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Abstrakt

Xenopus tropicalis je vyznamnym modelovym organismem vyvojové i
bunécné biologie. Dlouhodoba primarni smiSena bunétnd kultura ziskana
z juvenilnich varlat Xenopus tropicalis, je prvni tkanovou kulturou u tohoto
zivo¢iSného druhu. Jeji charakterizace je dilezitd pro dalsi praci a ni a
nasledné¢ pokusy. Kultura je tvoiena prekurzory Sertoliho bunck. Podpiirna
vrstva téchto bunék umoznuje dlouhodobou kultivaci zarode€nych kmenovych
bunek. Vyznamnou roli pfi kultivaci predstavuje vliv kondicionovaného média
na proliferaci bunék. Vysledky této prace prokézaly vliv
kondicionovaného média na rist tkdniové kultury. Analyza genové exprese
bunék kultury a varlat odhalila, ze v procesu diferenciace Sertoliho bunék je
zapojena celd ftada rlstovych a diferencianich faktort. Pfitomnost
markerovych genti byla prokazana RT-PCR a in situ hybridizaci. Tento in
vitro systém mulze pomoci k objasnéni rozdilnych roli pre-Sertoliho a
Sertoliho bunc¢k v diferenciaci varlat. Predstavuje tak novy model
spermatogeneze umoznujici oddéleni ¢asti diferenciace pre-Sertoliho a

Sertoliho bungk, které 1ze u sav¢ich modelt oddélit jen s obtizemi.

Klicova slova: Xenopus tropicalis, tkanova kultura, pre-Sertoliho burky,

Sertoliho buiiky, diferenciace varlat, genova exprese



Abstract

Xenopus tropicalis is an important model organism wused in
developmental and cell biology. Long term primary mixed cell culture,
derived from juvenile testis of Xenopus tropicalis, is the first tissue culture of
this specie. Characterization of this tissue culture is important for its further
handling and subsequent experiments. The culture is composed of Sertoli cell
precursors. Feeder layer of this cells enables long term germinal stem cell
cultivation. Influence of condicioned medium plays important role during the
cell culture cultivation. Result of this task approved effect of condicioned
medium for cell culture growth. Cell culture and testis gene expression analyse
revealed, that in process of Sertoli cell differentiation many growth and
differentiation factors are involved. Presence of marker genes has been
approved by RT-PCR and in situ hybridization. This in vitro system can
contribute to clarification of different roles of pre-Sertoli and Sertoli cells in
testis differentiation, and therefore it establishes a new spermatogenesis model
offering the possibility to distinguish parts of the pre-Sertoli and Sertoli cells

differentiation, which is difficult in mammal models.

Keywords: Xenopus tropicalis, tissue culture, pre-Sertoli cells, Sertoli cells,

testicular differentiation, gene expression
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1. UVOD

Vyznam Xenopus tropicalis jako modelového organismu vyvojové i
bunécné biologie v posledni dob¢ vzrusta. Sdili vyhody Xenopus laevis, ktery
je rozSitenym modelovym organismem jiz od 50. let minulého stoleti, diky
svému diploidnimu genomu navic dovoluje provadéni genetickych analyz,
které je u Xenopus laevis vzhledem k piitomnosti paralognich gent
komplikované. Oproti vy$$im modelovym organismim je ale Xenopus

tropicalis znevyhodnén netplnosti genetickych a cytogenetickych dat.

Na mapovani genomu Xenopus tropicalis se podili i Laboratof
vyvojové biologie PfF UK. Lokalizace genii na mitotickych chromozémech
byly provadény na bunikach sleziny, coZ vyzadovalo usmrceni pokusného
zvitete, z divodu nedostupnosti dlouhodobé bunécné kultury u Xenopus
tropicalis. Tento fakt byl podnétem k zalozeni bunécné kultury, ktera by byla
vyuZzitelna pro tyto experimenty. Ze vSech orgéant, které byly pouZity pii
prvnich pokusech o zalozeni kultury, to byla pouze varlata, ktera opakované

umoznila ziskat dlouhodobou buné¢nou kulturu.

Buiikky této kultury vykazovaly morfologické charakteristiky pre-
Sertoliho bunék, navic po dlouhodobé kultivaci bez vymény média doslo
Vv kultufe k vyskytu kolonii malych bunék s odliSnou morfologii, o nichz se
predpokladalo, Ze jsou zarode¢nymi kmenovymi buiikami. Byl pozorovan
vyrazny efekt pii kultivaci bun¢k v kondicionovaném médiu na rychlost jejich

proliferace.

Potvrzeni téchto pifedpokladi a charakterizace bunék kultury byla

pfedmétem této prace.

14



2. CILE DIPLOMOVE PRACE

Tato diplomova prace se zabyva charakterizaci bunék smiSené bunécné
kultury, ktera byla ziskana z juvenilnich varlat samce zaby Xenopus tropicalis.

Jeji cile byly nasledujici:

1. Priikaz vlivu kondicionovaného média na rtist bunécné kultury.

Pti zakladani této bunétné kultury bylo pozorovéano, Ze kultivace
Vv pfitomnosti kondicionovaného média ma vyrazny vliv na rychlost
proliferace bun¢k a tudiz na GspéSnost kultivace. Jednim cilt této prace bylo

prokazat vliv kondicionovaného média na rychlost riistu této bunééné kultury.

2. Indukce diferenciace pre-Sertoliho bun¢k prostaglandinem D2 a
sledovani jeho vlivu na buné¢nou kulturu.

Prostaglandin D2 (PGD?2) je ¢lenem zpétnovazebné smycky, ktera hraje
zasadni roli v diferenciaci Sertoliho bunck. DalSim cilem této prace bylo
ovlivnéni pre-Sertoliho bunék PGD2 a sledovani jeho efektu na buné&fnou

kulturu.

3. Charakterizace buné€k pomoci urovné genové exprese vybranych

markeru.

Vychozim bodem hodnoceni genové exprese byly vysledky microarray
analyzy, ktera byla ve spolupraci s JGI institutem (USA) provedena firmou
NimbleGene (Island). Ovéieni vysledki této analyzy bylo provedeno metodou
RT-PCR. Vizualizace mRNA molekul nékterych transkribovanych geni byla
provedena in situ hybridizaci metodou FISH-TSA.
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3. LITERARNI PREHLED

3.1 MODELOVY ORGANISMUS XENOPUS TROPICALIS

V minulém stoleti sehrali obojzivelnici klicovou roli pii objasnéni
mechanismti ¢asného embryonalniho vyvoje obratlovca (Beck a Slack, 2001).
Vajicka 1 embrya jsou dostatecné velkd a vyvijeji se externé, coZ umoznuje
sledovat embryonalni vyvoj okamzit€¢ po oplozeni, na rozdil od sav¢ich
modelovych organisml, kde je mozné sledovat pouze zavérecna stadia
diferenciace. Ovlivnéni Casné embryogeneze savcli umoznuje pouze knock out
genu. Jednd se ovSem o naro¢nou a pracnou metodu. Dal$i mozZnosti je
transfekce zarodecnych kmenovych bunék kultivovanych in vitro, jejich
selekce a transplantace do gondd sterilizovanych zvifat. Tomuto pfistupu
ovSem dosud bréani jejich omezeny rist a nedostate¢na znalost ptirozenych

diferenciacnich signali.

3.1.1 Rod Xenopus jako modelovy organismus

Prvni embryologické experimenty byly provadény s embryi rodii Rana
(skokan), Triturus (¢olek) a Ambystoma (mlok), ale v 50. letech minulého
stoleti byl jako modelovy organismus zaveden Xenopus laevis, ktery se
v pfedchozich letech roz$ifil do mnoha laboratoti diky faktu, Ze slouzil
k testovani moc¢i na pritomnost lidského choriogonadotropinu (hCG).
Injekénim podanim tohoto hormonu lze kdykoli béhem roku vyvolat ovulaci
(Shapiro a Zwarenstein, 1934; Bellerby C.W, 1934) a ziskat tak
Vv laboratornich podminkach mnoho oocytti a nasledné embryi. Jejich velikost
a odolnost je ¢ini vhodnymi pro mikromanipulace, at uz se jedna o
mikrochirurgické zakroky na embryich, ¢i mikroinjekce umoznujici aplikaci
latek do oocytli ¢i embryi. V 50. letech 20. stoleti se podatilo Fischbergové

laboratofi v Zenevé prokazat, Ze po transplantaci jader bundk epitelu stieva
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pulce X. laevis do enukleovanych vaji¢ek dojde k normalnimu vyvoji
dospélce. V dalsich letech se podafilo transplantovat do enukleovanych oocytl
také jadra dalSich typti bun¢k pochézejicich z riznych tkani dospélych Zzab,
véetné plné diferencovanych bunék keratinizované pokozky (Gurdon et al.,
1975). Experiment provedeny v 70. letech 20. stoleti odhalil, Ze oocyt zab
rodu Xenopus dokaze translatovat injektovanou mRNA (Gurdon et al., 1971).
Nedlouho na to se zjistilo, ze oocyt Ize u rodu Xenopus vyuzit i jako in vivo
zkumavku pfi studiu funkci biologickych makromolekul (Gurdon, 1975).
Embrya po mikromanipulaénich zasazich navic velice snadno regeneruji.
Tohoto pfistupu se dnes vyuzivd pii blokovani exprese zkoumanych geni
aplikaci antisense RNA a morfolino oligonukleotid. Po aplikaci je exprese
blokovana na urovni transkripce (antisense RNA), nebo translace (morfolino
oligonukleotidy), na zakladé¢ vysledného fenotypu je pak identifikovana

funkce zkoumanych gent.

