs do neurdlnich prekurzori na miskach
s upravenym povrchem. Selekci bunék exprimujicich gen Sox1 typicky pro neuralni burnky
doslo k odstranéni nediferencovanych ESCs a bun¢k diferencovanych do jinych neZ neuralnich
bunéénych typi. Naslednou kultivaci v pfitomnosti rustovych faktort EGF a FGF-2 byla
ziskana homogenni populace adherentnich bipolarnich bunck, ktera se mulze mnozit
symetrickym délenim, ale kterd je zarovenl schopna diferencovat do astrocytli, neuroni

i oligodendrocytu (Conti et al. 2005; Glaser et al. 2007).
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Dalsi bunéénou linii pouzitou v této praci byla linie mysich progenitorovych bun¢k C17.2.
Tato bunééna linie byla pfipravena v-myc imortalizaci bunék izolovanych z oblasti EGL
mozecku novorozené mysi (Snyder et al. 1992). V oblasti EGL dochazi u mysi po narozeni
k masivni proliferaci bunék zvanych GCP (Fujita et al. 1966) a piesna regulace tohoto procesu
je kli¢ova pro normalni vyvoj mozecku. Naopak abnormalni zvyseni proliferace GCP miize
vést ke vzniku patologii, naptiklad agresivnich détskych nadori meduloblastomi (Schuller et
al. 2008; Gibson et al. 2010).

Zjistili jsme, ze buniky NS-5 maji pfirozené relativné vysokou miru exprese genu Disp3,
naopak v bunkach C17.2 je exprese genu Disp3 velice nizka. Pro dalsi experimenty jsme se tak
rozhodli pfipravit buiiky NS-5 a C17.2 s modulovanou expresi genu Disp3. Pomoci technologie
CRISPR/Cas9 jsme vytvofili NS-5 buiiky s mutovanym genem Disp3 a tudiz s jeho snizenou
expresi. Dale jsme ptipravili buitky NS-5 s expresi Disp3 snizenou pomoci shRNA a buiiky
NS-5 s nadexpresi genu Disp3. Vzhledem k velmi nizké hladiné exprese genu Disp3 v C17.2
burikach bylo mozné vytvofit pouze C17.2 burniky s nadexpresi genu Disp3. VSechny tyto nové
bunééné linie nam Vv dalsich pokusech slouzily jako vhodny néstroj pro studium vlivu zmén
exprese genu Disp3 na neuralni bunky in vitro.

Regulace proliferace a diferenciace neuralnich bunék je kli€ovd pro vyvoj a spravné
fungovani CNS. Jakékoliv poskozeni rovnovahy, napiiklad abnormalni proliferace bunék,
muze Vvést ke vzniku patologii, jako jsou naptiklad mozkové nadory (Schuller et al. 2008;
Gibson et al. 2010). Proto jsme se rozhodli kvantifikovat rychlost proliferace vSech novych
bunéénych linii. Zjistili jsme, Ze nadexprese genu Disp3 zvySuje rychlost rustu jak neuralnich
kmenovych bunék NS-5, tak i progenitorovych bunék C17.2 a naopak mutace a sniZena exprese
genu Disp3 ma negativni vliv na rist NS-5 bunék. Také rustova kiivka a imunofluorescencni
barveni potvrdily pozitivni vliv nadprodukce mRNA genu Disp3 na rychlost proliferace
neuralnich kmenovych bungk.

Pro ptechod NSC z proliferaéni faze k diferenciaci je nutné, aby doslo k zastaveni
bunééného cyklu téchto bunék. Tento proces tidi pfedevsim dvé cyklin-dependentnich kinazy,
proteiny p21 a p27 (Seoane et al. 2004; Fero et al. 1996). Spravna regulace pruchodu buné¢nym
cyklem je pro normalni rychlost proliferace, udrzeni kmenovosti a pro zahajeni diferenciace
NSC bunék velmi dilezita. Z tohoto divodu jsme sledovali bunéény cyklus NS-5 bun¢k
s modulovanou expresi genu Disp3. V dusledku modulace exprese genu Disp3 doslo ke zméné
v distribuci bunék v ramci jednotlivych fazi bunééného cyklu. U NS-5 bun€k s mutovanym
genem Disp3 se zvySoval jejich podil v G2/M fazi. Naopak NS-5 bunky s nadexpresi genu

Disp3 mély v G2/M fazi mensi procento bunék a zvyseni jejich poctu miizeme pozorovat spise
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v S fazi bun&tného cyklu. NSC, na rozdil od migrujicich postmitotickych neuralnich
prekurzorovych bun€k, nejsou schopné béhem vyvoje mozku aktivovat prostiednictvim p21
proteinu G1/S kontrolni bod (G1/S checkpoint) buné¢ného cyklu a misto toho vyuzivaji G2/M
kontrolni bod (G2/M checkpoint, Roque et al. 2012). VVzhledem Kk nizsi proliferaéni aktivité
bunék s mutovanym genem Disp3 a tudiz k pomalejsimu prichodu téchto bunék bunéénym
cyklem je mozné, ze kakumulaci téchto bunék v G2/M fazi bunétného cyklu dochazi
v disledku aktivace G2/M kontrolniho bodu.

Exprese proteinu pl6 (INK4a) se v zivém organismu b&éhem starnuti v mnoha tkanich
postupné zvySuje (Tsygankov et al. 2009). Protein pl6 pusobi jako tumor supresor, snizuje
prolifera¢ni kapacitu bunék, podporuje ukonceni bunééného cyklu a pifechod bunék do stadia
tzv. senescence (Hara et al. 1996). Senescence je ireversibilni stav, buniky ale neumiraji
a mohou v tomto stadiu setrvat i n¢kolik let (Campisi 1997). Pii studiu gent, jejichz snizena
exprese je schopnd ovlivitovat funkci proteinu p16 a zdstavu bunééného cyklu byl nalezen i gen
DISP3 (Bishop et al. 2010). Sledovali jsme proto vyskyt senescentnich bunék v populaci NS-5
bun¢k s mutovanym genem Disp3. Po dlouhodobé kultivaci jsme zaznamenali sporadicky
vyskyt senescentnich bun¢k. Tento vysledek ale nebyl ptili§ vyrazny, coz souhlasi s obecné
pfijimanym nazorem, ze kmenové buiiky odvozené z embryonalnich bunék nebo tkani nejsou
na rozdil od somatickych bunék pfili§ vhodné pro studium senescence.

Programovana bunéénd smrt apoptéza predstavuje hlavni zplisob eliminace bunék
z populace NSC po poskozeni jejich DNA (Limoli et al. 2004; Acharya et al. 2010). Protoze
exprese genu Disp3 ovliviiovala proliferaci, buné¢ny cyklus a senescenci, rozhodli jsme se jako
dalsi parametr pro charakterizaci fenotypu bunék s mutovanym nebo nadexprimovanym genem
Disp3 sledovat apoptdzu NS-5 bunék. Ze ziskanych vysledki vyplynulo, Ze exprese genu Disp3
muze ovliviiovat apoptdzu bunék s DNA poskozenou y zatenim. V populaci bunék po ozéateni
bylo vice apoptotickych bunék v NS-5 buiikdch s mutovanym genem Disp3 a méné
apoptotickych bun¢k u NS-5 bunék s DISP3 nadprodukci.

Rovnovéaha mezi sebeobnovou - proliferaci a diferenciaci je pro NSC v organismu kli¢ova.
Schopnost udrzet si kmenovost, tj. za rastovych podminek se symetricky délit bez znamek
neuralnich kmenovych i progenitorovych buné¢k in vitro. U NS-5 bun¢k s mutovanym genem
Disp3 jsme pozorovali zietelné morfologické zmény. Bunky mély jiny tvar a prodlouzené
vybézky. Tyto bunky dale mély nizsi hladinu exprese markeru nediferencovanych buné¢k
nestinu a naopak zvysenou expresi neuronového markeru Bll1-tubulinu. Exprese BllI-tubulinu

je v nediferencovanych bunkach vyrazné nizs$i nez v bunkach po diferenciaci do neurond, ale
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zaroven neni tak nizka, aby ji nebylo mozné spolehlivé detekovat. Rozdily v expresi nebyly na
urovni mRNA velké, ale pomoci imunoflorescenéniho barveni proteinu Blli-tubulinu
a automatické obrazové analyzy jsme zaznamenali zfetelné navySeni poctu BllI-tubulin
pozitivnich bunék v populaci s mutaci v genu Disp3. Opa¢né vysledky jsme ziskali u bunék
s nadexpresi genu Disp3. ZnaSich zjisténi tak vyplyva, ze DISP3 pomaha neuralnim
kmenovym a progenitorovym burikam udrzet si kmenovost a naopak pokles jeho exprese
podporuje spontanni neuronalni diferenciaci bunék.

Protein DISP3 obsahuje ve své struktufe evolu¢né konzervovanou doménu SSD a je
fylogeneticky piibuzny dal$im proteinim s touto doménou (Zikova et al. 2009). V mnoha
studiich byly identifikovany genetické mutace a vzacné alely gent kodujicich proteiny
obsahujici SSD ve spojitosti s neuropatologickymi zménami, neurologickymi poruchami
a obecné s defekty v proliferaci, pieziti, migraci a diferenciaci NSC.

Naptiklad mutace v genu NPC1 zpisobuji u lidi vzacné autozomalné recesivni onemocnéni
Niemann-Pickovu chorobu typu C. Tato nemoc je spojend s poSkozenim transportu
cholesterolu v bunice a s jeho akumulaci v lysozomech. Soucasti projevi této nemoci mohou
byt progresivni neurodegenerativni zmény, kdy dochazi k demyelinizaci axonli neuront
ak jejich odumirani (lkonen a Holtta-Vuori 2004). Transport cholesterolu je v NPC1
deficientnich neuronech poskozen (Karten et al. 2002) a neurony nedokazi spravné
interpretovat signaly zprostiedkované neurotropnimi faktory (Henderson et al. 2000). Delece
genu Npcl ovliviiuje nejen neurony, ale i mys$i NSC, protoze potlacuje jejich sebeobnovu,
potenciél formovat neurosféry a také diferenciaci do astrocyt (Yang et al. 2006). Lidské NSC,
vytvofené z indukovanych pluripotentnich bun¢k pacienti homozygotnich pro nejcastéji se
vyskytujici mutaci v genu NPC1, byly také defektni. Neurony diferencované z téchto NSC
vykazovaly fenotyp predCasné bunécné smrti a jejich expresni profil potvrdil poskozeni
dulezitych signalnich drah, napiiklad WNT signalizace (Efthymiou et al. 2015).

Dalsi lidské autozomalné recesivni onemocnéni spojené s mutaci SSD proteinu
a metabolismem cholesterolu, které ve svych projevech zahrnuje i neuropatologické zmény je
Smithiiv-Lemliav-Opitziiv syndrom (SLOS). Jednd se o poruchu syntézy cholesterolu
zpusobenou mutaci genu DHCR7 (Waterham et al. 1998). Indukované pluripotentni bunky
ziskané ze SLOS pacientii vykazovaly vyraznou tendenci diferencovat do neuront a spontdnné
ztracely svou kmenovost (Francis et al. 2016).

Také dalsi SSD proteiny PTCHD1 a PTCHD3, které jsou proteinu DISP3 (zndmému také
jako PTCHD2) piibuzné je mozné spojit s neurologickymi defekty. Bylo popsano mnoho

mutaci a deleci pfitomnych v genu PTCHD1 nebo v jeho promotoru, které je mozné nalézt
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U pacientti s mentalnim postizenim a s autistickou poruchou (Marshall et al. 2008; Noor et al.
2010b; Filges et al. 2011; Chaudhry et al. 2015; Torrico et al. 2015). Mysi s deleci tohoto genu
vykazovaly poruchy uceni, mély motorické defekty a byly hyperagresivni (Wells et al. 2016).
Synapse neuronil v hipokampu téchto mysi byly poSkozené a meénil se i jejich expresni profil
(Ung et al. 2017). Také delece genu PTCHD3 se vyskytuji Castéji u pacientu s poruchou
autistického spektra (Ghahramani Seno et al. 2011).

Ve velmi nedavné dob¢ bylo navic zjisténo, ze i protein DISP3 by mohl ovliviiovat rozvoj
neurologickych patologii. Mutace v genu DISP3 byly totiz nalezeny u pacienti s mentalnim
postizenim, a to v populaci se zvySenym vyskytem piibuzenskych snatkt (Froukh 2017).

VétsSina mutaci v genu PTCHD1 podporujici rozvoj mentalnich poruch byla identifikovana
u muzskych pacienti, a to ziejmé v disledku toho, Ze se gen PTCHD1 nachazi na X
chromozomu. Gen DISP3 je u lidi lokalizovany na chromozomu 1 a jeho spojitost s mentalnimi
poruchami tak byla identifikovana az celoexomovym sekvenovanim imbrednich rodin.

Na moznou roli proteinu DISP3 v diferenciaci neuralnich bunék mutize také ukazovat dalsi
studie. Gen DISP3 byl totiz nalezen jako jeden z odlisné exprimovanych gent v bunkach
sdeleci genu TSC2. Mutace v tomto genu zpusobuje u lidi onemocnéni zvané tuberdzni
skler6za, kterou provazi i neuropatologické symptomy jako jsou autismus, mentalni retardace
a epilepsie. Buiiky s deleci genu TSC2 mély, kromé zménéného expresniho profilu zahrnujiciho
i gen DISP3, snizenou schopnost diferencovat do neuronti a poSkozenou synaptogenezi (Costa
et al. 2016).

