Téza doktorského projektu pre statnu zavérec¢nu skusku

Nazov dizertaénej prace: Uloha duélné specifickych fosfatas v kardiomyogenezi
Meno: Mgr. Stanislava Sladecek

Rocnik: 6

Veduci: Mgr. Jifi Pachernik Ph.D.

Predpokladany datum ukoncenia a obhajoby disertacnej prace: leto 2021

Rodina dualne Specifickych fosfataz (DUSP) je pomerne velkou fosfatdzovou rodinou, ktora sa
vyznacCuje schopnostou odstranit fosfatovd skupiny z tyrozinovych, serinovych a treoninovych
aminokyselinovych zvyskov na jednom proteine. V bunkovej signalizacii ma vyznamnu rolu, lebo velka
Cast DUSP-ov defosforyluje rodinu protein kindz aktivovanych mitogénami (MAPK). MAPK signalna
draha je jednou z velmi vyznamnych signdlnych drah, ktora sa ucastni celej rady procesov a Casto byva
skimana pri réznych ochoreniach, vratane nadorovych ochoreni a vyvojovych defektov. Vzhladom,
k tomu, Ze MAPK signalna drdha ma vyznamnu ulohu pri kardiomyogenezi a DUSP-y sa do tejto drahy
zapojuju, defosforyluju a tym ju inaktivuju, mojou ulohou je preskimat, aky vyznam zohravaja pri
diferencidcii mysich kmenovych buniek.

KedZe rodina DUSP-ov pocita cez 20 ¢lenov, prvym krokom bol vyber niekolky fosfataz, ktorym
sme sa dalej experimentalne venovali. Tie boli vybrané na zaklade dostupne;j literatire, toho ¢i sme
boli schopni pozorovat u nich nejaké zmeny po aplikdcii stresu alebo rastovych faktorov a nakoniec na
zaklade fylogenetickej analyzy. Takto boli vybrané fosfatazy DUSP6, DUSP7 a DUSP9. Nasledne boli
pomocou metddy CRISPR/Cas9 vytvorené buneéné linie mysich embryonalnych kmeriovych buniek,
ktoré neexprimovali tieto jednotlivé fosfatdzy a linie, ktoré neexprimovali Dusp6 a Dusp9 zaroven.
Liniu, ktord by neexprimovala Dusp7 v kombindcii s inou fosfatdzou sa ndm doteraz touto metddou
nepodarilo vytvorit, ¢o mdze nasvedcovat ze bunky s takouto modifikaciou nie su viabilne.

KedZe ide o mysie embryonalne kmeriové bunky, podstatné bolo zistit ¢i si zachovali po zasahu
do gendmu svoje zékladné vlastnosti a schopnost diferencovat. Pozerali sme sa teda na schopnost linie
proliferovat, zachovanie markerov pluripotencie a jej schopnost tvorit embryonalne telieska. Nasledne
sme sa pozreli aky efekt malo vypnutie génov pre tieto fosfatdzy na kindzy, ktoré by mali
defosforylovat, ¢i uz v nestimulovanej forme, alebo po vystaveni buniek nejakému stimulansu akym je
hypoxia. KedZe sme nepozorovali vyrazné rozdiely medzi jednotlivymi liniami vzhfadom ku kontrolnym
bunkam, pristupili sme k dalSej fazy experimentov a to k sledovaniu efektu na diferenciaciu.

Z predoslych experimentov, sme vedeli, Ze aktivacia MAPK signdlnej draha ma pozitivny efekt
na diferenciaciu buniek do kardiomyocytov. Ziskané bunecné linie sme diferencovali v podmienkach in
vitro a sledovali sme aké su zmeny v expresii markerov pre jednotlivé zarodocné listy v ¢asnych fazach
diferencidcie alebo markerov pre rozlicné typy buniek v neskorSich fazach, pricom sme sa
predovsetkym zamerali na markery oznacujuce kardiomyocyty. Pomocou metéd RT-PCR, western
blotting a imunohistochemickych metéd sme u linii bez expresie Dusp6 pozorovali velmi malé zmeny
v pocte kardiomyocytov, kym pri nedostatku proteinu DUSP7 a DUSP9 bol pocet kardiomyocytov
v porovnani s kontrolnou liniou v priemere mensi a linie preferencne diferencovali do ektodermu,
pripadne pozdejSie mali zvySené markery pre neurdlne typy buniek.

Celkovo sa nam podarilo ziskat niekolko bunkovych linii ktoré neexprimuja Dusp6, Dsup?7,
Dusp9 alebo zaroven Dusp6 a Dusp9. Tieto bunkové linie sa od kontrolnej linie vyznamne nelisili vo
svojich zakladnych fyziologickych a biochemickych vlastnostiach, ale pri diferenciacii v podmienkach in
vitro preferovali ektoderm pred mezodermom.