Z4by rodu Xenopus se postupné staly jednim z nejoblibengjsich
modelovych systémt, na kterém byla ziskdna tada poznatkd vyvojové i
bunééné biologie. Studie na Xenopus laevis prispély k objasnéni mechanizmi
replikace chromozomi, struktury chromatinu a jadra a molekularni podstaty
kontroly bunécného cyklu, dynamiky cytoskeletu a signdlnich drah.
Experimenty s zabimi embryi pak odhalily mechanizmy indukce, ur¢eni osudu
bun¢k béhem zarodecného vyvoje a morfogeneze, usporadani télniho planu

obratlovcill a rané organogeneze.

Xenopus laevis ma tadu vlastnosti, které by z néj Cinily témet dokonaly
modelovy organismus, nevyhodou je ovSem dlouha genera¢ni doba a v prvni
fad¢ jeho nevhodnost pro genetick¢ studie z divodu jeho tetraploidniho
puvodu a velkého poc¢tu duplikovanych gen. Genom X. laevis je tvofen
36 chromozomy, jeho velikost je piiblizng 3 x 10° bp (Thiebaud a Fischberg,
1977). X. laevis je tetraploidni (Graf a Kobel, 1991; Cannatella a de Sa, 1993),

nicméné vykazuje nékteré vlastnosti diploidniho organismu. Jeho karyotyp
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tvoii 18 part chromozoému, jez v meidze tvoii bivalenty (Tymowska a
Fischberg, 1973; Muller, 1974), dochazi k nezavislé segregaci duplikovanych
geni (Graf, 1989) a haploidni (18-ti chromozémové) zygoty nejsou
Zivotaschopné (Hamilton, 1963). Cast genetické informace je tedy piitomna
v neduplikované podobé. Nevhodnost X. laevis ke genetickym manipulacim
zpusobila, Ze se v posledni dobé pozornost soustied’uje na jiného zastupce
rodu Xenopus. Jedna se o druh X. tropicalis, ktery je jedinym diploidnim
zastupcem tohoto rodu (Tymowska, 1973; de Sa a Hillis, 1990).

3.1.2 Systematické zarazeni

Rod Xenopus piedstavuji tzv. drapkaté zaby. Toto oznaceni pochazi z
anglického Clawed frogs. Systematicky jsou fazeny do Celedi Pipidea a
podceledi Xenopodinae (de Sa a Hillis, 1990; Cannatella a de Sa, 1993). Do
stejné Celedi je fazena 1 podceled” Pipinae, kterou tvoii sedm druhi
americkych Pip. Druha, africka vétev obsahuje ¢tyfi druhy rodu Hymenochirus

a jeden druh rodu Pseudohymenochirus (Cannatella a Trueb, 1988).

3.1.3 Srovnani X. laevis a X. tropicalis

Kromé ploidie, jak bylo zminéno vyse, se tyto druhy na prvni pohled
lisi velikosti téla. X. tropicalis je podstatné mens$i, coz umozinuje snizeni
prostorovych i finan¢nich narokd na chov (Obr.1). X. tropicalis sdili vétSinu
vyhod X. laevis, ve srovnani snim ale neni tak tolerantni k zivotnim
podminkdm. Jedn4 se o vodni druhy, takze jejich chov a rozmnoZovani se
odehravaji ve vodnich nadrzich. Na rozdil od vétsSiny obojZivelniki nevyzaduji
zivou stravu (Amaya et al., 1998). Dalsi vyhodou je kratsi genera¢ni interval
4 — 6 mésicu misto 1 — 2 roky u X. laevis (Duellman a Trueb, 1986). Snuska
samice X. tropicalis navzdory jeji mensi velikosti obsahuje vétsi mnozstvi

oocyt (1000 - 3000 vs. 200 — 500 u samice X. laevis), lisi se ale velikosti.
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Stejné jako oocyty, i embrya jsou mens$i nez u X. laevis (0,7 — 0,8 mm vs.
10— 1,3 mm), jejich velikost je ale dostatecna k provadéni
mikromanipulacnich zdsahtll. ProtoZe se jedna o blizce ptibuzné druhy, mnoho
sekvenci je mezi nimi vysoce konzervovano, je tedy mozné u X. tropicalis
pouzit molekularni pfistupy vyvinuté u X. laevis, stejné jako nashromazdéna
data z EST (Expressed Sequence Tag) a cDNA (complementary DNA)
knihoven (Amaya et al., 1998), RNA sondy ¢i protilatky (Khokha et al.,
2002).

Obr.1: Srovnani velikosti
dospélych samic
Xenopus laevis (vlevo) a
Xenopus tropicalis
(vpravo).

(Amava et al.. 1998)

3.1.4 Velikost genomu a karyotyp X. tropicalis

Velikost genomu X. tropicalis se pohybuje kolem 1,7 x 10° bp
(Thiebaud a Fischberg, 1977), jedna se o jeden z nejmensich genomi mezi
obojzivelniky. Je srovnatelny s velikosti genomu Danio rerio (1,8 x 10° bp),
v porovnani s mysi je téméf o polovinu mensi (3 x 10° bp) (Amaya et al.,
1998). Jak jiz bylo zminéno, piedstavuje X. tropicalis jediného diploidniho
zastupce rodu Xenopus (2n = 20). Karyotyp se vyznacuje 20 mitotickymi

chromozomy, které lze na zéklad¢ velikosti a polohy centroméry rozdélit do
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Sesti morfologicky odlisnych skupin submetacentrickych a akrocentrickych
chromozémi, ptfi¢emz na dvou odliSnych parech (€. 5 a 6) je patrna

sekundarni konstrikce (Tymowska, 1973).

3.1.5 Cytogenetické studie

U X. laevis byla identifikace jednotlivych chromozémovych part
provedena na zéklad¢ replikacniho pruhovani, které vyuziva inkorporaci
bromdeoxiuridinu (BrdU/dT) v S fazi bunééného cyklu (Schmid a Steinlein,
1991). Pomoci této techniky se podafilo rozlisit vSech 18 pard chromozomad.
Na zéklad¢ délky, pozice centroméry a rozmisténi replikacnich pruhti je

mozné chromozomy rozdélit do skupin po Ctyfech (kvartety).

Chromozomalni lokalizace pozice genli byly poprvé provedeny
metodou ISH na S$tétkovitych chromozomech. Podatfilo se tak lokalizovat
nékteré repetitivni sekvence nebo genové skupiny (Pardue et al., 1973;
Jamrich et al., 1983; Fostel et al., 1984; Hummel et al., 1984; Kay et al.,
1984). Dosud ovsem neni znama homologie mezi §tétkovymi a mitotickymi

chromozomy.

Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) v kombinaci s tyramidovou
amplifikaci signalu (TSA) umoznila lokalizaci repetitivnich geni
imunoglobulini, MHCa (Major Histocompatibility Complex) a MHCIb
lokusti do metafaznich chromozému v ptipade, Ze byly pritomny alespon tfi

piilehlé kopie daného genu. (Courtet et al., 2001).

Modifikace tohoto postupu umoznila poprvé lokalizovat jedine¢nou
kodujici sekvenci (gen ¢c-SRC1) (Krylov et al., 2003), a jak bylo prokazano
pozdéji, je tato metoda vhodna i k rozliSeni sekvencné velmi blizkych lokust,

kdy se kodujici oblast lokalizovanych genli shodovala na 95% (paralogy
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mitochondrialni malat-dehydrogenazy, MDH2A a MDH2B) (Tlapakova et al.,
2005).

Mitochondridlni malat-dehydrogenaza 2 (MDH2) byla také prvnim
genem, ktery byl mapovan u X. tropicalis (Krylov et al., 2007). V soucasné

dobé probiha vytvaieni fyzické mapy genomu X. tropicalis.

3.2 ZARODECNE KMENOVE BUNKY

3.2.1 Determinace primordialnich zarodecnych kmenovych
bunék u vybranych obratlov¢ich modelovych organismu

Primordialni zarodecné kmenové bunky (PGC - primordial germ cell)
mohou byt ureny autonomné pomoci cytoplazmatickych determinant
ptitomnych v oocytu, jak je tomu naptiklad u zab, ¢i k jejich determinaci mize

dochézet na zaklad¢ interakce s okolnimi bunikami (napt. u savct).

3.2.1.1 Determinace PGC u Xenopus

3.2.1.1.1 Lokalizace zdarodecné plazmy a jejich komponent

Zarode¢nd plazma se Vneoplozenych oocytech nachdzi v podobé
cytoplazmatickych ostrivkl, které jsou lokalizovany v kortikdlni oblasti
vegetativniho polu. Zarodecna plazma je soucasti oblasti METRO (message
transport organizer) mitochondridlniho oblaku. Obsahuje germindlni granula a
mnozstvi kodujicich 1 nekddujicich RNA molekul. Pfi studiu ultrastrukturéalni
urovng distribuce RNA molekul v riznych kompartmentech zdrode¢né plazmy
béhem oogeneze a embryogeneze bylo zjisténo, ze pouze 3 z 11-ti
studovanych RNA molekul jsou lokalizovany v granulich, dal$i se nachazeji

na jejich periferii ¢i v matrix mezi granuly. Lokalizace nékterych RNA

21



molekul se v ¢ase méni. Asociace RNA molekul s granuly neni tedy
nezbytnym pifedpokladem jejich funkci pifi formaci a migraci PGC.
Germinalni granula jsou dynamickou 3-D strukturou, ktera se méni v Case
béhem oogeneze a embryogeneze (Kloc et al., 2002). Translokace
heterolognich RNA molekul do oblasti vegetativniho kortexu je
zprostiedkovana Xlsirt repetitivni RNA (homologni k savéimu Xist genu,
ktery se ucastni inaktivace X chromozomu), ktera kolokalizuje se zarode¢nou

plazmou (Kloc et al., 1993).