Vsechny uvedené studie poukazuji na vyrazny vliv SSD proteinli na neuralni buiilky,
predevsim na jejich diferenciaci. Rozhodli jsme se proto in vitro sledovat dopad modulované
exprese genu Disp3 na diferenciaci mysich kmenovych a progenitorovych bungk.

Neuralni kmenové buiiky NS-5 Kultivované v diferenciaénim médiu se mohou ménit
V astrocyty, neurony a oligodendrocyty. Diferenciaci bun€k je mozné hodnotit pomoci detekce
dfive zminénych markert nestinu, genu Gfap, BllI-tubulinu, genu Plpl a O4 antigenu. NS-5
buriky se in vitro méni za diferencia¢nich podminek v astrocyty s vysokou efektivitou. To
znesnadiiuje moznost hodnotit vliv genu Disp3 na tento typ diferenciace. Na drovni Gfap
MRNA jsme proto zaznamenali jen velmi malé rozdily mezi jednotlivymi populacemi bunék.
Pomoci automatického vyhodnoceni vzorkii s imunofluorescenéné obarvenym proteinem
GFAP jsme ale pozorovali rozdily ve vyskytu vysoce diferencovanych astrocyti. Buiky
s mutovanym genem Disp3 mély téchto bun¢k v populaci vice a naopak buriky s nadexpresi
genu Disp3 jich mély méné. Podobny efekt méla modulovana exprese genu Disp3 na

diferenciaci NS-5 bunék do neuroni. Populace diferencovanych bunék s mutovanym genem
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Disp3 vykazovaly vyssi expresi mRNA BlI1-tubulinu, mély vyssi pomér vybézki — neuritli na
bunku, vice procent neuroni v populaci a také vice primdrnich neurith na neuron.
Oligodendrocytova diferenciace byla také mutaci v genu Disp3 pozitivné modulovana, protoze
v diferencované populaci bylo mozné v porovnani sbufikami kontrolnimi nalézt vice
oligodendrocytl, které byly vétsi a 1épe diferencované. Nadprodukce DISP3 méla na
diferenciaci NS-5 bun¢k opa¢ny vliv. Buiky s nadexpresi vytvarely mensi pocet vysoce
diferencovanych astrocytu, produkovaly méné neuront s niz§im poc¢tem neurit a také mnohem
hat diferencovaly do oligodendrocyta.

Tyto vysledky velice dobte souhlasily stim, co jsme zjistili pti in vitro diferenciaci
neuralnich progenitorovych bun¢k C17.2 s nadexprimovanym genem Disp3. U téchto bun¢k
byl béhem zacatku diferenciace zpozdén pokles exprese markeru nediferencovanych bunck
nestinu. Naopak byla pfedev§im v pozdéjsich dnech diferenciace nizsi exprese jak proteinu
GFAP tak Blll-tubulinu. Také morfologie bunék po diferenciaci se lisila a ukazovala na
naruSenou schopnost diferenciace bun¢k s Disp3 nadexpresi. V souhrnu v§echny tyto vysledky
potvrzuji, Ze exprese genu Disp3 negativné ovliviiuje in vitro diferenciaci jak neurdlnich
kmenovych, tak i neuralnich progenitorovych bunék. Mutace v genu Disp3 diferencia¢ni
potencial bun€k zvysuji, naopak nadprodukce DISP3 efektivni diferenciaci brani.

Abychom doplnili zjisténi tykajici se fenotypu bunék s modulovanou expresi genu Disp3
rozhodli jsme se sledovat zmény v profilu genové exprese téchto bunék. Identifikovali jsme pét
genu, jejichz exprese byla v NS-5 burikach s mutovanym genem Disp3 snizena nebo zvySena.
Jednalo se o geny Igfbp7, Liptl, Dgka, Brskl a Edg8. Dale jsme nalezli dva geny, Epb4.113
a Prelp, jejichZ exprese byla v buitkach C17.2 s nadprodukci mRNA genu Disp3 sniZzena. Maly
pocet identifikovanych genti Ize vysvétlit mimo jiné tim, ze protein DISP3 neni transkripéni
faktor atudiz pravdépodobnost, ze bude pfimo ovliviiovat expresi mnoha gend, je mala.
Zaroven ale geny, které byly pfi této analyze nalezeny, jsou v literatufe znamé pro své spojeni
s vyvojem CNS, diferenciaci neuralnich bunék a vznikem a progresi riznych typti nadort.

Exprese genu Igfbp7 byla v NS-5 buiikach s mutovanym genem Disp3 snizena. IGFBP7
(insulin-like growth factor binding protein 7) patii do rodiny proteini vazajicich IGF (insulin-
like growth factor) a stejné jako dalsi ¢lenové zminéné rodiny, miize v organismu ovliviiovat
vznik a rast nadord. IGFBP7 plisobi jako tumor supresor v nadorech prostaty (Sprenger et al.
1999) a stieva (Ruan et al. 2007). Zaroven ale jeho exprese podporuje rast kolorektalnich
nadorovych bungk in vitro (Rupp et al. 2015). ZvySena exprese genu IGFBP7 je pak spojovéana
s rozvojem arychlym ristem nadord jicnu (Smith et al. 2014), zaludku (Sato et al. 2015)

a s uréitymy typy sarkomu a liposarkomi (Benassi et al. 2015). V nadorech mozku zvanych
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glioblastomy je exprese genu IGFBP7 zvysena a jeji mira koreluje s histologickym nalezem
a s progndzou pro pacienty. Protein IGFBP7 dokaze také stimulovat rust glioblastomovych
bungk in vitro (Jiang et al. 2008). Obecné funkce proteinu IGFBP7 ve zdravém mozku nebyla
zatim pfilis popsana, je ale znamo, ze IGF2/IGFBP7 signalizace podporuje piezivani neuront
v hipokampu (Agis-Balboa et al. 2011) azvySena exprese genu IGFBP7 byla nalezena
I U pacientt trpicich Alzheimerovou chorobou (Agbemenyah et al. 2014).

O vlivu proteinu LIPT1 (lipoyltransferase 1), jehoz exprese byla v NS-5 bunkach
s mutovanym genem Disp3 také snizend, na CNS savcti neni mnoho znamo. Bylo pouze
zjisténo, ze mutace v tomto genu zpusobuje onemocnéni, které se projevuje mimo jiné
i poskozenim mozku (Soreze et al. 2013).

Dalsi gen, jehoz exprese byla v mySich neuralnich bunikach s mutovanym genem Disp3
a je exprimovan v oligodendrocytech, kde se podili na vytvaifeni myelinové pochvy (Goto et al.
1992). | tento gen je spojovéan s onkogenezi, jelikoz ovlivituje rist melanomd, nadora slinivky
a jater (Yanagisawa et al. 2007; Carter et al. 2010; Takeishi et al. 2012). Dale také bylo zjisténo,
ze potlaceni jeho exprese v glioblastomovych bunikach indukuje apoptozu (Kefas et al. 2013;
Dominguez et al. 2013).

BRSKI1, jehoz exprese byla ve sledovanych bunkach snizena, je AMP-aktivovana
serin/treonin kindza specificky exprimovana v mozku. Tento protein je klicovy pro diferenciaci
a predevsim spravnou polarizaci neuront. Neurony postradajici jak gen Brskl, tak i pfibuzny
gen Brsk2 maji odlisnou morfologii s poskozenym axonem, ktery je skoro nemozné rozlisit od
dendritd. Mysi s mutacemi v téchto genech mély poskozeny mozek se Spatnou segregaci
jednotlivych subtypt neuront (Muller et al. 2010). BRSK1 také hraje roli v regulaci bunééného
cyklu (Lu et al. 2004; Alvarado-Kristensson et al. 2009).

Jediny gen, jehoZ exprese byla v buiikach s mutovanym genem Disp3 zvysena, je gen Edg8
(endothelial differentiation sphingolipid G-protein-coupled receptor 8). Tento gen kdduje
receptor exprimovany piedev§im v oligodendrocytech a astrocytech. Béhem vyvoje mozku je
gen Edg8 exprimovan v burnikach radialnich glii a ovliviiuje jejich diferenciaci do astrocytt
(Ulfig a Briese 2004). Edg8 je exprimovan také v nematurovanych a maturovanych
oligodendrocytech a ovliviiuje jejich piezivani (Jaillard et al. 2005). Vysoka exprese tohoto
genu byla nalezena i v ur€itych typech glioblastomt (Quint et al. 2014).

V buiikach C17.2 s nadexpresi genu Disp3 byla snizena exprese genu Epb4.113. EPB4.1L3
(erythrocyte membrane protein band 4.1 like 3) patéi do rodiny proteinti, které spojuji
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transmembranové proteiny s aktinovym cytoskeletem a jeho delece je Casto spojovana s nadory
mozku, zaludku, prsou a prostaty (Tran et al. 1998).

Posledni nalezeny gen Prelp byl v C17.2 butikach s nadexpresi genu Disp3 take exprimovan
méné. PRELP (proline and arginine rich end leucine rich repeat protein) je jako predchozi
zminéné proteiny spojovan s onkogenezi, konkrétné¢ jeho odliSna exprese byla nalezena
v glioblastomech a meningiomech (Behin et al. 2003; Lamszus 2004). Tento gen se ale ziejmé
muize podilet i na regulaci senescence (Tarunina et al. 2004) a jeho poskozeni se vyrazné podili
na rozvoji syndromu pied¢asného starnuti (Hutchinson-Gilford syndrom, Lewis 2003).

Nalezené geny, jejichZ exprese byla sniZzena nebo zvySena v dusledku manipulace s expresi
genu Disp3 v mysich neuralnich a progenitorovych bunikach, ovliviuji diferenciaci a proliferaci
neuralnich bunék, bunény cyklus a senescenci, vétSina z nich se také podili na vzniku
a progresi ruznych typd nadort. Tato zjiSténi podporuji nase tvrzeni, Ze mira exprese genu
Disp3 je dulezita pro proliferaci, pieziti a diferenciaci neuralnich bunék. Vysledky dale
naznacuji také mozné zapojeni genu Disp3 do procesu onkogeneze.

In vitro experimenty, pii kterych jsme pouzili mysi neuralni kmenové a progenitorové bunky
NS-5 a C17.2 ndm pomohly lépe pochopit roli, jakou hraje protein DISP3 v neurélnich
burikach. Pozitivni vliv thyroidniho hormonu na expresi genu Disp3 naznacuje, ze TH mize
ovlivitovat diferenciaci a proliferaci neurdlnich bunék mimo jiné i prostfednictvim regulace
exprese genu Disp3. Pokles exprese genu Disp3 v diferencovanych burnkach zase ukazuje na
jeho regulaci béhem tohoto procesu. Zmény v expresi genu Disp3 ovliviiovaly proliferaci
bunék, bunéény cyklus, senescenci, apoptdzu, diferenciaci bun¢k a expresi nékolika gent (Obr.
58). V souhrnu je tak ziejmé, ze protein DISP3 je jednim z faktort, které reguluji ptechod
neuralnich bunék z prolifera¢ni faze k diferenciaci. Dale protein DISP3 miZe stejné jako
pribuzné SSD proteiny ovliviiovat rozvoj riiznych neuropatologii a také by se mohl podilet na

vzniku a progresi nadort.
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Obréazek 58. Zapojeni proteinu DISP3 do riznych bunéénych procesii.

Schématicky nakres znazornujici pisobeni proteinu DISP3 v neuralnich buiikach. TH pozitivné reguluje
expresi DISP3 genu. DISP3 dale podporuje proliferaci neuralnich bunék a ovliviiuje jejich prachod
bunéénym cyklem. Vysoka hladina DISP3 chrani bunky pfed senescenci a pted apoptozou. Pii
diferenciaci neuralnich bunék klesa uroven exprese genu DISP3. ZvySena hladina DISP3 dale brani
neuralnim buikam v efektivni diferenciaci a mnozstvi DISP3 pfitomné v buiikach ovliviiuje expresi

nekolika dalSich genti.
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10.2 Vliv proteinu DISP3 na mozek ¢lovéka a mysi

V dalSich ¢astech této dizertacni prace jsme se zamé&fili na funkci proteinu DISP3 in vivo.
Nejprve jsme se zabyvali expresi genu DISP3 v lidskych neuralnich nadorech a nadorovych
burikach a poté jsme sledovali vliv abnormalni exprese genu Disp3 na mozek transgennich
mysi. V porovnani s nékolika dal§imi typy nadort mozku byla Groven exprese genu DISP3
nejvyssi v meduloblastomech subtypu 4. Nadexprese genu DISP3 v linii meduloblastomovych
bunék DAOY zvySovala rychlost jejich proliferace a naopak poskozeni genu DISP3 cilenou
mutagenezi vedlo ke zpomaleni rychlosti ristu meduloblastomové linie D341. Transgenni
mysi, které nadexprimovaly gen DISP3 pomoci PLP promotoru mély zvy$enou hladinu exprese
tohoto genu predevS§im v posteriornich oblastech mozku. V moze¢ku novorozenych
transgennich mysi dochéazelo ke zvySeni proliferacni aktivity bun¢k a ménila se i1 exprese genli
Epb4.113 a Prelp, které jsme identifikovali pfi in vitro pokusech s C17.2 burikami.