Pti fluorescencnim barveni komponent zarode¢né plazmy bylo zjisténo,
ze po oplozeni jsou ostrivky zéarode¢né plazmy behem prvniho déleni
pfipojeny k mase vegetativniho Zloutku a migruji s ni béhem kortikalni rotace.
Plsobenim UV zéafeni dochéazi k naruSeni tohoto procesu. Po skonceni rotace
se ostruvky zarode¢né plazmy odpojuji a zacinaji fuzovat (Savage a Danilchik,
1993). Dtlezitou roli vtomto procesu zaujima cytoskelet. Agregace
zarode¢né plazmy je zavisla na mikrotubulech a vyzaduje Xklpl (Xenopus
kinesine-like protein 1) (Robb et al., 1996). Pti jeho nepfitomnosti nedochazi
ke spravné lokalizaci a agregaci ostrivki zarodecné plazmy diky naruseni
pohybll cytoplazmy SCW (surface contraction waves), které zavisi na
mikrotubuldrnim transportu a jsou vyznamné pro spravnou distribuci

cytoplazmatickych determinant (Quaas a Wylie, 2002).

3.2.1.1.2 Segregace zarodecné plazmy

Presumptivni PGC (PGC, které dosud nedosahly gonad) jsou
determinovany piitomnosti zarode¢né plazmy. Béhem prvnich déleni jejich
pocet vyznamné nevzrustd. Zarodecna plazma je rozd€lena mezi prvni 4
blastomery, poté je lokalizovana v oblasti vegetativniho pdlu a naslednymi
délenimi je segregovana vzdy pouze do jedné dcefiné builkky. Béhem casné
gastrulace se zdrode¢na plazma piemist'uje do blizkosti jadra a v ndsledujicich

mitézadch je zéarodecnd plazma délena symetricky mezi dcefiné bunky
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(Whitington a Dixon, 1975). Ingrese zarode¢né plasmy neni zavisla na
mikrotubularnim cytoskeletu, dochazi kni v dusledku proudéni cytoplazmy
(Ressom a Dixon, 1988). Presumptivni PGC se d¢li dvakrat mezi stadiem
Casné gastruly a okamzikem, kdy opousti entoderm a zacinaji migrovat do

budoucich gonad (Whitington a Dixon, 1975).

3.2.1.1.3 Migrace presumptivnich PGC

Presumptivni PGC migruji z embryonalniho stfeva skrz dorzalni
mezenterium. DileZitou roli vtomto procesu hraje extracelularni matrix.
Buiikky epitelu mezenteria syntetizuji velké mnoZzstvi glykoproteinu
fibronektinu, ktery napomahd adhezi a migraci presumptivnich PGC
(Heasman et al., 1981). Zakladem pohybu presumptivnich PGC je vytvafeni
adheznich plaki s epitelidlnimi buiikami (Heasman a Wylie, 1981). Uspé&sna
migrace presumptivnich PGC je také ovlivnéna Grip2 mRNA (glutamate
receptor interacting protein 2), kterd je soucasti zdrode¢né plazmy. To bylo
prokazano inhibici jeji translace pouzitim morfolino oligonukleotidi, jejimz
vysledkem bylo naruseni procesu migrace presumptivnich PGC (Kirilenko et
al., 2008).

3.2.1.1.4 Diferenciace presumptivnich PGC na PGC

Meioticka diferenciace presumptivnich PGC je u celé fady organismu
ovliviiovana DAZ genovou rodinou (Deleted in Azoospermia), napt. homolog
u Drosophily je nezbytny pro vstup zarode¢nych bunék do meidzy b&hem
spermatogeneze (Eberhart et al., 1996). U X. laevis vede snizeni davky Xdazl
MRNA (Xenopus laevis DAZ-like gene) k defektim proliferace, migrace a
diferenciace presumptivnich PGC (Houston a King, 2000). U X. tropicalis
byla jako prvni specificky marker zarode¢né plazmy a presumptivnich PGC

identifikovana Xtdazl mRNA (Xenopus tropicalis DAZ-like gene), ktera
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koduje RNA vazebny protein homologni s Xdazl. Xtdazl mRNA je
exprimovana béhem oogeneze od stadia previtellogennich oocytl 1 po

oplozeni az do stadia ¢asného pulce (Sekizaki et al., 2004).

3.2.1.2 Determinace PGC u mysi

3.2.1.2.1 Puvod a identifikace PGC

U embrya mysi jsou PGC odvozeny z ¢asti populace bunck epiblastu,
z kterych vznik4 extraembryondlni mezoderm. Na zafatku gastrulace se
prekurzory PGC shromazd'uji u primitivniho prouzku v posteriorni oblasti
embrya a prochazeji jim. Pfiblizné 45 bunék se poté usidluje v oblasti

extraembryonalniho mezodermu (Lawson a Hage, 1994).

Presumptivni PCG je moZzné poprvé morfologicky identifikovat 7 — 7,5
dpc jako shluk 8 bun¢k posteriorné od primitivniho prouzku
Vv extraemryondlnim mezodermu. Ke konci gastrulace se jejich poc€et zvySuje
na 50 — 80 buné¢k. Pfiblizné¢ 125 bun¢k se 8 dpc nachazi v oblasti entodermu

zadniho stfeva a v mist¢ zakladu allantois (Ginsburg et al., 1990).

Presumptivni PGC exprimuji tkénové nespecifickou alkalickou
fosfatazu (Hahnel et al., 1990; MacGregor et al., 1995). Na zéaklad¢ jeji
aktivity je mozné presumptivni PGC identifikovat histochemickym barvenim

(CHIQUOINE, 1954).

3.2.1.2.2 Specifikace presumptivnich PGC

Budouci PGC jsou ur¢eny na zaklad¢ interakce s okolnimi bunkami a
jimi produkovanymi signdlnimi molekulami. Vyznamnou roli zde hraje rodina

BMP (bone morphogenetic proteins). Formovani PGC a dalSich struktur
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extraembryondlniho mezodermu odvozenych z prekurzori proximalniho
epiblastu je regulovano expresi BMP4 v buiikach extraembryonalniho
ektodermu. Nasledkem homozygotni ztratové mutace v tomto genu nedojde
k vyvoji PGC a dalSich tkani (napf. allantois) (Lawson et al., 1999). Dalsi
nezbytnou signalni molekulou produkovanou buiikami extraembryonalniho
ektodermu je BMP8b. V disledku mutace tohoto genu dochazi také k absenci
PGC ¢i k vyraznému poklesu jejich pocétu (Ying et al., 2000). Vliv ma také
BMP2 (Tres et al., 2004).

Specifikace PGC je umoznéna expresi genu fragilis, ktery koduje
transmembranovy protein. Ten umoziiuje diky homeotypické asociaci oddélit
budouci PGC od somatickych bunék. Pouze bunky s nejvyssi expresi fragilis
zaCinaji nasledn¢é exprimovat také gen stella. Ten je exprimovan vyhradné
zarode¢nymi buikami a umoZnuje reprimovat homeoboxové geny, coz mize

vysvétlovat zachovani pluripotence u PGC (Saitou et al., 2002).

3.2.1.2.3 Migrace presumptivnhich PGC

Presumptivni PGC migruji ventralné a posteriorné z posteriorniho
primitivniho prouzku do pfilehlych struktur (allantois, extraembryonalniho i
embryonalniho entodermu). Bunky, které vstoupi do entodermu, jsou
inkorporovany do zadniho stfeva a pokracuji v migraci do gonad. Builky na

ostatnich mistech v migraci nepokracuji a po ¢ase umiraji (Anderson et al.,

2000).

Béhem migrace ze zadniho stfeva, PGC exprimuji gen nanos3 (Tsuda
et al., 2003). Tento gen je nezbytny pro pieziti PGC béhem migrace. Pokud

k jeho expresi nedochdzi, u obou pohlavi je mozné pozorovat ztratu PGC.

Podobné jako u X. laevis, jak bylo zminéno vysSe, je v migraci PGC

zapojen glykoprotein fibronektin (Ffrench-Constant et al., 1991).
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UspéSné osidleni gondd je podminéno expresi Bl integrinu
primordidlnimi zarodecnymi buitkami. PGC s mutaci tohoto genu nejsou

schopny efektivné kolonizovat gonady (Anderson et al., 1999).

Roli hraji 1 faktory produkované bunkami genitdlnich ryh, které
chemotakticky atrahuji PGC, coz bylo prokazano in vitro (Godin et al., 1990).

3.2.1.2.4 Faktory ovliviiujici proliferaci PGC

Poté co PGC dosahnou genitalnich ryh, pokracuji zde v proliferaci.
Role parakrinnich faktord, které jejich proliferaci reguluji, neni dosud zcela

znama.

Vyznamnymi geny pro specifikaci, pfezivani a funkce PGC jsou c-Kit a
SCF (stem cell factor). Jedna se o receptorovou tyrozin kinazu (c-kit) z rodiny
PDGF receptort (plateled derived growth factor) a jeji ligand (SCF). Ten je
produkovan Sertoliho buiikami v solubilni a membranové vazané formée, ktera
je nezbytna pro jeho funkci. Vliv téchto molekul na PGC byl identifikovan u
mutaci mySich genli White spotting a Steel, kdy dochézelo ke ztrat¢ PGC u
obou pohlavi. Ob¢ jsou tedy nezbytné pro proliferaci a piezivani PGC (Sette et
al., 2000). Bylo zjisténo, ze v podminkach in vitro SCF brani programované
bunécné smrti €1 apoptoze. Stejny efekt vykazuje 1 LIF (leukemia inhibitory

factor) (Pesce et al., 1993).

Dalsim faktorem, ktery ovliviluje zarode¢né kmenové buiiky je GDNF
(glial cell line-derived neurotrophic factor). Je produkovan Sertoliho buiikami,
vV podminkach in vitro stimuluje proliferaci vyvijejicich se Sertoliho bunék
(Wu et al, 2005). Vysoka koncentrace GDNF podporuje proliferaci
nediferencovanych spermatogonii a zdrodecnych kmenovych bunck

(Tadokoro et al., 2002). Vysledkem transfekce Sertoliho bunék mysich varlat
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cDNA lidského GDNF bylo vyrazné zvyseni poc¢tu zarodecnych kmenovych
bun¢k (Yomogida et al.,, 2003). Mysi se ztratou jedné alely tohoto genu
vykazuji niz$i pocet kmenovych bunék, pfi nadprodukci naopak dochézi
k akumulaci nediferencovanych spermatogonii. GDNF tedy pfispiva
Kk parakrinni regulaci obnovy spermatogonii a ovliviiuje jejich diferenciaci

(Meng et al., 2000; Naughton et al., 2006).

FGF9 (fibroblast growth factor 9) je dalsim faktorem, ktery ovliviuje
zarode¢né kmenové bunky. Ty se v saméich gonadach mezi 10,5 — 11,5 dpc
stavaji zavislé na FGF9 signalizaci. FGF9 pfimo napomahd jejich pteziti po
11,5 dpc nezévisle na diferenciaci Sertoliho bunck. Ztratovd mutace FGF9
vede ksnizeni poctu zarodeénych kmenovych bunék v saméich gonadach,

pocet zarode¢nych bunék v samicich gonddach naproti tomu neni ovlivnén

(DiNapoli et al., 2006).

Dazla (Daz-like, autosomal — mys$i homolog lidského DAZ genu
nachézejiciho se na Y chromozému) je exprimovan v samcich i samcich
gonadach. Ve wvarlatech, ktera neobsahuji zarode¢né¢ builky, neni jeho
piitomnost detekovatelna (Cooke et al., 1996). Mysi obou pohlavi deficientni
Vvtomto genu vykazuji defekty ve vyvoji a ptfezivani zarodecnych bunck
(Ruggiu et al., 1997). Dazl protein obsahuje RNA vazebny motiv, ktery
rozeznava sekvence bohaté na uridin (konsensus sekvence (GUn)n). Tento
motiv se nachazi v 5" nepiekladané oblasti (UTR — untranslated region)
CDC25C (cyklin dependentni kinaza 25C). V podminkach in vitro byla
prokéazana interakce mezi CDC25C 5° UTR a Dazl proteinem. CDC25C muze
tedy byt fyziologickym substratem Dazl proteinu (Venables et al., 2001). U
mysi je protein Dazl lokalizovan v jadrech spermatogonii, pfi meidze dochazi
k jeho pfemisténi do cytoplasmy, je mozné ho detekovat v cytoplazmé

spermatocyti (Reijo et al., 2000).
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3.3 URCENI POHLAVI U OBRATLOVCU

U obratlovet je zndmo nékolik mechanizmli determinace pohlavi.
Fenotypicky (enviromentdlng) je pohlavi urCovano napiiklad u nékterych
plazl, u kterych nejsou pfitomny dimorfni pohlavni chromozémy. Pohlavi je
determinovano béhem periody urceni pohlavi vlivem teploty, pfi které probiha
inkubace vajec. Napiiklad u druhu Alligator mississippiensis se z vajec
inkubovanych v rozmezi teplot 32,5 — 33,0°C vyvijeji pouze sameckové

(Morrish a Sinclair, 2002).

U vétSiny savcil je pohlavi ur€eno geneticky pfitomnosti SRY (sex-
determining region on the Y chromosome) genu, ktery se nachazi na kratkém
raménku Y chromozomu a je urCujicim genem pro vyvoj samcich gonad
(Sinclair et al., 1990; Koopman et al., 1991). Heterogametickym pohlavim je
zde samec (XY).

U ptékl je pohlavi determinovano také geneticky, heterogametickym
pohlavim je zde ale samice (ZW), (Clinton, 1998). Stejna situace je i u
Xenopus laevis ¢i Xenopus muelleri, coz bylo zjisténo na zakladé pokusi
s kiizenim jedincli po zvratu pohlavi a poméru pohlavi pti zpétném kiizeni
potomstva (Mikamo a Witschi, 1964). Snaha identifikovat morfologicky
zietelné pohlavni chromozémy nebyla uspéSna, u rodu Xenopus se tedy
vyskytuji homomorfni pohlavni chromozémy (Tymowska a Kobel, 1972;
Schmid a Steinlein, 1991).

Studie zabyvajici se ovlivnénim genové exprese v zdvislosti na pohlavi
u ZW systému ukézala, ze u X. laevis a X. muelleri je vétsi mnozstvi genti
zapojeno do procesu vyvoje, diferenciace a funkce varlat, nez do stejnych

procest u sami¢ich gonad (Malone et al., 2006).
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3.4\VYVOJ A DETERMINACE GONAD

3.4.1 Vyvoj urogenitalniho systému u mysi

U mysi se urogenitalni systém formuje z intermedialniho mezodermu.
Zacatek tohoto procesu je 9,0 — 9,5 dpc. Pote se 10,5 dpc parovy urogenitalni
systém nachazi po celé délce embrya a vypliuje vétSinu coelomové dutiny.
Sklada se ze tii segmenti: pronephros (zahrnuje nadledvinkové primordium),
mesonephros (embryonalni ledviny) a metanephros (primordium definitivnich

ledvin).

3.4.1.1 Vyvoj varlat z bipotencidlniho primordia

Gonady se zakladaji jako bipotencialni primordium, jedna se o parovou
strukturu, kterd se formuje na ventromedidlnim povrchu mesonephros jako
proliferujici vrstva epitelialnich bun¢k coelomu okolo 10,5 dpc. V této dobé¢ je
u samcti zahdjena exprese SRY genu, ktery determinuje vyvoj varlat. Jeho
exprese je omezena pouze na pre-Sertoliho bunky v urogenitalni ryze
(Albrecht a Eicher, 2001) (Obr.3). Exprese SRY dosahuje maxima 11,5 dpc,
poté 12,5 dpc nahle ustava (Hacker et al., 1995). Exprese SRY genu vede
k rychl¢é indukci morfologickych zmén v saméich gonadach. V dobé 12,5 dpc
je mozné sam¢i gonady zietelné morfologicky odlisit od samicich. Samci
gonady jsou v tomto stadiu dvakrat vétsi nez sami¢i a skladaji se z vysoce
strukturovanych zakladt semennych kanalki obklopenych intersticiem, kde se
nachazeji Leydigovy a dal$i bunky. Semenné kanalky jsou tvofeny vrstvou
Sertoliho bunék, které obklopuji zdrodecné kmenové buiiky, bazalni laminou a

peritubularnimi myoidnimi buitkami (Morrish a Sinclair, 2002) (Obr.2).

29



Sertoli cell Follicle/granulosa
Germ cell cell
Peritubular Germ cell

myoid cell

Leydig cell Thecal cell

WD
MD

WD
MD

Obr.2: Schématicky diagram piicného fezu embryonalnimi gonddami s piiléhajicim
mesonephros 12,5 dpc. WD — Wolfova trubice, MD — Miillerova trubice (Morrish a
Sinclair, 2002).

Wolfova trubice vznika z lateralniho mezodermu, Miillerova trubice
vznika invaginaci povrchového epitelu mesonephros mezi 11,5 — 12,5 dpc a je
paralelni s Wolfovou trubici. U samic diferencuje na vejcovody, délohu a
horni ¢ast vaginy, u samctu dochazi k jeji regresi pisobenim Anti-Miillerian
hormonu (AMH), ktery je produkovan Sertoliho buiitkami. Naopak Wolfova
trubice u samic degeneruje, ale u samcti pod vlivem testosteronu, jenz je
produkovan Leydigovymi bunkami, diferencuje v epididimis, vas deferens a

semenné vacky (Morrish a Sinclair, 2002).

3.4.1.2 Role PGC v morfogenezi varlat

PGC osidluji gonddy mezi 10,5 — 11,5 dpc. Jejich tloha pii
morfogenezi varlat je pouze minimalni ¢i zastupitelnd paralelnimi
mechanizmy. Pfi studiu sterilnich myS$i nesoucich Steel mutaci bylo zjiSténo,
ze 1 ptes neptitomnost PGC a dalSich spermatogennich bun¢k, se ve varlatech

nachazeji normalni Sertoliho a intersticialni buniky (Younglai a Chui, 1973).
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Obr.3: Exprese SRY genu v pre-Sertoliho buiikach urogenitalni ryhy (oznaceno

sipkou) 11,0 — 11,5 dpc (A-F). Pozitivni buiky se 13,0 dpc nachéazeji uvnitf
semenotvornych kandlka (C,D). (Albrecht a Eicher, 2004)

3.4.1.3 Diferenciace Sertoliho bunék

Sertoliho buiiky jsou prvnim somatickym bunéénym typem, ktery

diferencuje pii vyvoji varlat. Jejich vyznam v tomto procesu je naprosto
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zasadni. Organizuji totiz vyvoj vSech dalSich bunécénych typi, které jsou
specifické pro samci pohlavi. Sertoliho buniky se formuji z bunék epitelu
coelomu, které migruji do gondd mezi 11,2 — 11,4 dpc. Migrace je umoZnéna
pritomnosti pieruseni bazdlni membrany na stran¢ epitelu coelomu. Bunky,
kter¢ do gondd migruji mezi 11,5 — 11,7 dpc uZ nejsou schopny vytvaret
Sertoliho bunky, zlstavaji vné zakladli semenotvornych kandlkli a vznikaji
Znich bunky intersticialni. Migrace bunék ustava 12,5 dpc, kdy uz jsou
vytvoieny semenotvorné kanalky, dochdzi k zesileni bazalni membrany, ktera

vytvari tunica albuginea (Karl a Capel, 1998).