Jiz dtive bylo prokadzéano, Zze mutace v genu DISP3 mohou podporovat vznik ur¢itych typt
nadorid mozku (Johansson et al. 2004). Pozdé&ji bylo dale zjisténo, ze v neoplastickych
prekurzorech pancreatickych adenokarcinomu je gen DISP3 vyrazné vice metylovan (Hong et
al. 2012). Az ale teprve v nedavné dob¢ se objevily dalsi studie dokladajici vztah genu DISP3
a onkogeneze. ZvySena exprese genu DISP3 byla nalezena v osteosarkomovych burnkach
s vysokym metastatickym potencialem (Morrow et al. 2016). Déle bylo zjisténo, ze metylace
genu DISP3 souvisi s rizikem pfi progresi nadora slinivky biisni (Hata et al. 2017) a ze mutace
v genu DISP3 se velice ¢asto vyskytuji v DNA vzorkd vzacnych melanomi astni sliznice (oral
mucosal melanoma, Lyu et al. 2018). Gen DISP3 je také jednim z nej¢astéji mutovanych genti
v nadorech stiev, které se vyskytuji u pacientd s familiarni adenomatozni polyp6zou (Thomas
etal. 2017). Vysledky uvedené ve vSech téchto studiich tak silné potvrzuji vliv proteinu DISP3
na vznik a rist mnoha typti nadora.

V oblasti mozecku v mozku novorozené mysi je exprese genu Disp3 fizena transkripénim
faktorem ATOH]1. Tento protein hraje klicovou roli pfedevsim v proliferaci, migraci a iniciaci
diferenciace neuralnich bunék mozecku (Klisch et al. 2011). Dulezité je, ze ATOHI1 se spolu
s dalsimi faktory podili na inicializaci vzniku mozkovych nadori, meduloblastomi (Ayrault et
al. 2010). Meduloblastomy ptedstavuji jeden z nejcastéjSich, vysoce malignich pediatrickych
nadort mozku vznikajicich v oblasti mozecku. Na zakladé exprese uréitych markerovych genu
je mozné meduloblastomy rozdélit do ¢tyfech zakladnich molekularnich podskupin: SHH
subtyp, WNT subtyp, subtyp 3 a subtyp 4 (shrnuto v Taylor et al. 2012; Schroeder a Gururangan
2014). Na zakladé¢ imunohistochemickych poznatkd se piedpoklada, ze rizné podskupiny
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meduloblastomui vznikaji z odlisnych typt bunék. WNT subtyp vznika v oblasti mozkoveho
kmene, zatimco SHH subtyp vznika z progenitorovych bun¢k externi granularni zény (EGL)
mozecku (Gibson et al. 2010). Typ bunék, ze kterych vznikaji meduloblastomy subtypu 3 a 4,
je zatim nejasny. Je ale znamo, Ze transkripéni faktory LMX1A, EOMES a LHX2, které puisobi
jako hlavni regulatory exprese v nadorovych buiikkach meduloblastomti subtypu 4, jsou
exprimovany ve specifickych neuronech, které vznikaji z ¢asnych progenitord v oblasti
rhombic lip (RL, Lin et al. 2016). Mysi progenitorové bunky C17.2, pouzité v ptedchozi ¢asti
této prace, u kterych jsme prokézali vliv exprese genu Disp3 na jejich proliferaci a diferenciaci,
byly ptvodné izolovany z EGL oblasti mozecku. To tudiz spojuje naSe vysledky
s meduloblastomy. V¢étSina typti mozkovych nadorti exprimuje geny, které je jinak mozné
nalézt pfedev§im v neurdlnich kmenovych bunikach. Tak vznikla hypotéza nadorovych
kmenovych bunék (cancer stem cells, CSCs), které jsou ve svych vlastnostech vyrazné podobné
NSC a které jsou predev§im zodpovédné za rist samotného nadoru (Lathia et al. 2011). Proto
jsou vysledky ziskané studiem NSC dulezité nejen pro dalsi poznani faktort podilejicich se na
vyvoji mozku, ale pfimo se dotykaji i lepsiho pochopeni procest vzniku a progrese nadort.

V dalsi ¢asti nasi prace jsme se tudiz zaméfili na expresi genu DISP3 v riznych lidskych
mozkovych né&dorech a na jeho vliv na nadorové bunky. Ziskané vysledky prokazaly zvySeni
exprese genu DISP3 piedevsim v meduloblastomech subtypu 4. Z riznych linii lidskych
nadorovych bunék jsme poté nejvyssi expresi genu DISP3 nalezli v retinoblastomovych
bunkach Y79. Z meduloblastomovych linii méla vyssi expresi genu DISP3 linie D341 patfici
do subtypu 3 (Weeraratne et al. 2012) a naopak velice nizka byla exprese genu DISP3 v linii
DAOQOY bunék patiici do SHH subtypu (Triscott et al. 2013). Nasledn¢ jsme potvrdili, Ze exprese
genu DISP3 ovliviiuje proliferaci meduloblastomovych bunék D341 a DAOY stejnym
zpusobem jako ovliviiuje rychlost ristu bun¢k NS-5a C17.2.

Za ucelem dalsiho pochopeni funkce proteinu DISP3 in vivo jsme se rozhodli vytvofit
transgenni mysi s abnormalni expresi genu DISP3 tizenou PLP1 promotorem. PLP1 promotor
byl zvolen z toho diivodu, Ze exprese genu Disp3 klesala v buiikach po diferenciaci, a to véetné
diferenciace bunék do oligodendrocyti, ve kterych je gen Plpl pfedev§im exprimovan.
Transgenni mysi byly zdravé a ani v dospélosti nevykazovaly zddné odchylky od normalu.
Nejvyssi exprese genu Disp3 jsme u mysi divokého typu detekovali v mozku v oblasti zvané
bulbus olfactorius. U transgennich mysi jsme stanovili zvySenou expresi genu Disp3 v celém
mozku, s maximem Vv posteriornich oblastech, na které navazuje pateini micha.

Exprese genu PLP1 je typicka pfedevsim pro oligodendrocyty. Pozdg&ji ale bylo zjisténo, ze

aktivita PLP1 promotoru je béhem embryonalniho a ¢asného postnatalniho vyvoje jedince
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odlisna od aktivity tohoto promotoru v dospélém organismu a muzeme ji proto detekovat
i vV jinych typech bunék nez jen v oligodendrocytech. U ¢tyfi dny starych mysi byla aktivita
PLP promotoru popséna v ur€itych vrstvach mozecku véetné EGL v buiikach pozitivnich na
marker neuroni NeuN (Michalski et al. 2011). V buiikach C17.2, které byly ptivodn¢ izolované
z EGL novorozené mysi, zpusobovala nadexprese genu Disp3 zmény v rychlosti proliferace
a v diferencia¢nim potencialu téchto bunck. Dale jsme také pozorovali snizenou expresi genti
Epb4.113 a Prelp v téchto bunikach. Rozhodli jsme se proto v mozecku novorozené PLP/DISP3
transgenni mysi sledovat proliferaci bunék v EGL a expresi zminénych gent. Ziskané vysledky
potvrdily nase ptfedpoklady, jelikoz proliferace bun¢k v EGL byla u transgennich mysi zvysena
a exprese genu Epb4.113 a Prelp se v mozecku tii dny staré transgenni mysi zdala byt sniZzena.

V souhrnu je tak mozné fict, Ze DISP3 ovliviiuje v mozecku mysi expresi gend, které jsou
spojené se vznikem a progresi mnoha typti nadorti. Dale je mozné tvrdit, Ze aberantni exprese
genu Disp3 ovliviiuje proliferaci bunék v oblasti mozku, ze které vznikaji détské agresivni
nédory meduloblastomy (Obr. 59). Jedna se o typ nadort, ve kterych jsme, piedevsim v subtypu
4, nalezli vysokou miru exprese genu DISP3. Exprese genu DISP3 nakonec také in vitro
ovlivitovala proliferaci meduloblastomovych bunék, coz bylo v souladu s vysledky ziskanymi

S pouzitim mysich neurdlnich kmenovych a progenitorovych bunék.

. proliferace
\ mozetek ‘ ‘H onkogeneze

meduloblastomy

Obrazek 59. Hypoteticky model vlivu proteinu DISP3 na vznik nadori.
Diagram znazornuje, ze pii zvySené expresi genu DISP3 je v oblasti mozku nazyvané mozecek
podporovana abnormalni proliferace bunék, kterd posléze vede ke vzniku nador CNS patiicich do

skupiny meduloblastomt.
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11 Zavéry

Tato prace se zabyva roli, jakou hraje protein DISP3 a jeho exprese v neuralnich buiikach
a tkanich. Pokusili jsme se piedev§im charakterizovat vliv tohoto proteinu na regulaci
rovnovahy mezi proliferaci a diferenciaci, ktera je klicova pro spravny vyvoj a fungovani CNS

a jejiz naruseni mize mit v organismu za nasledek vznik rtiznych patologii.
Shrnutim vSech naSich vysledkl je mozné dospét k témto zédveéram:

e Thyroidni hormon T3 pozitivné ovliviiuje v mySich neuralnich kmenovych bunikach NS-
5 expresi genu Disp3.

e V disledku diferenciace neurdlnich kmenovych buné€k NS-5 do astrocytdi, neuroni
a oligodendrocytti dochazi v téchto bunikach ke snizeni exprese genu Disp3, a to jak na
urovni mRNA, tak i na Urovni proteinu.

e Zvyseni exprese genu Disp3 in vitro podporuje proliferaci mysich neuralnich bunék, a to
jak bunék kmenovych (NS-5), tak i1 progenitorovych (C17.2). Naopak snizeni hladiny
Disp3 exprese pomoci RNAI nebo prostiednictvim mutageneze metodou CRISPR/Cas9
zpusobuje zpomaleni proliferacni aktivity NS-5 buné¢k.

e Zména v expresi genu Disp3 dale ovliviiuje rozloZeni neuralnich kmenovych bunék NS-
5 v jednotlivych fazich bunééného cyklu. U bunek s nadexpresi genu Disp3 je mozné
pozorovat vice bunék predevsim v S fazi a naopak u bunék s mutovanym genem Disp3
je vyssi procento bunék v G2/M fazi buné¢ného cyklu.

e Zvysena exprese genu Disp3 také podporuje piezivani neuralnich kmenovych bunék NS-
5, jelikoz negativné ovliviiuje vstup téchto bunc¢k do senescence a apoptézy. Mutace
v genu Disp3 puisobi opacné, vyskyt senescence a apoptdzy v populaci bunék zvysuje.

e Exprese genu Disp3 také podporuje u bunék NS-5 i C17.2 udrzeni kmenovosti, to
znamena schopnosti bunék se mnozit a tim sebeobnovovat. Pokles Disp3 exprese naopak
podporuje spontanni diferenciaci bunék.

e Hladina DISP3 neovliviiuje pouze spontanni diferenciaci mysich neuralnich kmenovych
a progenitorovych bun¢k NS-5 a C17.2, ale i jejich cilenou in vitro diferenciaci. Bunky
NS-5 s CRISPR/Cas9 mutovanym genem Disp3 vytvaii za diferencia¢nich podminek
vEtsi pocet vysoce diferencovanych astrocytil, vice neurond s vyS$§im poctem neuritl
a také 1épe diferencuji do oligodendrocytii. Opacny efekt ma nadexprese genu Disp3,

ktera diferencia¢ni potencial kmenovych i progenitorovych bun¢k snizuje.
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DISP3 take ovliviiuje genovou expresi v neuralnich buiikach. V- NS-5 bunkéch s genem
Disp3 poskozenym cilenou mutagenezi dochazi k poklesu exprese genu Igfbp7, Liptl,
Dgka a Brskl a ke zvySeni exprese genu Edg8. V C17.2 bunkach s nadprodukci DISP3
dochézi k poklesu hladiny mRNA gent Epb4.113 a Prelp.

U lidskych neuralnich nadorti je mozné nejvys$si miru exprese genu DISP3 nalézt
v agresivnich détskych nadorech mozku nazyvanych meduloblastomy, a to piedevsim
v meduloblastomech subtypu 4.

Take v lidskych meduloblastomovych bunéénych liniich ovlivituje Groven exprese genu
DISP3 proliferaci. Nadexprese genu DISP3 v buinkach DAOY zvysuje rychlost ristu
bunék a naopak mutace v genu DISP3 proliferaci bunék D341 zpomaluje.

Nové vytvorené linie transgennich mysi, s nadexpresi genu DISP3 v mozku pomoci PLP
promotoru, maji zvySenou hladinu exprese Disp3 genu piedev§im v posteriornich
oblastech mozku. V mozecku novorozenych transgennich mysi je snizena exprese gent
Epb4.113 a Prelp, které jsme identifikovali pii in vitro experimentech s C17.2 buiikami
se zvySenou expresi genu Disp3. Déle se také v mozecku téchto mysi v oblasti nazyvané

externi granularni zona (EGL) nachazi vice proliferujich bun¢k.
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DISP3 (PTCHD2), a sterol-sensing domain-containing protein, is highly expressed in neural tissue
but its role in neural differentiation is unknown. In the present study we used a multipotent
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differentiation of neural precursors. We found that ectopically expressed DISP3 promotes cell
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1. Introduction

The Dispatched 3 gene (Disp3), also known as Ptchd2 and
KIAA1337, was first reported in a human ¢cDNA sequencing project
that was focused on identifying genes encoding large proteins in
the human brain [1].