3.4.1.4 Migrace bun€k mesonephros

Vytvéateni semenotvornych kanalkii je umoznéno migraci bunck
mesonephros do vyvijejicich se varlat. Pii kultivaci varlat izolovanych
Z mysich embryi 11,5 dpc byla formace semenotvornych kanélkli zavisld na
ptitomnosti pfipojeného mesonephros. Pokud byla varlata kultivovana bez
n¢j, ¢i byla od mesonephros oddélena filtrem, postradala zaklady
semenotvornych kanalkt (Buehr et al., 1993). Migrujici bunky jsou
prekurzory intersticidlnich endotelidlnich buné€k a myoidnich peritubuldrnich

bun¢k (Buehr et al., 1993; Merchant-Larios et al., 1993).

Migrace bun¢k mesonephros je zavisla na expresi SRY genu (Capel et
al., 1999). Pii pokusu s kokultivaci 11,5 dpc samcich a samicich gonad, které
k sobé piiléhaly, bylo zjisténo, ze bunky mesonephros mohou za téchto
podminek migrovat 1 do sami¢i gonddy, kde organizuji formaci
semenotvornych kanalkti a diferenciaci Sertoliho bunék, které byly
identifikovany na zaklad¢ exprese markerového genu (SOX9 — SRY-related
HMG box gene 9), (Tilmann a Capel, 1999).

Migrujici bunky mesonephros exprimuji p75SNTR (p75 neurotrophin
receptor ¢i low affinity nerve growth factor receptor). Jedna se o receptor pro
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neurotrophin 3 (NT3). Jeho exprese pietrvava u peritubularnich a nékterych
intersticialnich bun€k (Campagnolo et al., 2001) (obr.4). Neurotrophin 3 je
produkovan Sertoliho bunkami a vykazuje silnou chemotaktickou aktivitu pro
bunky mesonephros (Cupp et al., 2003). Migrujici buiiky pozitivni na
p75NTR exprimuji také PDGFR-f (plateled derived growth factor receptor f3)
a jsou schopny migrovat a proliferovat in vitro v pfitomnosti PDGF-BB. Ten
vykazuje ve vyvijejicich se samcich gonadach vyssi expresi neZ v samicich,

muze byt tedy zapojen ve vyvoji varlat (Puglianiello et al., 2004).

Obr.4: Rez varlaty my$i 5 dni po
narozeni, vizualizace p75NTR u
intersticialnich bun¢k (¢erven¢) a
a-SMA u peritubularnich bun¢k
(zelend). Zlutd jsou zaneny
buiiky, kde jsou tyto markery ko-
exprimovany. M¢fitko 50 pm.
(Campagnolo et al., 2001).

3.4.1.5 Diferenciace Leydigovych bunék

Prekurzory Leydigovych bunék byly ve varlatech potkant
identifikovany na zakladé¢ exprese nestinu, jejich specifického markeru.
Populace plivodnich Leydigovych bunék byla u dospélych zvifat eliminovana
aplikaci etan dimetan sulfonatu (EDS). Progenitorovymi bunkami
Leydigovych bunék jsou u dospélych zvitat buniky cévniho hladkého svalstva
a pericyty, které specificky proliferuji a nasledné transdiferencuji na

stroidogenni Leydigovy bunky (Davidoff et al., 2004).

Diferenciace Leydigovych bunék je ovliviiovana parakrinnim faktorem
Dhh (desert hedgehog), ktery je produkovan Sertoliho buikami. Receptor Dhh
Ptchl (Patched 1) se nachazi na prekurzorech peritubularnich a Leydigovych
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bunék, které se nachédzeji vné semenotvornych kanalkd. Dhh pravdépodobné
nehraje roli v migraci ani prezivani prekurzori Leydigovych bunék,
DHH/PTCHZ1 signalizace aktivuje expresi SF1 a P450 Side Chain Cleavage
enzymu (Pierucci-Alves et al., 2001; Yao et al., 2002). Exprese Dhh a SF1 je
nezbytna pro vyvoj Leydigovych bunék (Park et al., 2007).

3.4.2 Nejvyznamnéjsi faktory zapojené ve vyvoji varlat

3.4.2.1 SRY (sex-determining region on the Y chromosome)

U savct jsou varlata determinovana ptitomnosti SRY genu. Ten koduje
DNA vazebny protein, ktery obsahuje doménu HMG-box (high-mobility
group box) (Sinclair et al., 1990). SRY je schopen indukovat diferenciaci
varlat, pokud je vnesen do XX mysich embryi (Koopman et al., 1991).

Jeho exprese probiha pouze v pre-Sertoliho bunikach v urogenitalni ryze
(Albrecht a Eicher, 2001), za¢ina 10,5 dpc, maxima dosahuje 11,5 dpc, poté
12,5 dpc nahle ustava (Hacker et al., 1995). Dilezitym regulatorem SRY je

+KTS varianta WT1 (Wilms tumor supresor gene) (Hammes et al., 2001).

SRY protein kolokalizuje se sestfithovymi faktory v jadie, pokud je
v zivych bunkéch sestfih blokovéan, dochazi k jeho dynamické redistribuci.
DNA vazebna doména (HMG box) tohoto proteinu se v podminkach in vitro
ucastni sestfihu (Ohe et al., 2002).

SRY protein vystupuje také jako transkripéni faktor. U mysi spolu s
SF1 kooperativné reguluje expresi SOX9 vazbou jeho enhanceru. SOX9 také
vaze tento enhancer a pomaha tak udrzovat svou expresi po skonceni exprese

SRY (Sekido a Lovell-Badge, 2008).
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Obr.5: Kolokalizace SOX9
(zelen€) a SRY (modie)

v semenotvornych kanalcich mysi.
(Sekido et al., 2004)

3.4.2.2 SOX9 (SRY-related HMG box gene 9)

Exprese SOX9 je markerem diferenciace Sertoliho bunék. U mysi je
SOX9 (Sox9) slabé exprimovan v genitalni ryze obou pohlavi 10,5 dpc, 11,5
dpc ale dochazi k vyraznému nariistu exprese v samc¢ich gonadach, zatimco
v samicich gonddach je exprese potlatena. SOX9 hraje roli v ur€eni pohlavi, je
zasadnim faktorem diferenciace Sertoliho bun¢k u vSech obratlovct (Kent et

al., 1996; Morais et al., 1996).

Stejné¢ jako SRY obsahuje DNA vazebnou doménu HMG-box, ktera
Vv podminkach in vitro ucastni sestiihu (Ohe et al., 2002). SOX9 je
autozomdalnim genem, jeho heterozygotni mutace u ¢lovéka vyvolava syndrom
campomelic dysplasia, ktery je se projevuje kostnimi abnormalitami, u vétSiny
XY heterozygoti v SOX9 je mozné pozorovat zvrat pohlavi (muz—zena)

(Foster et al., 1994; Wagner et al., 1994).

Ke zvratu pohlavi u mysi je nutnd inaktivace obou alel SOX9, embrya
s homozygotni mutaci ale umiraji 11,5 dpc. Specifickd inaktivace obou alel
v gonadach umoznila demonstrovat zvrat pohlavi u XY mysi, exprese SRY
(Sry) genu u téchto mysi ale pfetrvava, coz ukazuje na roli SOX9 pii inhibici

transkripce genii determinujicich vyvoj vajecnikti (Barrionuevo et al., 2006).
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Ptitomnost nadbyte¢né kopie SOX9 genu naopak vede k vyvoji varlat 1
pii nepfitomnosti SRY (Huang et al., 1999). U transgennich mysi dochazi
k vyvoji varlat i u genetickych samic (XX), SOX9 je tedy schopen indukovat
jejich formaci (Vidal et al., 2001).

SOX9 stejné jako SRY reguluje transkripci gent zapojenych ve vyvoji
varlat. Interaguje s SF1 pfi aktivaci transkripce AMH v Sertoliho buiikach (De
Santa et al., 1998). Je zapojen také v regulaci transkripce béhem vzniku a
diferenciace chrupavek. Jeho cilovymi geny jsou Col2al a Col9a3 (kolageny
typu II a IX). Col2al diky alternativnimu sestfihu 2. exonu vytvari
transkripcni izoformu typickou pro chrupavky a izoformu nechrupavkovou.
Nechrupavkova izoforma Col2al je specificky exprimovana béhem ¢asného
vyvoje samcich gonad, kde je poprvé detekovéana 11,5 dpc. V té dobé je také
mozn¢ detekovat expresi Col9al, Col9a2 a Col9a3. Col2al a Col9a3 jsou
exprimovany Sertoliho bunkami. Exprese Col2al wustava 13,5 dpc.
Nechrupavkové kolageny typu Il obsahuji cystein bohatou doménu, ktera vaze
Cleny nadrodiny TGF (transforming growth factor B) signalnich molekul.
Nechrupavkova izoforma Col2alexprimovana v samc¢ich gonadéch je navic o
9 bp krat§$i nez nechrupavkova izoforma, kterd se minoritné vyskytuje
v chondrocytech. To naznacuje roli Col2al v morfogenezi a diferenciaci varlat
(McClive a Sinclair, 2003).