Subsequent cloning and characterization of Disp3 revealed that
it encodes a 13-transmembrane domain-containing protein that is
related to the Dispatched family of proteins. Further, its expression
is regulated both in vivo and in vitro by thyroid hormone [2]. In
adult neural tissue, Disp3 is expressed predominantly in the hippo-
campus and cerebellum, with scattered expression in the cortex. In
fibroblasts, ectopic expression of DISP3 leads to increased cellular
cholesterol levels that exhibit an altered distribution pattern.
Based on these findings it was proposed that DISP3 might
represent a new molecular link between thyroid hormone and
cholesterol metabolism [2].

Previous studies in mice have demonstrated that retroviral
insertional mutagenesis induced by a recombinant M-MLV
encoding PDGF-B results in a high incidence of glioblastomas.

Abbreviations: EGL, external germinal layer; GFAP, glial fibrillary acidic protein;
GNP, granule neuron precursors; M-MLV, Moloney Murine Leukemia Virus; PDGF,
plate-derived growth factor; SSD, sterol-sensing domain
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One of the genes identified in this study was Disp3 [3]. Interest-
ingly, a subsequent study further demonstrated a link between
Disp3 and oncogenesis, showing that Disp3 expression was ampli-
fied in long latency tumors [4].

To identify the pattern and level of Disp3 expression in human
brain cancer we investigated datasets from the publicly available
Oncomine database (www.oncomine.org) [5]. Analysis of the
Northcott 3 [6], Kool et al. [7] and Fattet et al. [8] brain datasets
revealed that Disp3 mRNA was significantly elevated in human
medulloblastoma.

Medulloblastoma, the most common cause of oncological death
in children, accounts for over 20% of all central nervous system
tumors. According to the WHO classification, medulloblastoma is
defined as a grade IV malignant embryonal neoplasm that arises
from the cerebellum with five histological varieties [9]. Several
research groups have performed gene-expressing profiling of
medulloblastoma and have identified four molecular subtypes:
WNT, Sonic Hedgehog (SHH), Group 3, and Group 4. These molec-
ular subtypes exhibit distinct gene expression, mutational profiles,
and prognosis and indicate that medulloblastoma is not just one
disease (reviewed in [10]).

Given that Disp3 expression is elevated in medulloblastoma, we
wished to investigate what role this gene may play in neural pro-
genitor commitment and differentiation. To this end we used the
multipotent neural progenitor cell line C17.2 originally established
from cerebellar neural cells isolated from the external germinal
layer (EGL) of neonatal mice that were subsequently immortalized
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by v-myc transduction [11]. These progenitor cells have the
potential to differentiate into neurons or glia depending on
micro-environmental signals, and can thus be used as an alterna-
tive to primary brain tissue culture [12].

2. Materials and methods
2.1. Cell cultures and reagents

C17.2 cells, a generous gift from Dietmar Spengler (Max-Planck
Institute of Psychiatry, Munich, Germany), were grown in DMEM
(Sigma) supplemented with 10% FCS, 5% horse serum, 2 mM r-glu-
tamine, 100 U penicillin/ml and 100 pg streptomycin/ml (Gibco).
The cells were passaged every 3rd day using 0.05% trypsin/EDTA
and reseeded at a density of 1 x 10%/cm?. For differentiation exper-
iments cells were seeded at a density of 0.26 x 10%/cm? in standard
growth medium. One day later the cells were washed and incu-
bated in differentiation medium DMEM:F12 (Sigma) containing
N2 supplements (Gibco), NGF and BDNF (10 ng/ml of each neuro-
trophic factor, R&D Systems).

The human DAOY cell line was obtained from Mathias
Heikenwaelder (Institute of Virology, TU Munich, Germany) and
cultured in IMEM (Gibco) with 10% FBS and 100 U penicillin/ml
and 100 pg streptomycin/ml.

2.2. Viral production, transduction of C17.2 cells and transfection
of DAOY cells

To generate Disp3-expressing C17.2 cells, the full-length human
Disp3 was cloned into the retroviral vector pBABE-Hygro. Retrovi-
ruses were prepared by transfecting the expression vector into
Phoenix cells using Lipofectamine reagent (Invitrogen). Viral
supernatant was harvested at 48 and 72h post transfection.
C17.2 cells were incubated with virus supernatant and polybrene
(4 pg/ml) for 6 h before adding the fresh medium and hygromycin
was added 48 h later. To generate Disp3-expressing DAOY cells, the
full-length human Disp3 was cloned into the pCDNA3 vector.
DAQY cells were transfected using Lipofectamine and neomycin
was added two days after transfection. The control cells were gen-
erating by transducing C17.2 and DAOY cells by empty vectors
PBABE-Hygro and pCDNA3, respectively.

2.3. RT-PCR and real-time qPCR

Total RNA was isolated using PureLink RNA Mini Kit (Ambion)
according to the manufacturer’s protocol. For RT-PCR, 2 ug of total
RNA was reverse transcribed using random hexamer primers
(Invitrogen) and M-MLV Reverse Transcriptase (Promega). All qPCR
reactions were performed in triplicate using the SYBR Green I
Master mix and the LightCycler® 480 system (Roche).

2.4. Microarray analysis

The quality and concentration of RNA were measured and RNA
integrity was analyzed using Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent).
Microarray analysis was conducted using Illumina MouseRef-8 v2
Expression BeadChips according to their standard protocol. The
analysis was performed in four biological replicates per group.
The raw data were preprocessed using GenomeStudio software
and analyzed within the limma package [13] of Bioconductor
[14] as described elsewhere [15]. A moderated t-test was used to
detect transcripts differentially expressed between the treated
samples and controls. As the analysis was considered exploratory,
we used weak criteria to select differentially transcribed
genes (P<0.05, which corresponds to Storey's g<0.9 [16], and
|logoFC| > 0.6). The microarray data were deposited in the
ArrayExpress database under accession number E-MTAB-2975.

176

2.5. Primers

The following primer sequences were used: gapdh 5-CCATGAC
AACTTTGGCATTG-3' and 5-TCCCCACAGCCTTAGCAG-3', ubb 5-AT
GTGAAGGCCAAGATCCAG-3' and 5'-TAATAGCCACCCCTCAGACG-3/,
disp3 5-CAGCAGCTTTGACCTCTTCA-3' and 5-GCAACATCTGCAG-
GAAGGA-3', pllI-tubulin 5-TGGACAGTGTTCGGTCTGG-3' and 5'-C
CCTCCGTATAGTGCCCTTTG-3’, gfap 5-TGAGGCAGAAGCTCCAAGA-
3’ and 5'-CCAGGGTGGCTTCATCTGC-3', nestin 5-AGGCTGAGAACTC
TCGCTTGC-3' and 5'-GGTGCTGGTCCTCTGGTATCC-3/, epb4.113 5'-
GCCCAGCTATCAGAAGATATCAC-3’ and 5'-AGCTCTGACTGCACCGTG
TAGGA-3', prelp 5'-GAACTTCTAGCTGGCTCTCT-3’ and 5'-GGATGCC
CTCATGATCCAGG-3'.

2.6. Proliferation assay

Cell proliferation was measured using a thymidine incorpora-
tion assay. Cells were plated at a density of 3 x 103 cells/well in
96-well plates. After 12h, cells were pulsed with [methyl->H]
thymidine (UJV Rez) and cultured for an additional 6 h. Cells were
harvested onto Filtermat using a FilterMate Harvester. Incorpo-
rated radioactivity was quantified using MicroBeta2 Microplate
scintillation counter (PerkinElmer).

2.7. Expression of recombinant DISP3 protein and production
of antibody

The expression vector encoding amino acids 692-1115 of DISP3
(NP_001186105.1) was transformed into BL21(DE3) Escherichia coli
cells. The recombinant His-DISP3 protein was expressed, purified
and used to immunize New Zealand rabbits as described earlier
[2]. Immune sera were collected three weeks after the final immu-
nization and purified using a Melon gel purification kit (Thermo
Scientific).

2.8. Immunoblotting and immunofluorescence

Protein samples were separated by SDS-PAGE using 4-15% pre-
cast gradient polyacrylamide gels (Biorad). Proteins were trans-
ferred onto nitrocellulose membranes, which were subsequently
blocked in a solution containing 5% non-fat milk dissolved in TBS
and 0.05% Tween-20 (TBST). Filters were incubated in primary
antibody diluted in 1% milk/TBST overnight before being washed
and incubated with secondary antibody (ECL kit, GE Life Sciences).

For the detection of proteins via immunofluorescence, cells
were grown on glass coverslips, fixed in 3% paraformaldehyde
and permeabilized with 0.2% Triton X-100 before incubation with
primary antibodies: polyclonal anti-DISP3 antibody (see above)
or mouse anti-nestin (1:400, Millipore), mouse anti-pIIl tubulin
(1:1000, R&D systems), mouse anti-GFAP (1:400, Sigma), mouse
anti-GAPDH (1:2000, GeneTex). Staining was visualized by the bio-
tin-streptavidin method using streptavidin conjugated to Alexa
Fluor 555 (Invitrogen).

2.9. Neutral lipid staining

Neutral lipid staining was carried out in fixed C17.2 cells using
Nile Red (final concentration 1 pg/ml) and analyzed using the
Operetta High-Content Imaging System (PerkinElmer). Results
were evaluated using Columbus software (PerkinElmer).

3. Results
3.1. Ectopic expression of DISP3 in C17.2 neural stem cells

C17.2 cells overexpressing DISP3 were generated by retroviral
transduction. To confirm increased Disp3 expression, RT-PCR was
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used to analyze the mRNA isolated from infected C17.2 cultures
(Fig. 1A). DISP3 protein levels were examined using a rabbit poly-
clonal antibody generated against a highly conserved C-terminal
region of DISP3. As a control, a previously utilized DISP3 antibody
generated against the N-terminal region was also used [2].
Immunoblotting of protein extracts from both control and DISP3-
expressing cells showed a significant increase in the level of a pro-
tein of approximately 150 kDa in DISP3-expressing cells (Fig. 1B).
The same staining pattern was obtained using the antibody against
the DISP3 N-terminal region (data not shown). Immunofluores-
cence staining of fixed cells similarly demonstrated an increase
in the expression of DISP3 in overexpressing cells and its localiza-
tion predominantly restricted to the cytoplasm (Fig. 1C).

3.2. DISP3 overexpression promotes proliferation of neural cells

During routine cultivation of C17.2 cells we observed that cells
ectopically expressing DISP3 seemed to proliferate faster than
control cells. To quantitate cell proliferation, a thymidine incorpo-
ration assay was performed. The proliferation rate of C17.2 cells
ectopically expressing DISP3 was increased approximately 1.7-fold
compared to control cells (Fig. 2A). Furthermore, when a human
medulloblastoma cell line (DAOY) that normally expresses very
low levels of endogenous DISP3 was transfected with a Disp3
expression vector, its proliferation rate increased even further
(1.9-fold, Fig. 2B). Taken together, these results suggest that DISP3
overexpression may provide a growth advantage by increasing cell
proliferation.

3.3. DISP3 overexpression leads to altered gene expression in C17.2
cells

Microarray analysis was used to identify genes whose expres-
sion was altered by the ectopic expression of DISP3. Total RNAs
from control and DISP3 C17.2 cell lines were isolated and hybrid-
ized to the Illumina Mouse Expression Chips. Comparison of the
resultant expression profiles established a list of genes whose
expression was significantly modified by increased DISP3 expres-
sion (Fig. 3A). QPCR was used to confirm the reduction in mRNA
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Fig. 1. C17.2 cells ectopically express DISP3. C17.2 cells were infected with a
retrovirus encoding human DISP3 and empty retroviral vector (control). Expression
was confirmed by RT-PCR (A), western blot (B) and immunofluorescence (C). Gapdh
served as a loading control (A,B). Cells were stained with a polyclonal DISP3
antibody (red), and DAPI (blue) was used to stain nuclei (C).
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Fig. 2. Ectopically expressed DISP3 promotes cell proliferation in neural cells. Cell
proliferation of control and DISP3 cells was measured by a thymidine incorporation
assay in C17.2 (A) and DAOY (B) cell lines. Bars represent the average of at least
three independent experiments, with error bars representing standard deviation
and the level of statistical significance (*“P < 0.001). Control (empty vector).

expression of erythrocyte protein band 4.1-like 3 (Epb4.113, 4.1B)
and proline arginine-rich and leucine-rich repeat protein (Prelp).
Compared to control cells, the relative expression of Epb4.113
and Prelp in C17.2 DISP3 cells was decreased by 27% and 45%,
respectively (Fig. 3B). In situ hybridization data obtained from
the Allen Brain Atlas demonstrate that both genes are expressed
within the mouse brain (Fig. 3C, http://www.brain-map.org). Spe-
cifically, Epb4.113 exhibits prominent expression in the hippocam-
pus, olfactory bulb and Purkinje cells of the cerebellum. Prelp is
expressed similarly, albeit at much lower levels. Interestingly,
Epb4.113 is frequently lost in a variety of human tumors including
meningioma and is thought to act as a negative regulator of tumor
progression [17]. Prelp is a member of the small leucine-rich
proteoglycan family that is involved in the biology of meningioma
and was found to be differentially expressed in glioblastoma mul-
tiforme and meningioma brain tumors [18].

3.4. Disp3 overexpression affects the differentiation of neural cells

Neural progenitor C17.2 cells have the capacity to differentiate
into neurons or glial cells and when cultured in the standard
growth medium show typical morphology of undifferentiated cells.
Cells cultured under differentiation conditions change their
morphology with a fraction of cells generating dense cell bodies
- prospective neurons and astrocytes (Fig. 4A) growing on top of
the progenitor cells.

In undifferentiated C17.2 cells the type-IV intermediate fila-
ment nestin, which is used to characterize progenitor cells [19],
was detected by qPCR and immunofluorescence staining in both
control and DISP3-expressing cells. Upon neural differentiation
into both cell types, nestin mRNA levels significantly decreased
over time. Compared to control cells, nestin expression levels were
only higher in DISP3-expressing cells during the initial phases of
differentiation with no difference seen after day 3 (Fig. 4B line
graph, day O of differentiation is highlighted in the bar graph).
Whilst nestin mRNA differences between control and DISP3 cells
were not statistically significant, there was an obvious difference
detected at the protein level. Compared to day 0, control cells
showed a significant decrease in nestin staining by day 2, which
was not observed in DISP3-expressing cells (Fig. 4B).

To identify neurons during neuronal differentiation, we
analyzed Blll-tubulin (part of the microtubular complex, [20])
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Fig. 3. DISP3 expression alters gene expression in C17.2 cells. (A) List of genes with
altered gene expression in DISP3-overexpressing cells over control cells obtained by
microarray expression profiling. (B). Relative expression of Epb4.13 and Prelp in
control and DISP3 cells was confirmed by quantitative RT-PCR. Results are an
average of at least three independent experiments with error bars representing
standard deviation (**P < 0.01, ™*P < 0.001). Control (empty vector). (C) Represen-
tative sagittal section of an adult mouse brain hybridized with antisense Epb4.13
and Prelp probes. Images were obtained from the Allen Brain Atlas (http://
www.brain-map.org).

expression. As expected, the level of Blll-tubulin mRNA varied in
the course of the 7-day differentiation, with a sharp increase in
BllI-tubulin expression between days 2-5 (Fig. 4C). Interestingly,
whilst both cell types followed the same Blll-tubulin expression
trend, DISP3-expressing cells consistently exhibited a reduced
BllI-tubulin level compared to the control cells (Fig. 4C line graph,
differentiation day 0 is highlighted in bar graph). These data
obtained at the mRNA level were also confirmed morphologically,
when DISP3 cells were unable to form proper neurites and showed
reduced BllI-tubulin immunofluorescence staining after seven days
of culture (note differences in appearance of neurons in control and
DISP3 cells on differentiation day 7 in Fig. 4C).

Glial fibrillary acidic protein (GFAP) is a type-III intermediate
filament that has previously been used to distinguish astrocytes
[21]. During astrocyte differentiation, GFAP mRNA levels signifi-
cantly increased from undetectable levels at day O to relatively
high levels in control cells by day 7 (Fig. 4D). GFAP expression in
DISP3-expressing cells followed a similar pattern to control cells;
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however, the levels were already reduced by day 3 (Fig. 4D). These
results were corroborated by morphological and immunofluores-
cence studies, which revealed significantly reduced GFAP staining
in DISP3-expressing cells at differentiation day 7 (Fig. 4D).

3.5. Disp3 overexpression leads to accumulation of lipids in neural cells

1t has previously been shown in fibroblasts that ectopic expres-
sion of DISP3 leads to an increase in the number and size of lipid
droplets and an accumulation of neutral lipids [2]. To evaluate
the lipid content in control and DISP3 C17.2 cells we stained them
with Nile Red, a dye that specifically associates with neutral lipids.
Fluorescent images show that relative to control cells, DISP3 cells
stain more intensively (Fig. 5A). To quantify these results we ana-
lyzed cells using the high-content analysis. The results shown in
Fig. 5B demonstrate that in comparison to control cells there was
a significant increase in Nile Red staining intensity in DISP3 cells,
suggesting these cells contain a higher neutral lipid content
(Fig. 5B).

4. Discussion

In this study we examined the role of DISP3 in the proliferation
and differentiation of the multipotent neural progenitor cell line,
C17.2. These cells were originally established from cerebellar neu-
ral cells isolated from the EGL of neonatal mice [11] and are often
used as an alternative to primary brain tissue cultures, which are a
heterogeneous mixture of cell types [22]. Within the EGL of the
cerebellum there is a transient zone containing granule neuron
precursors (GNPs), which differentiate into granule neurons. It is
widely thought that GNPs whose growth/proliferation is altered
during cerebellar development are at the cellular origin of medul-
loblastoma tumors [23,24].

Ectopic expression of DISP3 in C17.2 cells resulted in prolifera-
tion rates that were 1.7-fold higher than those of control cells.
These results were further confirmed using the human medullo-
blastoma cell line DAQY, suggesting that increased DISP3
expression promotes cellular proliferation.

Gene expression profiling of DISP3 C17.2 cells revealed that the
expression of Epb4.113 and Prelp mRNA was significantly reduced.
Epb4.113 is a member of the 4.1 superfamily of proteins that link
transmembrane proteins to the actin cytoskeleton and are fre-
quently lost in brain, lung, breast and prostate cancers [25]. In a
screen for genes involved in prostate cancer metastasis, it was
shown that Epb4.113 expression is reduced in highly metastatic
tumors [26]. Moreover, other members of this family have been
shown to enhance the metastatic potential of bone and soft tissue
sarcomas [27], [28]. Prelp was found as a gene that is differentially
expressed in glioblastoma multiforme and meningioma. These two
primary brain tumors are histologically and pathologically distinct
with different prognoses [29], [30]. Prelp is overexpressed in
meningioma together with other members of the small leucine-
rich proteoglycan family [18]. This family of proteins are known
to function in tumor progression; however, their precise role varies
according to the tumor type. Prelp was also identified in a func-
tional genetic screen initiated to identify genes that allow cells to
bypass cellular senescence [31] and later was additionally
proposed to be involved in the development of accelerated aging
syndrome, Hutchinson-Gilford progeria, [32].

Thus, the downregulation of Epb4.113 and Prelp, two genes
directly involved in tumorigenesis, by increased DISP3 expression
in neural cells correlates well with the ability of DISP3 to promote
cell proliferation.

A genome-wide siRNA analysis of p16 modulators in normal
finite human mammary epithelial cells revealed that Disp3 siRNA
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staining (orange) in control and DISP3-expressing cells at differentiation day O.
DAPI (blue) was used to stain nuclei. (B) The Operetta High-Content Imaging
System was used to quantify the neutral lipid content of control and DISP3-
expressing cells. Bars represent the average of at least three independent exper-
iments with error bars representing standard deviation (*P < 0.05). Control (empty
vector).

expression is capable of inducing cell-cycle arrest [33]. Whilst p16
expression is low during development, it progressively increases in
a wide variety of tissues during animal aging [34]. p16 acts as a
tumor suppressor by reducing the proliferative capacity of cells,
allowing them to enter senescence. Evidence of the p16 tumor sup-
pressor activity is observed when it is inactivated, leading to the
genesis of a wide spectrum of human cancers [35].

We have demonstrated that ectopic expression of DISP3 alters
the fate of C17.2 neural progenitor cells by promoting cell growth
and inhibiting neural differentiation. Undifferentiated C17.2 cells
express the stem cell marker nestin and the neuronal marker
BllI-tubulin, but little to no expression of the glial marker GFAP
has been detected. In contrast, undifferentiated DISP3-expressing
cells exhibited reduced pllI-tubulin expression, which remained
lower than control cells even after incubation in differentiation
medium. These results suggest that DISP3 overexpression reduces
the ability of C17.2 cells to efficiently differentiate. Interestingly,
BllI-tubulin mRNA was significantly attenuated not only during
the initial stages of differentiation, but remained consistently
lower than in control cells throughout the 7-day time course.
Whilst GFAP mRNA levels were negligible in both cell types
initially, incubation in differentiation medium resulted in a large
increase in expression. However, GFAP expression was signifi-
cantly attenuated in DISP3-expressing C17.2 cells. Immunofluores-
cence and morphological analysis of these cells during
differentiation confirmed the mRNA expression findings showing
that DISP3-expressing cells were unable to form neurite out-
growths and exhibited a flat cell shape consistent with undifferen-
tiated cells.

There is a growing body of evidence suggesting the existence of
a link between an altered lipid metabolism and oncogenesis [36].
The increased cellular lipid content may influence tumor growth
by increasing the pool of building blocks available for membrane
biosynthesis, altering the number of lipid soluble signaling
molecules and enabling the post-translational modification of
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proteins. Recently it was shown that during cell division the lipi-
dome changes [37]. Nile Red analysis of the lipid content of
C17.2 cells revealed that ectopic expression of DISP3-expressing
cells results in increased cell staining, suggesting that these cells
have a higher neutral lipid content relative to control cells. DISP3
belongs to a class of sterol-sensing domain (SSD) containing
proteins. It is known that SSDs bind sterols and that a mutation
within this domain results in abnormal cholesterol and other lipid
accumulation [38]. Although there is no evidence demonstrating
that DISP3 binds lipids directly, it is known that its overexpression
does increase the cellular lipid content [2]. Our findings clearly
demonstrate that DISP3 expression alters cell proliferation;
however, we are unable to determine whether this is due to the
altered lipid content or whether the altered lipid content is a
consequence of the increased cell proliferation. Nevertheless,
our study demonstrates that ectopic expression of DISP3 elicits
multiple effects on neural cells, promoting proliferation and
preventing differentiation.
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. have on the self-renewal and/or differentiation potential of the cells. We demonstrated that NSC
. differentiation triggered significant reduction in DISP3 expression in the resulting astrocytes, neurons
: and oligodendrocytes. Moreover, when DISP3 expression was disrupted, the NSC “stemness” was
. suppressed, leading to a larger population of cells undergoing spontaneous neuronal differentiation.
: Conversely, overexpression of DISP3 resulted in increased NSC proliferation. When NSCs were cultured
. under differentiation conditions, we observed that the lack of DISP3 augmented the number of NSCs
. differentiating into each of the neural cell lineages and that neuronal morphology was altered. In
: contrast, DISP3 overexpression resulted in impaired cell differentiation. Taken together, our findings
: imply that DISP3 may help dictate the NSC cell fate to either undergo self-renewal or switch to the
. terminal differentiation cell program.

. Neural stem cells (NSCs) are defined by their ability to self-renew through mitotic cell division and to differentiate
. into the various neural cell types: neurons, astrocytes and oligodendrocytes'2. In the developing brain, NSCs first
. undergo symmetric self-renewal to expand the stem cell pool, which is followed by asymmetric neurogenic and
. gliogenic cell division to generate neurons and glia, respectively®. In the adult brain, NSCs reside in niches with
: specific molecular and cellular characteristics and whose specification is regulated by a large number of factors
¢ in each niche. Transduction of extracellular niche signals triggers a signaling cascade that activates intracellular
. regulatory mechanisms, including transcription factors, epigenetics and metabolism that control cell proliferation
: and differentiation (reviewed in ref. 4).

: NSCs isolated from fetal®” and adult®'' mammalian central nervous systems have previously been propa-
- gated in vitro in the presence of epidermal growth factor (EGF) and fibroblast growth factor 2 (FGF-2) to generate
: multicellular aggregates called neurospheres®''2, An alternative method of producing NSCs i vitro is via embry-
. onic stem (ES) cells’**>, To date, neural differentiation of ES cells has been achieved using several published pro-
¢ tocols that include treating ES cell aggregates with retinoic acid'® or co-culturing ES cells on monolayers of bone
: marrow-derived stromal PA-6 cells'”. Interestingly, recent studies have revealed that neither multicellular aggre-
: gation nor co-culture is necessary for ES cell neural commitment. Instead, eliminating signals that trigger alter-
: native cell fates and the presence of EGF and FGEF-2 are sufficient for ES cells to develop into neural precursors'®.
- The NS-5 cell line represents NSCs derived from mouse ES cells. Differentiation of ES cells into neural precur-
. sors was induced in monolayer; lineage selection for cells expressing pan-neural gene SoxI was used to eliminate
. NSCs from undifferentiated ES cells and from non-neural differentiated cells. Subsequent cultivation of cells in
: the presence of EGF and FGF-2 resulted in a homogenous population of adherent bipolar cells that can be con-
. tinuously symmetrically expanded in adherent monoculture without any spontaneous differentiation. Moreover,
: NS-5 cells represent tripotent NSCs, so even after prolonged expansion, they are still capable of generating neu-
: rons, astrocytes and oligodendrocytes under particular conditions in vitro'®'.

: The Dispatched 3 gene (Disp3), also known as Ptchd2 or KIAA1337, encodes a 13-transmembrane
. domain-containing protein, highly expressed in neural tissue and regulated both in vivo and in vitro by thyroid
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hormone?. Previously, ectopic expression of DISP3 in multipotent cerebellar progenitor cells was shown to pro-
mote cell proliferation and modulate expression of the genes involved in tumorigenesis. Further investigation
revealed that DISP3 mRNA levels are significantly elevated in the human brain cancer medulloblastoma?!.

Sequence alignments with structurally related proteins (HMGCR, SCAP, NPC1, NPCIL1, 7DHCR, PTCH1,
PTCH2, DISP1 and DISP2) have shown that DISP3 contains a putative sterol-sensing domain (SSD). Functional
analysis of these SSD-containing proteins revealed a link between the SSD and cholesterol homeostasis or
cholesterol-linked signaling?2.

Lipid metabolism is fundamental for the brain development, but deciphering its role under normal and patho-
logical conditions is difficult due to the brain lipid content complexity. Under normal conditions, neurogenesis
requires brain fatty acid synthesis?® and moreover, the proliferation capacity of NSCs depends on fatty acid
oxidation®. In the pathological conditions, the accumulation of lipids is often a hallmark of affected neurogenesis.
It was found that triple-transgenic Alzheimer’s disease mice accumulate neutral lipids within the subventricular
zone niche, which is sufficient to inhibit NSC proliferation?.