V nediferencované gonadé samic i1 samcu je SOX9 lokalizovan
Vv cytoplazmé budoucich podplirnych bun€k. U samct dochéazi ke specifické
reorganizaci mikrotubuldrniho cytoskeletu, ktera umozni pfesun SOX9 do
jadra, kde aktivuje mimo jiné i vlastni transkripci, na rozdil od samic, kde

zlstava lokalizovan v cytoplazmé a jeho exprese klesa (Malki et al., 2005a).

Tento pfesun SOX9 z cytoplasmy do jadra je mozné pozorovat v dobé
zahajeni exprese AMH (De Santa et al., 2000). Jaderny import je ovlivnén

interakci SOX9 s kalmodulinem (Argentaro et al., 2003) a zprostiedkovan
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prostaglandinovou signalizaci diky stimulaci DP1 receptoru sptazeného
s adenylatcyklazou prostaglandinem D2. Aktivace c-AMP dependentni
proteinkindzy A indukuje fosforylaci SOX9 na S64 a S181 a posiluje vazbu na
importin B. V embryonalni gondd¢ je mozné detekovat u samcti specifické
zvySeni exprese PGDS a aktivni signdl PGD2 v buiikéach, které exprimuyji
SOX9. PGD?2 je autokrinni faktor, ktery indukuje jadernou translokaci SOX9 a
naslednou diferenciaci Sertoliho bunék (Malki et al., 2005b). Exprese PGDS
je aktivovana vazbou dimeru SOX9 do promotoru tohoto genu (Wilhelm et
al., 2007).

Vinexin y je zapojen v regulaci exprese SOX9 ovlivnénim MAPK

kaskady (Matsuyama et al., 2005).

3.4.2.3 WT1 (Wilms tumor supresor gene)

Produktem tohoto genu je DNA vazebny protein, ktery pisobi jako
transkripcni faktor. Detekce WT1 transkriptu je v urogenitalni ryze mozna 9
dpc u obou pohlavi (Armstrong et al.,, 1993), u samci je pot¢ WTI
exprimovan v pre-Sertoliho a Sertoliho bunkach (Pritchard-Jones et al., 1990;
Pelletier et al.,, 1991; Mundlos et al., 1993). U transkriptu dochazi
k alternativnimu sestfihu, funkéné vyznamna je inzerce tfi aminokyselin (Lys-
Thr-Ser) mezi 3. a 4. zine¢natym prstem, kterda méni vazebnou afinitu
proteinu. Pfi in vitro experimentech byla pozorovana rozdilnd role +KTS

izoformy a —KTS izoformy pfi aktivaci transkripce (Shimamura et al., 1997).

WT1 aktivuje expresi SF1 genu, pouze —KTS izoforma je schopna
vazby promotoru SF1 a aktivace transkripce (Wilhelm a Englert, 2002). Tato
izoforma také asociuje s SF1 a spolupracuje s nim na aktivaci transkripce
MIS. Dax1 (dosage-sensitive sex-reversal gene) brani této kooperaci piimou
interakci s SF1. WT1 a Daxl tedy funkéné oponuji pii vyvoji varlat
ovlivnénim transkripce zprostiedkované SF1 (Nachtigal et al., 1998). Ve
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vyvijejici se urogenitalni ryze mize WT1 aktivovat Dax-1 promotor, ktery je u
samcll exprimovan do 12 dpc, poté exprese probihd pouze v sami¢i gonadé

(Kim et al., 1999).

Dilezitym regulatorem SRY je +KTS wvarianta WT1. U mysi
postradajicich tuto izoformu je moZné pozorovat kompletni zvrat pohlavi,
ktery je zapfic¢inén vyraznym sniZenim exprese SRY. WT1 +KTS izoforma

tedy hraje vyznamnou roli pfi ur¢eni pohlavi (Hammes et al., 2001).

3.4.2.4 FGF9 (fibroblast growth factor)

FGF9 stimuluje proliferaci Sertoliho bun¢k in vitro (Willerton et al.,
2004). Ztratova mutace FGF9 (Fgf9) u mysi vyvolava hypoplazii varlat az
uplny zvrat pohlavi. Exprese FGF9 je detekovatelnd 11,5 dpc v samcich
gonadach, 12,5 dpc je FGF9 exprimovdn v semenotvornych kanélcich.
Exprese FGF9 je zavisla pravdépodobné na expresi SRY. FGF9 stimuluje
proliferaci mezenchymalnich bunék, migraci bunék mesonephros do gonad a

diferenciaci Sertoliho bunék v embryonalnich varlatech (Colvin et al., 2001).

FGF9 je tedy nezbytny pro vyvoj samcich gonad, u samicich gonad
nedochdzi k naruseni vyvoje. U ztratové mutace FGF9 nedojde 11,5 dpc ke
zvySeni proliferace prekurzorti Sertoliho bunék. Aplikace exogenniho FGF9
tento efekt rusi. FGF9 je také nezbytny pro jadernou lokalizaci FGFR2
(fibroblast growth factor receptor 2) v prekurzorech Sertoliho bunék. Jaderna
lokalizace tohoto receptoru se piekryva se zahajenim exprese SRY a jadernou
lokalizaci SOX9 béhem casné diferenciace Sertoliho bunc¢k a determinace
varlat. FGFR2 se nachéazi na plazmatické membrané bun€k u samci 1 samic,
ale pouze vsaméi gonadé dochazi k zvySeni bunécné proliferace. Roli zde
hraje extracelularni matrix. Pohlavné specifické heparan sulfaty na povrchu
bunék vedou k odlisné vazebné afinité¢ receptoru k FGF9 (Schmahl et al.,
2004).

38



Delece FGFR2 (Fgfr2) v embryonalnich gonadach ma stejny efekt jako
delece FGF9 a vede ke zvratu pohlavi. FGFR2 hraje rozdilné¢ role pfi
proliferaci a diferenciaci Sertoliho bunék béhem vyvoje varlat. Delece FGFR2
v pre-Sertoliho buiikach vede k vyraznému poklesu exprese SOX9 12,5 dpc,
ackoli 11,5 dpc neni exprese vyrazné ovlivnéna, coz naznacuje, Ze doslo
k determinaci pre-Sertoliho bunék, udrzeni jejich diferenciace je ale zavislé na
FGF9 signalizaci (Kim et al., 2007). FGF9 neovliviiuje pocatecni expresi
SOX9. SRY spousti v sam¢i gonad¢ zpétnovazebnou smycku mezi SOX9 a
FGF9, kterd udrzuje vysokou uroven exprese i v nepfitomnosti SRY. FGF9
pusobi jako antagonista WNT4 (Wnt4) (wingless-related MMTYV integration
site), ktery hraje roli pfi determinaci samicich gondd. Plasticita bipotencidlni
gonady je tak regulovéna protichidnymi signdly WNT4 a FGF9, které se
vzajemné reprimuji. WNT4 reprimuje 1 expresi SOX9 a blokuje tak vyvoj

samici gonady (Kim et al., 2006).

3.4.2.5 SF1 (steroidogenic factor 1)

SF1 je ¢lenem rodiny hormonalnich jadernych receptort, které reguluji
transkripci cilovych genti. SF1 je dualezitym regulatorem exprese geni

zapojenych v regulaci steroidogeneze (Zhao et al., 2004).

Exprese SF1 v gonddach mé zasadni vyznam pro jejich normalni vyvoj
a funkci. U mysi s inaktivovanym SF1 pouze ve specifickych bunikach gonad,
coz bylo provedeno pomoci Cre rekombinazy-LOX P systému, byly
pozorovany histologické abnormality ve vyvoji varlat jiz v casnych
vyvojovych stadiich. U téchto mysi se vyskytovala napadna hypoplazie varlat,
ktera nebyla zplisobena jejich setrvanim v biisni dutin€, pozorovéano bylo také
naruSeni spermatogeneze. MySi byly sterilni a nedochdzelo u nich
K postnatalnimu pohlavnimu zrani. Dale byla pozorovana vyrazné sniZena

exprese dvou zdkladnich komponent biosyntézy testosteronu (Cypll -
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Cholesterol side-chain cleavage enzym a StAR - Steroidogenic acute
regulatory protein) v Leydigovych bunkach. Nedoslo také k vytvoieni lumen
semenotvornych kanalkli, pfi¢inou bylo pravdépodobné poruseni sekrece

tekutiny Sertoliho bunikami, coZ je proces zavisly na androgenech (Jeyasuria et
al., 2004).

Kromé regulace syntézy testosteronu v Leydigovych buikach, reguluje
SF1 také expresi genu AMH (resp. MIS — Miillerian inhibiting substance)
Vv Sertoliho buitkach. U samcti dochazi k vyssi expresi SF1 genu a nasledné
expresi MIS a regresi Miillerovy trubice. SF1 se vaze do konzervovaného up-
stream regulacniho elementu MIS-RE-1 (MIS regulatory element 1), jehoz

sekvence se piesné shoduje s rozpoznavanou sekvenci SF1 (Shen et al., 1994).