In the current study we have investigated whether the levels of DISP3 expression could affect the self-renewal
and/or differentiation potential of NSCs. Given that DISP3 expression is elevated in medulloblastoma and that
distinct molecular subtypes of medulloblastoma can be characterized by specific neural stem cell molecular
signatures?, we wished to elucidate what role DISP3 may play in the neural stem cell development.

Materials and Methods

Cell culture and differentiation. NS-5 cells were a generous gift from Dietman Spengler (Max-Planck
Institute of Psychiatry, Munich, Germany) with the permission of Austin Smith (Wellcome Trust Centre for Stem
Cell Research, University of Cambridge, Cambridge, United Kingdom). Cells were cultured in a growth medium
prepared by combining DMEM/F12 medium (Sigma) containing N2 supplement (Gibco) and Neurobasal
medium (Gibco) containing B27 supplement (Gibco) and 2 mM L-glutamine (Gibco). The final medium was
supplemented with BSA (25ug/ml, Gibco), insulin (12.5 pg/ml, Sigma), apo-transferrin (50 ug/ml, Sigma), FGF-2
(10ng/ml, R&D Systems) and EGF (10 ng/ml, R&D Systems). Cells were passaged every other day using 0.025%
trypsin/EDTA and reseeded onto gelatine-coated dishes at a density of 1.5 x 10*/cm?. For NSC differentiation
experiments, cells were seeded onto poly-ornithine/laminin-coated dishes at a density of 0.5 x 10%/cm? and
grown in standard growth medium. After 24h in culture, the growth medium was changed to allow differen-
tiation. To induce astrocyte differentiation, cells were incubated for four days in the standard growth medium
supplemented with 1% FCS without EGF and FGF-2. For neuronal and oligodendrocyte differentiation, cells
were cultured in DMEM/F12 medium (Sigma) supplemented with N2 (Gibco), FGF-2 (10 ng/ml, R&D Systems),
PDGF-AA (10ng/ml, R&D Systems) and forskolin (10 uM, Sigma). After four days, the medium was changed to
DMEM/F12 medium (Sigma) supplemented with N2 (Gibco), FGE-2 (7.5 ng/ml, R&D Systems), ascorbic acid
(200pM, Sigma) and T3 (30 ng/ml, Sigma). Starting from day 5, the amount of FGF-2 in the medium was gradu-
ally reduced by removing half of the medium and replacing it with fresh medium lacking FGF-2.

RNA preparation and real-time qRT-PCR.  Total RNA was extracted from the cultured cells using a
PureLink RNA Mini Kit (Ambion) according to the manufacturer’s protocol. For real-time RT-PCR, 200 ng
of total RNA was reverse transcribed using random hexamer primers (Invitrogen) and M-MLV Reverse
Transcriptase (Promega). cDNAs were amplified by the LightCycler® 480 system (Roche) using the SYBR Green
1 Master mix (Roche). All reactions were run in triplicates; all mRNAs levels were normalized to Ubb mRNA.

Primers. The following primers were used: Ubb 5'-ATGTGAAGGCCAAGATCCAG-3’
and 5'-TAATAGCCACCCCTCAGACG-3’, Disp3 5'-CAGCAGCTTTGACCTCTTCA-3’ and
5/-GCAACATCTGCAGGAAGGA-3’, T7EI-Disp3 sgRNA#1 5'-GCGAATCGAGCTCATCTTTCTGG-3’
and 5'-GGAGGATGGAATAAACCCCTTT-3/, T7EI-Disp3 sgRNA#2 5-TGTGTGATGTGTCGTCCGTA-3’
and 5'-TCACATGCGACTACACTGCT-3’, BIII-tubulin 5'-TGGACAGTGTTCGGTCTGG-3’
and 5'-CCCTCCGTATAGTGCCCTTTG-3’, GFAP 5'-TGAGGCAGAAGCTCCAAGA-3'
and 5'-CCAGGGTGGCTTCATCTGC-3/, Plp 5'-GTTCCAGAGGCCAACATCAAGC-3’ and
5'-AGCCATACAACAGTCAGGGCATAG-3’, nestin 5 -AGGCTGAGAACTCTCGCTTGC-3’
and 5'-GGTGCTGGTCCTCTGGTATCC-3/, Igfbp7 5/ -TGGTGACCGGGAAAATCTGG-3’
and 5'-TGCGTGGCACTCATACTCTC-3/, Liptl 5'-TCCACGTGGGTTGATTGAGT-3' and
5'-GCTGCTGGGACCTTGTGCTG-3/, Dgka 5'-GCTCTGTGTCTCTAGACGAG-3' and
5'-TGGTGAATCTCTTGGGTCTCC-3’, Brskl 5'-CCCGAGAAAAGGCTCAGTC-3' and
5'-GGCTACGCATGGCTACTCTG-3’, Edg8 5'-GGACCGCTGTTTCTCTTGC-3’ and
5'-GATGGGATTCAGCAGCGAGT-3'.

Immunofluorescence andimaging. To detect proteins viaimmunofluorescence, cells were grown on glass
coverslips, fixed in 4% paraformaldehyde, permeabilized with 0.1% Triton X-100 and blocked in a mixture of 10%
NGS (Jackson ImmunoResearch) and 5% BSA (Sigma) before incubation with a primary antibody. Antibodies
used included polyclonal anti-DISP3 antibody?' (1:500), mouse anti-3I1I-tubulin (1:1000, R&D Systems), mouse
anti-GFAP (1:400, Sigma), mouse anti-oligodendrocyte marker O4 (1:500, R&D Systems). DISP3 staining was
visualized by the biotin-streptavidin method using streptavidin conjugated to Alexa Fluor 555 (Invitrogen),
3III-tubulin and GFAP staining by goat anti-mouse IgG Alexa Fluor 488 secondary antibody (Invitrogen) and O4
staining by goat anti-mouse IgM Alexa Fluor 555 secondary antibody (Invitrogen). To visualize nuclei, cells were
stained with DAPI (Sigma). Images for automated image analysis were taken with an Operetta HTS imaging sys-
tem (PerkinElmer) at 20x magnification using Harmony software. A minimum of 50 fields per slide were analyzed
using the Columbus image analysis software (PerkinElmer). The number of BIII-tubulin-stained neurites was
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evaluated using the neurite finding tool (CSIRO Neurite Analysis method)? in the Columbus software and plot-
ted as the number of neurites in the field divided by the total number of cells in the same field. In differentiated
neuronal culture, highly BIII-tubulin-positive cells with extending neurites and dense cytoplasm were considered
as neurons. Neurons and primary neurites were tagged and counted manually using the Image]J software (Cell
Counter plugin). Multiple fields (20x magnification, approximately about 300 cells) per each of the cell culture
types in each of the seven independent experiments were counted. Representative pictures were acquired using a
Leica DMI4000B microscope.

Virus production, transduction and transfection of NS-5 cells. The CRISPR/Cas9 method was uti-
lized to knock-out the Disp3 gene in NS-5 cells. The E-CRISP tool (http://www.e-crisp.org/E-CRISP/) was used
to find suitable targets for mutagenesis within the Disp3 gene. Two sites were chosen and oligonucleotides were
ordered. These were then annealed and cloned into the lentiCRISPRv1 vector (Addgene # 49535) as previously
described by Shalem et al.?®.

Lentiviruses were prepared by co-transfecting HEK293FT cells (Thermo Fisher Scientific, R70007) with the
pLentiCRISPRv1 expression vector, psPAX2 and pVSV-G plasmids using the Lipofectamine reagent (Invitrogen).
Twenty-four hours post transfection viral supernatant was harvested and the virions precipitated using PEG/it
(SBI). Precipitated virions were resuspended in PBS and then incubated for 24h with NS-5 cells. Cell medium was
then changed and puromycin was added 24 h later.

To generate DISP3-overexpressing NS-5 cells, the full-length human DISP3 (GenBank AB037758.1) was
cloned into the retroviral vector pBABE-Hygro. Retroviruses were prepared by transfecting the expression vector
into Phoenix-ECO cells (ATCC CRL-3214) using the Lipofectamine reagent. Viral supernatant was harvested at
36h post transfection. NS-5 cells were incubated with virus supernatant and polybrene (4 ug/ml) for 8 h before
changing the medium. Hygromycin was added 48 h later.

To generate short hairpin RNAs (shRNAs) against the Disp3 gene (exon 2, target sequences:
5/-AUCGAGCUCAUCUUUCUGG-3, 5-GUUCUCUCAUGACUUACUU-3’), we utilized the pSilencer
Expression Vector Insert Design Tool (Ambion). The oligonucleotides for ssRNA expression were manufactured
by Ambion, annealed and ligated into the pSilencer 2.1-U6 puro vector (Ambion). A negative control plasmid,
pSilencer 2.1-U6 puro-NC, was supplied by Ambion. NS-5 cells were transfected using the Lipofectamine reagent
(Invitrogen) and puromycin was added 24 h later.

T7 endonuclease assays. Genomic DNA was isolated using a QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen). The
genomic regions surrounding the target sites #1 (Exon 2) and target sites #2 (Exon 7) were PCR amplified using
Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (New England BioLabs) and primers T7EI-Disp3 sgRNA#1 and T7EI-Disp3
sgRNA#2. A total of 200 ng of the purified PCR product was denatured and slowly reannealed to facilitate het-
eroduplex formation: 95 °C for 10 min, 95-85 °C temperature ramping —2 °C/s, 85-25°C temperature ramping
—0.1°C/s and 25°C for 5 min. The reannealed amplicon was digested with T7 endonuclease I (New England
BioLabs) at 37 °C for 20 min and analyzed in 2% agarose gel.

Immunoblotting. Protein samples were separated by SDS-PAGE using 4-15% precast gradient polyacryla-
mide gels (Biorad). Proteins were transferred onto nitrocellulose membranes which were subsequently blocked
in a solution containing 5% non-fat milk dissolved in TBS and 0.05% Tween-20 (TBST). Filters were incubated in
primary antibody (anti-DISP3 antibody, 1:500; anti-actin, 1:500, Sigma) diluted in 1% milk/TBST overnight and
then washed and incubated with secondary antibody (ECL kit, GE Life Sciences).

Proliferation assays. Cell proliferation was measured using thymidine incorporation assays. Cells were
plated at a density of 4 x 10 cells/well in 96-well plates. After 12 hours, cells were pulsed with [methyl-*H] thymi-
dine (UJV Rez) and cultured for an additional 8 hours. Cells were harvested onto a Filtermat using a FilterMate
Harvester. Incorporated radioactivity was quantified using a MicroBeta2 Microplate scintillation counter
(PerkinElmer). A cumulative growth curve was established by reseeding cells at a density of 1.5 x 10*/cm? every
other day and counting cell numbers using a CASY Cell Counter and Analyzer System (Roche).

Cell cycle analysis.  For cell cycle analysis, cells were trypsinized (0.025% trypsin/EDTA), collected and fixed
in a solution of 70% ethanol. After incubation at —20°C overnight the cells were placed in a staining solution
containing 0.1% Triton X-100 in PBS, propidium iodide (20 pg/ml, Sigma) and RNase A (200 pg/ml) for 15min.
Samples were analyzed using a BD LSRII flow cytometer and Watson pragmatic univariate analysis tool in soft-
ware Flow]Jo (FlowJo LLC).

Microarray analysis. RNA quality and concentration was measured using a NanoDrop 2000 spectropho-
tometer (Thermo Fisher Scientific) and RNA integrity was analyzed by Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent).
Illumina MouseRef-WG-6 v2 Expression BeadChips (Illumina) were used for microarray analysis accord-
ing to the manufacturer’s protocol. In brief, 250 ng of RNA was amplified using the Illumina TotalPrep RNA
Amplification Kit (Ambion). The labeled RNA (1500 ng) was then hybridized onto the chip according to the
manufacturer’s instructions. The analysis was performed in three to four biological replicates per group. The raw
data was preprocessed using GenomeStudio software (version 1.9.0.24624; Illumina) and analyzed within the
limma package®® of Bioconductor® as described elsewhere®. In short, we used the normal-exponential model
to remove the background noise, quantile normalization to standardize the data and log-2 transform to stabilize
variance of the data. A moderated t-test of limma was used to detect transcripts differentially expressed between
the Disp3 sgRNA-treated samples and controls. As the analysis was considered exploratory, we used weak criteria
to select candidate genes that were differentially transcribed (Storey’s q < 0.9%%), which corresponds to p < 0.001,
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Figure 1. DISP3 expression alters during neural differentiation in NS-5 cells. (A) Multipotent neural stem
cells NS-5 give rise to astrocytes, neurons and oligodendrocytes. Cell type-specific markers GFAP (astrocytes),
3II-tubulin (neurons) and O4 (oligodendrocytes) were analyzed. (B) Quantitative RT-PCR analysis of Disp3
mRNA in undifferentiated and differentiated cells. Ubb was used as a reference gene. Bars represent the

mean of three independent samples with error bars indicating standard deviation and the level of statistical
significance (**P < 0.01, **P < 0.001). Mean values: undifferentiated cells = 1.00, astrocytes = 0.45, neurons
and oligodendrocytes =0.75. (C) Immunofluorescence images of undifferentiated and differentiated cells
stained with a polyclonal DISP3 antibody (green) and cell type-specific markers (red). DAPI (blue) was used to
stain the nuclei.

and |log2FC| > 0.4. The MIAME (Minimum Information About a Microarray Experiment) compliant transcrip-
tion data was deposited in the ArrayExpress database (E-MTAB-4485).