3.4.2.6 AMH (Anti-Miillerian hormonem ¢i MIS — Miillerian inhibiting
substance)

Produktem tohoto genu je homodimerni glykoprotein, ktery je
sekretovan Sertoliho bunkami (Blanchard a Josso, 1974; Tran et al., 1977).
Jeho exprese je detekovana poprvé 12,5 dpc (Koopman et al., 1990). U
potkana k regresi Miillerovy trubice dochazi parakrinnim mechanismem, jehoz
vysledkem je apoptoza epitelidlnich bun¢k Miillerovy trubice. AMH ovlivituje
buiikky sousediciho mezenchymu, které exprimuji AMHRII (Anti-Miillerian
hormone receptor typu Il). Regrese postupuje kranio-kaudalné, coz koreluje
s expresi AMHRII v buiikdch sousediciho mezenchymu. AMH indukuje
Vv téchto buinikdch akumulaci cytoplazmatického B-kateninu, ktery je zapojen
v Wnt signalizacni draze. [B-katenin muZe v jadfe interagovat s LEF1
(Lymphoid enhancer factor 1) a ovliviiovat transkripci cilovych gent. B-
katenin a LEF1 jsou tedy moznymi mediatory pusobeni AMH (Allard et al.,
2000).
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3.4.2.7 HGF (Hepatocyte growth factor)

HGF je exprimovan peritubularnimi myoidnimi buiitkami a sekretovan
do média pii jejich kultivaci in vitro. Kultivované bunky nediferencované
genitalni ryhy formuji zdklady semenotvornych kanalk pouze v ptitomnosti
externiho HGF. Peritubularni myoidni bunky takto ovlivituji utvareni zakladi

semenotvornych kanalkd (Catizone et al., 2005).

V procesu vyvoje a diferenciace varlat je zapojena celd fada faktord, u
vSech dosud neni zndm pfesny mechanizmus plsobeni a jejich vzijemné
interakce. Objasnéni této problematiky ziistava dualezitym tkolem dalSiho

vyzkumu.
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4. MATERIAL A METODY
4.1 MATERIAL
4.1.1 Zivy material

4.1.1.1 Zaby

Xenopus tropicalis, kmen Ivory Coast, chov PiF UK.

4.1.1.2 Bunéc¢na kultura

Dlouhodobé primdrni kultura odvozena z juvenilnich varlat samce Xenopus

tropicalis.

4.1.1.3 Bakterie

Pro amplifikaci plazmida byly pouzity chemokompetentni bakterie E. coli
kmene TOP 10 (Invitrogen).

4.1.2 Material uzivany pri kultivaci buné¢né kultury

4.1.2.1 Kultivacni médium

Slozeni média;

L-15 Leibovitz (tekuté) (L5520, Sigma) 33,3%
RPMI 1640 (16,4mg/ml) HEPES modification (praskové) (Sigma) 33,3%
FBS (Fetal bovine serum) (F7524, Sigma) 6,67%
Glutamin (25mg/ml) (praSkovy) (Sevapharma a.s.) 0,66%

Uhli¢itan (NaHCO3) 7,5% stabilizovany roztok (Sevapharma a.s.) 0,13%
Gentamycin (80mg/ml) veterinarni (Lek) 0,05%

42



(do 100% doplnit TK H,0)

Praskové komponenty média byly nejprve naiedény TK H,O. RPMI-1640
bylo po nafedéni zfiltrovéano.

TK H0 je pfipravovana z deionizované H,O sterilizaci v autoklavu.

4.1.2.2 Trypsin, prostaglandin

Trypsin uzivany pro pasazovani bunécné kultury: Trypsin-EDTA solution 10x
(T4174, Sigma).
Prostaglandin D2 uzivany pro indukei diferenciace bunék: Prostaglandin D2,

approx. 95% (P5172-1MG, Sigma).

4.1.3 Roztoky

e 0,5% Triton X-100 v 2/3 PBS

e 1x PBS: 136 mM NaCl; 1,5 mM KCI; 8,1 mM Na,H PO, 2,25 mM
KH,PQO,4, pH 7,4

e 1x TBE (Tris-borat-EDTA): 89 mM Tris base; 2 mM EDTA,
89 mM H3;BO;3, pH 8,0

e I1XTNT: 0,1 M Tris—HCI ; 0,15 M NacCl; 0,05% Tween 20, pH 7,5

e 2x SSC: 300 mM NaCl; 30 mM citrat sodny, pH 7,0

e 2% paraformaldehyd v 1 x PBS, pH 7,3 - 7,4

e 2/3 PBS: 2 dily PBS, 1 dil destilované H,O

e 3,8% formaldehyd v 2/3 PBS, pH 7,3

e 4% formaldehyd + 5% kyselina octova + 0,6% NaCl

e 10 mM Tris-HCI, pH 7,5

e 15mM NH,Clv 2/3 PBS

e BFM (bromfenolova modf): 50% glycerol; 0,13 M EDTA-NaOH; 0,12%
BFM

e Etidiumbromid: 1 mg/1 ml H,O
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e Krystalova violet: 2 mg/1 ml H,O

e Kirytalviolet pufr: 30% glycerol; 20 mM EDTA; 100 pg/ml krystalové

violeti

e Mowiol/DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol): 6 g glycerolu; 2,4 g Mowiol
4.88 (Sigma); 6 ml H,0O; 12 ml 0,2 M Tris-HCI; 0,5 ng/ml DAPI (Sigma)
e TNB: 0,1 M Tris-HCI; 0,15 M NaCl; 0,

(Boehringer), pH 7,5

4.1.4 Primery

Seznam pouzitych primera viz tabulka (Tab.1).

5% Blocking Reagent

Tab. 1: Seznam pouzitych primerti pro RT-PCR a in situ hybridizace (*).

Nézev genu Predni/ Zad“si ,p_r)i‘;‘," orientace |\, i ost produktu (bp)
Soxor TGGAGACCGATCTCAAGCC/ 000
TGGAGGGCCACAGTTTGTC
Soxo* GAGAACACCAGACCCCAAGA/ 1002
CTGTTGCTGCTGGTCACTGT
SAZL CAAGCTTTTGTGTTGCCAGA/ 14
AATGCCATGATCCCAAAGAG
w1 GTAGGTGGGACCCCAGGAG/ o8
CTAAAGGGCCAGCTGGAGT
1 AAGCTGGAAGAGGAACGTCA/ 1150
GAAGAGACGCTGTCCCAGAG
“cr TCTCCATTGCTTTGGGAATC/ o
TTTCAGCTCTCGGTTCCACT
. GAAGCTCCTCAACCAACAGC/
NCAM CAGGTGAAGATGGGGTGTCT 1319
. CATTCTGAGTTCTGGCGTGA/
VASA GTTTGTCGCTCCTCTTTTGC 1284
GTGCACCACCATCATCACTC/
PGD2S GATCAGTATGGGGCAGGATG 359
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Velikost produktu

Nazev genu Pfedni/zadni primer orientace 5'— 3’ (bp)
- TTGGATCCTTCCAACTTTGC/ 401
CTTTGCTGTTCAAGGCAACA
. GTGTGCAGGATGCAGTGTCT/ i
TTTCTGGTGCCGTTTAGTCC
oLl TGTGGTCAGTACGTGGCAAT/ ot
GAGCTTGGGCAGAAAGTGAG
Coris ATGCACCCAGATGGCACTAT/ .
TTCATGCAATGATGGCTCTC
Coris ACAGCAGGCAAGGTTACCAC/ 42
CGGATCTGGAAAATTCTGTGA
AGCGTTTTGGATTTTCATGG/
FGF16 ATCTCTTGGGGAGCCATCTT 489
GGTGCTGCATCTTTCCACTT/
TGFBL TCCAGGACATCAGGAACACA 1026
GCAGCACCCTAGACATGGAT/
TGFB2 GGATGGTCAAGGAGTCCAGA 1010
GCACGCAGTTCAGAACCATA/
ANGPTI CATTGTTGTTGCACGTAGGG 1123
GGCCCAGTAAGAAGTTGCAG/
ANGPT2 AGTGGGCCCTTTCCAGTAGT 1217
GAAGGAGATCAGTGGCAAGC/
ANGPTL4 TCCTCCTGAAAGGTGTTTGG 1006
A TAACATGGCTTCTGCTGGTG/ 1001
GCCATGGCAGTAGTGGAACT
TGTGCCCAGTTCTCAGAGTG/
INHBA AGCCACATTCCTCCACAATC 1091
vPL TGAAGCACTGTGTGGAGGAG/ 1oL
TGGTGGGACTCCAGGTCTAC
GGATCCACTCTCTGCTCCTG/
BMP2 CGTTCTCGTCCAGGTAGAGC 1128
P TCGGAGAACTGCTGAAGGAT/ 1122
ACTTTGGCATTGGAAACTGG
P CTTGCCATTGAGGTTGTTCA/ o1
TTCCACCACCATCTCCTGAT
P AAGCGAGAGATGCAAAAGGA/ 1108
ACTGAGATGGCGTTGAGCTT
CCGACTTCACCTTGGACAAT/
BMP7 CTGTACGATGGCATGATTGG 1046
GE.B TCTTCACCATCACCATGGAA/ .
AGGTTCGACCTTTCCTGCTT
- CCCATGAAAGAAGCCAGTGT/ .
TTCCCCTTTTAATGGTCAGTG
TTCCAGAGCCAAAACACAGA/
NTF4/5 CCTGTCCGACTCAACAAGGT 641
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Nazev genu

Pi'edni/zadni primer orientace 5°— 3’