Statistical analysis. The results obtained in the QRT-PCR analysis, proliferation measurement and auto-
mated microscopy image analysis were processed using GraphPad Prism software version 6. In the plots gener-
ated, each data point represents a biological replicate and the mean value is shown. Error bars specify standard
deviation of the data. To determine the statistical significance of the results, an unpaired t-test with Welch’s
correction was used. Statistical significance is denoted by asterisks, *P < 0.05, **P < 0.01, **P < 0.001, and
PP < 0.0001.

Results

DISP3 expression is reduced in differentiated neural stem cells. NS-5 mouse neural stem cells are
capable of differentiating in vitro into the three neural cell types: astrocytes, neurons and oligodendrocytes. To
identify each of these differentiated cell types, cell-specific markers can be used. These include GFAP (glial fibril-
lary acidic protein) for astrocytes, BIII-tubulin (part of the microtubular complex) for neurons, and O4 (oligoden-
drocyte surface antigen) and PLP (oligodendrocyte-specific transmembrane proteolipid) for oligodendrocytes
(Fig. 1A).

To promote NS-5 cell differentiation we employed two strategies using two different types of differentiation
media. Cells cultured in the first medium changed their morphology, finally generating astrocytes; the second
medium promoted differentiation into a mixed culture of neurons and oligodendrocytes. To assess whether cell
differentiation has an effect on Disp3 expression, qRT-PCR was used to quantify and compare the levels of Disp3
in each of the cell populations. This analysis revealed that Disp3 levels are highest in undifferentiated cells and
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Figure 2. Modulation of DISP3 levels in NS-5 cells. (A) A scheme of the Disp3 gene showing two sgRNA
target sites for Disp3 targeting via RNA-guided CRISPR/Cas9 endonuclease. The 20 nt target sequence (blue) is
represented along with the neighboring PAM motif (red). (B) T7 endonuclease I assays confirm indels induced
by Disp3 sgRNA#1 and Disp3 sgRNA#2 in two independent cell batches. The red arrow indicates the wild-
type DNA fragment, blue arrows indicate mutant DNA fragments. (C) Quantitative RT-PCR analysis of Disp3
mRNA. Cells infected with a lentivirus encoding Cas9 and Disp3 sgRNA#1 or Disp3 sgRNA#2 and control
without sgRNA (left scatter plot); cells infected with a retrovirus encoding human DISP3 (pBabe-Disp3) and
control empty vector (pBabe) (right scatter plot). Ubb was used as a reference gene. Data represent the mean
of biological replicates with error bars indicating standard deviation and the level of statistical significance
(***P < 0.0001). Mean values: no sgRNA = 1.00, Disp3 sgRNA#1 = 0.58, Disp3 sgRNA#2 = 0.60, pBabe = 1.00,
pBabe-Disp3 =576. (D) Level of DISP3 protein confirmed by western blot. Actin served as a loading control.
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Figure 3. Modulation of DISP3 expression results in changes to undifferentiated NS-5 cells. (A) Under
particular conditions, NS-5 cells are capable of self-renewal. (B) Modulation DISP3 expression leads to
morphological changes in undifferentiated NS-5 cells. Representative phase-contrast images of Disp3 sgRNA,
pBabe-Disp3 and relevant control cells are shown. Note the prolonged processes observed in Disp3 sgRNA
cells (red arrows). (C) BIII-tubulin expression in Disp3 sgRNA, pBabe-Disp3 and control cells was quantified
by qRT-PCR analysis (left scatter plot, Ubb was used as a reference gene) and by the Operetta High-Content
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Imagining System followed by Columbus software analysis (right scatter plot). According to the intensity

of staining, cells were divided into three groups: cells with basal, medium and high intensity of BIII-tubulin
staining. This analysis shows the fraction of BIII-tubulin-positive cells with the staining intensity exceeding
the basal level and normalized to the number of total cells (nuclei). Representative immunofluorescent
images of cells stained with BIII-tubulin (green) and DAPI (blue) are also shown. All data represent the mean
of biological replicates with error bars indicating standard deviation and the level of statistical significance
(*P < 0.05, **P < 0.01, **P < 0.001, ***P < 0.0001). Mean values - left scatter plot: no sgRNA = 1.00,

Disp3 sgRNA#1 = 1.12, Disp3 sgRNA#2 = 1.27, pBabe = 1.00, pBabe-Disp3 =0.88; - right scatter plot: no
sgRNA =1.00, Disp3 sgRNA#1=2.97, Disp3 sgRNA#2 =2.82, pBabe = 1.00, pBabe-Disp3 =0.46. (D)
Proliferation of Disp3 sgRNA, pBabe-Disp3 and control cells was measured by *H-thymidine incorporation
assays. All data represent the mean of biological replicates with error bars indicating standard deviation

and the level of statistical significance (***P < 0.001, ****P < 0.0001). Mean values: no sgRNA = 1.00, Disp3
sgRNA#1=0.60, Disp3 sgRNA#2 =0.72, pBabe = 1.00, pBabe-Disp3 = 1.39. (E) Disp3 sgRNA, pBabe-Disp3
and control cells were counted every other day. The growth rate was plotted as cumulative cell numbers. All
data represent the mean of biological replicates with error bars indicating standard deviation and the level

of statistical significance (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001). Mean values - left scatter plot (4 days): no
sgRNA =5.48 x 107, Disp3 sgRNA#1=2.94 x 10, Disp3 sgRNA#2=3.33 x 107, pBabe =4.86 x 107, pBabe-
Disp3=7.81 X 107; - right scatter plot (10 days): no sgRNA = 1.07 x 10, Disp3 sgRNA#1 = 0.27 x 10"}, Disp3
sgRNA#2=0.41 x 10"}, pBabe =0.81 x 10"}, pBabe-Disp3 =3.72 x 10"". (F) Operetta High-Content Imaging
System quantification of Ki-67 staining (left) and representative immunofluorescence images of pBabe-Disp3
and control cells stained with Ki-67 (red, right). All data represent the mean of biological replicates with
error bars indicating standard deviation and the level of statistical significance (*P < 0.05). Mean values:
pBabe = 1.00, pBabe-Disp3 = 1.28. (G) The effect of modified DISP3 expression on cell cycle progression was
determined by flow cytometry analysis. The percentage of cells in the G1, S and G2/M phases of the cell cycle
was counted and plotted. All data represent the mean of biological replicates, the level of statistical significance
shows changes in the percentage of cells in the G2/M phase (*P < 0.05, **P < 0.01).

significantly decrease upon differentiation (Fig. 1B). The differentiation status of cells was verified by gRT-PCR
using previously mentioned cell-type specific markers (Fig. S1). These results were further confirmed by immu-
nofluorescence studies, which demonstrated reduced DISP3 protein expression when NS-5 cells differentiate
(Fig. 1C). The status of cells in the various conditions was confirmed by immunofluorescence staining with spe-
cific markers. Staining of undifferentiated cells revealed either very low (BIII-tubulin) or undetectable (GFAP,
04) levels of neural cell-specific markers (not shown). To conclude, differentiation of NS-5 cells into astrocytes,
neurons or oligodendrocytes results in reduced levels of both DISP3 mRNA and protein.

Modulation of DISP3 expression in NS-5 cells. To elucidate the effect of DISP3 expression on neural
stem cell fate, the levels of Disp3 expression were diminished using the CRISPR/Cas9 technology. Two custom
designed single guide RNAs targeting exon 2 (Disp3 sgRNA#1) and exon 7 (Disp3 sgRNA#2) were used to impair
expression of the Disp3 gene (Fig. 2A). NS-5 cells were infected with a lentivirus containing Cas9 nuclease and
either Disp3 sgRNA#1 or Disp3 sgRNA#2. After antibiotic selection, the presence of mutated alleles was con-
firmed using a batch T7 endonuclease I assay (Fig. 2B).

Additionally, NS-5 cells overexpressing DISP3 were generated by retroviral transduction with a
DISP3-overexpression vector (pBabe-Disp3). The levels of Disp3 mRNA in both novel NS-5 cell cultures (Disp3
sgRNAs and pBabe-Disp3) were determined by qRT-PCR (Fig. 2C) and later confirmed by Western blotting
(Fig. 2D). Thus, using the CRISPR-Cas9 and retroviral transduction systems, we were able to efficiently modulate
DISP3 expression in NS-5 cells.

Modulated DISP3 expression in NS-5 cells modifies the phenotype of undifferentiated
NSCs. Previously, we have demonstrated that the process of NSC differentiation resulted in altered DISP3
expression. We next evaluated the possible effect of modulated DISP3 expression on undifferentiated cells main-
tained under self-renewal conditions (Fig. 3A).

Compared to control cells, both Disp3 sgRNAs and pBabe-Disp3 cell lines exhibited morphological changes
upon cultivation in standard growth medium. The most evident change observed in Disp3 sgRNAs cells was
formation of elongated cell processes, which indicated the onset of neuronal differentiation (Fig. 3B, left panels).
Interestingly, cells overexpressing DISP3 (pBabe-Disp3) seemed to proliferate faster than the control cells. This
phenomenon is illustrated in Fig. 3B, right panels, when after seeding a constant number of cells per dish and
subsequent cultivation under the same conditions, there were more cells present in the pBabe-Disp3 culture
compared to the pBabe control culture.

Moreover, the results of QRT-PCR and protein analysis demonstrated that in both Disp3 sgRNAs and
pBabe-Disp3 cells, 311I-tubulin expression levels were altered (Fig. 3C). The same effect was observed using
shRNA-induced knock-down in NS-5 cells (Fig. $2). Quantification of mRNA changes (Fig. 3C, left scatter plot)
clearly illustrates that a decrease in DISP3 expression results in an increase in BIII-tubulin expression, whilst an
increase in DISP3 levels causes the reverse effect. These results were confirmed by microscopy followed by auto-
mated image analysis of cells stained with a 3III-tubulin antibody. The analysis shows that compared to control
cells, the number of 3III-tubulin-positive cells is higher in Disp3 sgRNA NS-5 cells and reduced in pBabe-Disp3
cells (Fig. 3C, right scatter plot). Representative images of this staining are shown in Fig. 3C, right panels.
Moreover, in Disp3 sgRNA NS-5 cells, the fraction of highly and medium BIII-tubulin-stained cells is increased,
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Figure 4. Changes in DISP3 expression levels affect NS-5 differentiation patterns. (A) Multipotent neural
stem cells NS-5 give rise to astrocytes, neurons and oligodendrocytes. Cell type-specific markers GFAP
(astrocytes), BIII-tubulin (neurons) and O4 (oligodendrocytes) were analyzed. (B) gRT-PCR analysis of Gfap
mRNA expression (left scatter plot, Ubb was used as a reference gene) and GFAP staining of cells after astrocyte
differentiation analyzed by the Operetta High-Content Imagining System followed by Columbus software
analysis (right scatter plot). This analysis shows the fraction of highly differentiated astrocytes, which were
recognized and quantified based on their shape, size, and intensity of staining and normalized to the number
of total cells (nuclei). Representative immunofluorescent images of cells stained with GFAP (green) are shown.
All data represent the mean of biological replicates with error bars indicating standard deviation and the level of
statistical significance (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.0001). Mean values - left scatter plot: no sgRNA =1.00,
Disp3 sgRNA#1 =1.12, Disp3 sgRNA#2 = 1.08, pBabe = 1.00, pBabe-Disp3 = 0.88; - right scatter plot: no
sgRNA = 1.00, Disp3 sgRNA#1 =1.32, Disp3 sgRNA#2 = 1.35, pBabe = 1.00, pBabe-Disp3 = 0.49. (C) qRT-
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PCR analysis of BIII-tubulin mRNA expression (upper left scatter plot, Ubb was used as a reference gene) and
the numbers of BIII-tubulin-stained neurites (upper right scatter plot) after neuronal differentiation counted by
the Operetta High-Content Imagining System followed by Columbus software analysis using the neurite finding
tool. The analysis shows the relative number of neurites normalized to the number of total cells (nuclei). The
lower left scatter plot displays the percentage of neurons in each cell culture analyzed manually with Image]. The
lower right scatter plot shows the number of primary neurites recalculated per neuron. All data represent the
mean of biological replicates with error bars indicating standard deviation and the level of statistical significance
(**P <0.01, **P < 0.001, ¥***P < 0.0001). Representative immunofluorescent images of cells stained with 3
III-tubulin (green) are shown at the bottom. Mean values - upper left scatter plot: no sgRNA = 1.00, Disp3
sgRNA#1 = 1.16, Disp3 sgRNA#2 = 1.19, pBabe = 1.00, pBabe-Disp3 =0.84; - upper right scatter plot: no
sgRNA = 1.00, Disp3 sgRNA#1=1.19, Disp3 sgRNA#2 = 1.31, pBabe = 1.00, pBabe-Disp3 = 0.61; - lower

left scatter plot: no sgRNA = 29.56, Disp3 sgRNA#1 = 38.13, Disp3 sgRNA#2 =41.19, pBabe = 34.91, pBabe-
Disp3 = 26.33; - lower right scatter plot: no sgRNA = 2.07, Disp3 sgRNA#1 =2.55, Disp3 sgRNA#2 =2.53,
pBabe =2.18, pBabe-Disp3 =1.99. (D) qRT-PCR analysis of Plp mRNA expression after oligodendrocyte
differentiation. Ubb was used as a reference gene. Representative immunofluorescent images of cells stained
with O4 (red) are shown. All data represent the mean of biological replicates with error bars indicating

standard deviation and the level of statistical significance (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001). Mean values: no
sgRNA =1.00, Disp3 sgRNA#1 = 1.74, Disp3 sgRNA#2 = 1.93, pBabe = 1.00, pBabe-Disp3 =0.78.

whereas the percentage of cells with basal expression decreased (Fig. S3), which indicates that overall more cells
have increased BIII-tubulin expression.

To elucidate the effect of DISP3 expression on maintaining the undifferentiated state of NS-5 cells, nestin
(type-1V intermediate filament protein) mRNA levels were characterized by qRT-PCR. Analysis of both cell lines
revealed changes in the nestin expression, which confirmed our previous data suggesting that reduction of DISP3
expression promotes spontaneous differentiation of NS-5 cells, whilst its overexpression helps to maintain the
cell stemness (Fig. $4).

To quantify cell proliferation in Disp3 sgRNAs and pBabe-Disp3 cells, a thymidine incorporation assay was
performed. The proliferation rate of NS-5 cells overexpressing DISP3 was increased compared to control cells,
whilst the proliferation rate of Disp3 sgRNAs was reduced (Fig. 3D, Fig. S5). The growth rate of Disp3 sgRNAs
and pBabe-Disp3 cells was quantified every other day and plotted as cumulative cell numbers. Figure 3E shows
two selected days from the growth curve (Fig. $6) and corroborates that DISP3 overexpression provides a growth
advantage. These results were confirmed using Ki-67 staining (marker of cell proliferation). Compared to control
cells, pBabe-Disp3 cells displayed a significantly higher number of Ki-67-positive stained cells (Fig. 3F). Finally,
to determine the effect of DISP3 expression on the cell cycle, flow cytometry analysis was performed. This analysis
revealed that compared to control cells, both disruption and overexpression of the Disp3 gene leads to an altered
distribution of cells in distinct phases of the cell cycle (Fig. 3G).

Changes in DISP3 expression affect NS-5 cell fate decisions. Given that NS-5 cells can be driven
to differentiate into neural cell types in vitro, we wondered whether modifying DISP3 expression would affect
the NSC differentiation fates. Cells either under- or over-expressing DISP3 were analyzed to determine whether
the expression levels of neural-specific markers were altered in NS-5 cells incubated under specific conditions to
promote differentiation into either astrocytes, neurons or oligodendrocytes (Fig. 4A).

GFAP is a type-III intermediate filament protein that has previously been used to identify astrocytes. During
astrocyte differentiation, the level of Gfap mRNA was significantly increased from undetectable on day 0 to rela-
tively high in fully differentiated control NS-5 cells (Fig. S1). GFAP expression in Disp3 sgRNAs and pBabe-Disp3
astrocytes followed a similar pattern to control cells; however, at the end of differentiation the increased Gfap
mRNA levels in Disp3 sgRNAs and the reduced Gfap mRNA levels in pBabe-Disp3 cells indicate an impact of
DISP3 on the astrocyte differentiation (Fig. 4B left scatter plot, Fig. 7). Whilst Gfap mRNA expression did not
differ greatly among the various cell types, there was a definite impact at the protein level. Cells stained with
antibodies against GFAP were recognized and quantified based on their shape, size, and intensity of staining and
the results revealed that compared to control cells, Disp3 sgRNAs cells in culture had an increased number of
highly differentiated astrocytes. The reverse effect was observed in pBabe-Disp3 cells (Fig. 4B right scatter plot,
representative images).

To examine neuronal differentiation in NS-5 cells, BIII-tubulin mRNA levels were quantified. Increased
3III-tubulin mRNA levels were observed in Disp3 sgRNA cells whilst pBabe-Disp3 cells showed a reduction
(Fig. 4C upper left scatter plot, Fig. S7). This result demonstrates that modulation of DISP3 expression affects
3III-tubulin mRNA levels under neuronal differentiation conditions in the same direction as under the growth/
proliferation conditions (Fig. S8). Analysis of the morphology of control NS-5-derived neurons revealed long
prototypical neuronal projections (neurites), which expressed high levels of BIII-tubulin protein. The number of
neurites normalized to the total cell number has been selected as an initial readout for neuronal differentiation.

The numbers of neurites derived from each NS-5 cell culture were automatically quantified and revealed
that, compared to the control culture, there were more neurites per cell in Disp3 sgRNAs and less neurites in
pBabe-Disp3 cell culture (Fig. 4C upper right scatter plot). Evaluation of the number of neurons in differenti-
ated neuronal culture is difficult using the automated image analysis because of their dense cytoplasm and thin
processes. Nevertheless, we were able to analyze the number of neurons manually using the Image] software. In
differentiated culture, only BIII-tubulin-positive cells with extending neurites and dense cytoplasm were consid-
ered as neurons. The analysis shows that compared to control cells, the percentage of fully differentiated neurons
is higher in Disp3 sgRNA NS-5 cell culture and reduced in pBabe-Disp3 cells (Fig. 4C lower left scatter plot).
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Figure 5. Disp3 gene expression modulation alters gene expression in NS-5 cells. A heatmap (A) and a list
of genes (B) with altered expression in Disp3 sgRNA cells relative to control cells was obtained by microarray
expression profiling. (C) Relative expression of identified genes in Disp3 sgRNA, pBabe-Disp3 and control cells
was confirmed by an independent qRT-PCR experiment. Ubb was used as a reference gene. Data represent the
mean of biological replicates with error bars indicating standard deviation and the level of statistical significance
(*P <0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001). Mean values - Igfbp7: no sgRNA = 1.00, Disp3 sgRNA#1=0.73, Disp3
sgRNA#2 = 0.78, pBabe = 1.00, pBabe-Disp3 =1.23; - Lipt1: no sgRNA = 1.00, Disp3 sgRNA#1 = 0.86, Disp3
sgRNA#2 = 0.87, pBabe = 1.00, pBabe-Disp3 = 1.09; - Dgka: no sgRNA = 1.00, Disp3 sgRNA#1 =0.81, Disp3
sgRNA#2=0.78, pBabe = 1.00, pBabe-Disp3 = 1.09; - Brsk1: no sgRNA = 1.00, Disp3 sgRNA#1 = 0.90, Disp3
sgRNA#2 = 0.90, pBabe = 1.00, pBabe-Disp3 = 1.13; - Edg8: no sgRNA = 1.00, Disp3 sgRNA#1 = 1.39, Disp3
sgRNA#2 = 1.34, pBabe = 1.00, pBabe-Disp3 = 0.93.

Moreover, Image] analysis of the absolute number of primary neurites recalculated per neuron in each NS-5 cell
culture showed that, compared to the control culture, there were more primary neurites in Disp3 sgRNAs and
less primary neurites in pBabe-Disp3 neurons (Fig. 4C lower right scatter plot, bottom representative images).
Finally, the effect of DISP3 expression on oligodendrocyte differentiation was determined by quanti-
tating the level of Plp mRNA and O4 protein expression in NS-5 cell cultures after differentiation. PLP is an
oligodendrocyte-specific transmembrane proteolipid protein that is required for neuronal myelination. O4 is
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an antigen located on the surface of oligodendrocytes. Plp mRNA levels increased in Disp3 sgRNAs cells while
decreased in pBabe-Disp3 cells. Similar findings were obtained when cells were stained with the O4 antibody
(Fig. 4D, Fig. §7). Unfortunately, due to the small fraction of cells positive for oligodendrocyte markers (especially
in pBabe-Disp3 cells), we were unable to quantify this staining and therefore, show only a representative picture.

In summary, modulation of DISP3 expression affects NS-5 differentiation. Compared to control cell cultures,
Disp3 sgRNAs cells generated more highly differentiated astrocytes and showed increased expression of Plp
mRNA, which is specific for oligodendrocytes. Similarly, the expression of neuron-specific SIII-tubulin mRNA
was increased, and as such, these cells exhibited increased numbers of neurites. Furthermore, compared to con-
trol cells, the number of fully differentiated neurons was higher in Disp3 sgRNA NS-5 cell culture and these
neurons had increased numbers of primary neurites. In pBabe-Disp3 cells, the differentiation potential was much
lower regardless of the differentiation strategy used.

Modified levels of DISP3 lead to altered gene expression in NS-5 cells.  To identify genes in NS-5
cells affected by altered DISP3 expression, we performed microarray analysis. Total RNAs isolated from Disp3
sgRNA#1, Disp3 sgRNA#2 and control cells were hybridized to the Illumina Mouse Expression BeadChips. On
the basis of the obtained expression profiles we established a heatmap (Fig. 5A) and a compiled list of common
genes (Fig. 5B) with significantly altered expression in both Disp3 sgRNA cultures. The expression levels of the
identified genes were confirmed by gRT-PCR in independent Disp3 sgRNA, pBabe-Disp3 and control cell cul-
tures. Our results show that modified expression levels of DISP3 lead to altered mRNA levels of insulin-like
growth factor binding protein 7 (Igfbp7), lipoyltransferase 1 (LiptI), diacylglycerol kinase alpha (Dgka), brain ser-
ine/threonine kinase 1 (BrskI) and endothelial differentiation sphingolipid G-protein-coupled receptor 8 (Edg8)
(Fig. 5C). Interestingly, all of these identified genes were described to function either in neurodevelopment and/or
have been implicated in various tumors.

Discussion

In this study we examined the role of DISP3 in NSC proliferation and differentiation. We have demonstrated
in NS-5 cells that the levels of DISP3 expression significantly decrease upon differentiation. We performed
both loss-of-function and gain-of-function experiments to determine the effect of DISP3 on the NSC pheno-
type and differentiation potential. When NSCs were maintained under growth/proliferation conditions, both
Disp3 sgRNAs and pBabe-Disp3 cells underwent significant morphological changes. The most obvious alter-
ation was observed in Disp3 sgRNAs cells. Even though the mRNA expression of 3III-tubulin did not much
differ from control cells, the number of BIII-tubulin-positive cells detected by immunofluorescence staining and
automated counting was increased nearly three times. The analysis also revealed that not only the fraction of
3II-tubulin-positive cells was higher in Disp3 sgRNA NS-5 cell culture, but also that the number of highly stained
cells was significantly increased. The observed high expression levels of NSC marker nestin in Disp3 sgRNA NS-5
cells under the growth/proliferation conditions, which were only slightly lower than in control cells, demonstrate
the undifferentiated character of these cells. Nevertheless, the increased proportion of BIII-tubulin-positive cells
indicates the onset of neuronal differentiation. Interestingly, cells overexpressing DISP3 demonstrated a signifi-
cantly faster proliferation rate than control cells.

In the postnatal cerebellum, the expression of DISP3 is controlled by ATOH1, a transcription factor that plays
a major role in cell proliferation, cell migration and initiation of the cell differentiation program>. Interestingly,
ATOH] is also implicated in promoting medulloblastoma formation®. Analysis of Oncomine datasets revealed
that DISP3 expression is significantly elevated in human medulloblastoma?!. Medulloblastoma is the most
common malignant pediatric brain tumor and can be classified into at least four distinct molecular subgroups
that vary according to clinical signs and molecular markers. The most aggressive forms of the disease are the
non-SHH/WNT subtypes®. Each of these subtypes is characterized by expression of markers that are found in
embryonic or adult stem cells, as well as in neural “cancer stem cells” (CSC). It has been hypothesized that sus-
tained tumor growth is restricted to CSCs, which display many similarities to NSCs in their capacity to self-renew
and differentiate’”. Neural CSCs are able to grow in serum-free media containing EGF and FGF, the two growth
factors that promote its “dedifferentiated” status®3%%.

Immunohistochemical evidence suggests that particular medulloblastoma molecular subgroups arise from
distinct cellular origins. WNT-subtype tumors infiltrate the dorsal brainstem, whereas SHH medulloblastomas
originate from external germinal layer progenitor (EGL) cells®. The origins of non-SHH/WNT subtypes 3 and
4 remain to be defined; nevertheless, it has been demonstrated that the master regulator transcription factors of
subgroup 4 are active in neurons that originate from early progenitors of the upper rhombic lip**. In our previous
paper, we used the multipotent cerebellar progenitor cell line C17.2, which was generated from isolated cerebel-
lar neural cells from the EGL layer. The study demonstrated that ectopic overexpression of DISP3 promotes cell
proliferation, alters tumorigenic gene expression and modifies the differentiation profile of DISP3-expressing
Cl17.2 cells?.

To elucidate whether modulation of DISP3 expression has any effect on the NSC differentiation potential, we
determined the expression levels of neural-specific markers in differentiated Disp3 sgRNA cells, pBabe-Disp3
and control cells using both manual and automated microscopy methods. Compared to control cell cultures,
differentiated Disp3 sgRNAs cells yielded a greater proportion of neurons and highly differentiated astrocytes.
Analysis of Disp3 sgRNA cell culture also showed a higher number of fully differentiated neurons with more
primary neurites compared to control cells. In contrast, pBabe-Disp3 cells demonstrated impaired differentiation.

DISP3 is an SSD-containing protein with a phylogenetic relationship to other members of this family. Previously
identified genetic mutations within SSD-containing protein family members have revealed NSC self-renewal and
differentiation defects. Mutations in the NPCI gene cause the Niemann-Pick type C1 lysosomal lipid storage dis-
order that is characterized by multisystem defects including demyelination and progressive neurodegeneration®2.
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