Velikost produktu

(bp)

o TGGATTTGCAATTGACTGGA/ e
TCTCCATGATTGATGGCTTC
GACATCAGCCAAGCTGTCAA/
NELL2 CCTTCCCGTAGCACATTCAT 1081
GDNE ATGAAGTTATGGGCTATTCTGGC/ 684
TCAAATACATCCACATTTCTTAGCG
ARTN CTTCAGAAGGGCACATCCAT/ i
CCAGTTGTTGTTGACATCCAG
CCCAAGCAGCAAAGAACAA/
MIDKINE TCTTGCCTTTGGATTTGGAC 354
AAGCGTCTGCTGCTACCTGT/
PDGFA CACGTGCATTCCAGATGTTC 519
AGAGGGAGCTGTCACTTCCA/
PDGFB AGGGACAGGTTCACACTTGC 442
CAGTGCCAAGCAAGCAAATA/
PDGFC TTTTCATCCCACTCCTTTGC 627
TGCTCCTCTTCGCTCTCTTC/
CTGF GCCATGTCCCCATACATCTT 1003
GGAGTTGGAATGGTTCTGGA/
CYR61 TGCATGTGGGCAGTTGTAGT 948
DGF TGCTAGGGTTGACGAAGTCC/ a1
TCCAGAGTCCTCTGCAGGTT
CGGGATTACAAAGCAGGAGA/
HDGF 2 CCGAGACAGCTTGGATGATT 462
AAGCGCAAATGCAAGAAGAT/
TGas123h04.1 | 106 CTTCTCCAACTAGGAA 1072
GCAGGAGTGCGAGTACCAGT/
WNTSa ACACCTCCTCCCTTTGTGTG 803
- CACAGAAGTAGCAGCGTGGA/ o1
ACGTACAATGGCAGGGACTC
L TGTGCAACTGCTGATTCTCC/ a1
CATTGACTGCTTGGTGGATG
RN TATGCACTGCTGTCCCCATA/ 129
CCCCAGTTTGGGATACACAT
GGGCAGACTGCACTAAGGAC
PENK(OGF) | 1CCATCCTCCTCTGAAGGAA 659
RGL TTGGCATCATGTGTGTTGTG/ os
TCGGAGCTTGTGTCAGTGTC
nGL TGTGCTGCCTTTCAGTTTTG/ o1
GTTGGCATTTACGCAAGGTT
GTGGCTTCAAACAGTGCTCA/
DNER GACATGGGTTGCTGTCACAC 1038
. CCAGGAAACAGCAAGTGGAT/
CRUMBS-like2 | +ccAGCACAAGCATTCGTAG 929
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4.1.5 Pristroje

e CO,; inkubator Sanyo MCP-18AIC (UV) (Sanyo electric)

e Centrifuga Hettich Universal 32 R (Hettich Zentrifugen)

e Centrifuga MiniSpin Plus (Eppendorf)

e Centrifuga Multi-spin MSC-3000 (Biosan)

e Fluorescen¢ni mikroskop Olympus BX40F (Olympus Optical)

e Inverzni mikroskop Olympus IX 71 (Olympus Optical)

e Inverzni mikroskop Wilovert® (WILL Wetzlar)

e Flow box EM Box 120 (Schoeller Instruments)

e Elektroforeticky zdroj Consort E122 (Consort)

e Elektroforeticky zdroj Power station 300 (Labnet Internacional)

e Vortex Ika Works, Minishaker MS1, (Ika Works)

e Vodni lazen Techne FTE 10DE (Techne)

e Termocyklér Techne FTGRAD FD (Techne)

e Ttepacka Eppendorf Thermomixer comfort (Eppendorf)

e Vyhtivany blok Eppendorf TermoStat Plus (Eppendorf)

e Spektrofotometr Shimadzu UV-1601 (Shimadzu Corporation)

e UV Transiluminator TS-20E, 254 nm (UVP)

e CCD (Charge Coupled Device) cernobila kamera SPT-M320CE (Sony
Corporation)

e Programy pro zpracovani a analyzu obrazu DIPS a ACC (SOFO)
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4.2 METODY

4.2.1 Kultivace bunééné kultury in vitro.

4.2.1.1 Podminky kultivace bunécné kultury

Buiiky jsou kultivovany v médiu, které se sklada z Cerstvé piipraveného
kultivacniho média (viz bod 4.1.2.1) smichaného v poméru 1:1 s filtrovanym
kondicionovanym médiem (médium z jiz kultivovanych bungk). Kultivace
probihala pfi teploté¢ 28°C a 6% koncentraci CO,. V zavislosti na hustoté

bun¢k byla kultura pasdzovéna dle potteby standardnim postupem.

4.2.1.2 Testovani zarode¢nych kmenovych bunék

Pfitomnost  zarodecnych  kmenovych bun¢k byla testovana
histochemicky reakci alkalické fosfatazy. Ta byla detekovdna pomoci Fast
Red TR/Napthol AS-MX Alkaline Phosphatase Substrate Tabletes Set (F4648,
Sigma). Bunky byly fixovany v 4% roztoku formaldehydu po dobu 2 hodin,

substrat byl pfipraven dle instrukci vyrobce.

4.2.2 Ruastova krivka

Bunky byly kultivovany ve stejné hustoté na kultivanich deskach
TPP® 24 dulkt. Desky byly inkubovany v termostatu 24 hodin, aby bylo
buiitkdm umoznéno adorovat a poté byly v intervalu 12 hodin fixovany. Kazda
deska obsahovala 6 dalkd snormélnim kultivaénim médiem a 6 dulka
s kondicionovanym kultivaénim médiem. Jako vychozi bod ristové kiivky
byla brana deska 0, ktera byla fixovana 24 hodin po nasazeni bunck, aby bylo

ziejmé, kolik bunék skutecné adherovalo.
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Postup fixace:

Desky byly nejprve promyty 3 x 2 minuty v 2/3 PBS, poté fixovany
45 minut v 3,8% roztoku formaldehydu v 2/3 PBS pH 7,3 pfi teploté 28°C.
Poté byly desky promyty v 1x PBS 3 x 3 minuty, 5 minut inkubovany v 15
mM NH,4CI, promyty 3 x 2 minuty v 1x PBS a nasledné barveny 15 minut
roztokem DAPI v 1x PBS v koncentraci 1pg/1ml. Poté byly desky oplachnuty
v 1x PBS, ktery byl nasledné ptidan do kazdého dilku a takto byly desky

skladovany v lednici pii 4°C ve tmé.

Desky byly vyhodnoceny laserovou skenovaci cytometrii na pfistroji
LSC iCys, ktery k excitaci fluorescence vyuziva laserové zdroje (argon laser —
488 nm, helium-argon laser — 633 nm, violet diodelaser — 405 nm) v Centru
pro cytometrii AV CR. Pocéet bungk byl uréen na zékladé fluorescence
obarvenych jader, snimani a analyza dat byla provedena pomoci softwaru

Scan data WinCyte.

4.2.3 Indukce diferenciace pre-Sertoliho bunék
Prostaglandinem D2 a jejich vizualizace

4.2.3.1 Indukce diferenciace pre-Sertoliho bun¢k Prostaglandinem D2

Pfi indukci diferenciace bun¢k Prostaglandinem D2 (PGD2), byl do
média ptidavan Prostaglandin D2 approx. 95% (Sigma) v koncentraci 0,5 ul
na 1 ml média. Bunky byly s PGD2 kultivovany 4 dny, po odstranéni média
byly bunky oplachnuty v2/3 PBS pro TK a dale kultivovany

v kondicionovaném médiu ¢i pouzity k izolaci RNA ¢i in situ hybridizaci.
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4.2.3.2 Vizualizace bunék pted a po indukci diferenciace

Vizualizace neovlivnénych bunék a bunék ovlivnénych plsobenim
PGD2 byla provedena barvenim aktinového cytoskeletu pomoci phalloidinu

konjugovaného s fluorescein isothiokyanatem (phalloidin-FITC).

Buniky byly pro tento ucel kultivovany na krycich sklech standardnim
zpusobem (kultivace neovlivnénych bun¢k popsdna v bod¢ 4.2.1.1, kultivace
bunék, u nichz byla indukovana diferenciace popsana v bodé¢ 4.2.3.1) a

fixovany nasledujicim zplisobem:

Po odstranéni média byly bunky narostlé na krycich sklech
3X oplachnuty 2/3 PBS a fixovany 30 minut roztokem 3,8% formaldehydu
v2/3PBS pH 7,3, oba roztoky byly temperovany na teplotu 28°C.
Nasledovalo promyti 3 x 5 minut v 1Xx PBS, inkubace 5 minut v roztoku
15 mM NH4CI a opét promyti v 1x PBS po dobu 3 x 1 minuty. Poté byly
bunky permeabilizovany v roztoku 0,5% Triton v 2/3 PBS po dobu 2 minut a
znovu promyty 3 x 5 minut v 1x PBS. Poté byla skla inkubovana 1 hodinu
v roztoku phalloidinu-FITC, ktery byl fedén 1:100 v H,0 (vysledna
koncentrace 12,5 ng/ul), oplachnuta opét 3 x 5 minut v 1x PBS, oplachnuta
vodou a promyta 3 minuty v H,O. Skla byla usu$ena na vzduchu a montovana

do Mowiol/DAPI. Nasledovalo pozorovani pod fluorescen¢nim mikroskopem.
Obrazky byly snimadny CCD cernobilou kamerou. Pro zpracovani a

analyzu obrazu vcetné pfifazeni pseudobarev byl pouzit software DIPS a

ACC.
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4.2.4 Charakterizace bunék zhodnocenim exprese vybranych
markeru.

4.2.4.1 Microarray analyza

4.2.4.1.1 1zolace RNA

RNA byla izolovdna 1) z neovlivnénych buné¢k, 2) bunék po indukci
diferenciace PGD?2 a 3) varlat pomoci RNeasy® Mini Kit (74104, Qiagen) dle
instrukci vyrobce. Koncentrace byla stanovena spektrofotometricky pii vinove

délce 260 nm.

4.2.4.1.2 Vlastni microarray analyza

RNA z neovlivnénych a ovlivnénych bunék a varlat byly odeslany ke
zpracovani firm¢é NimbleGen. Syntéza sond byla provedena maskless array

technologii.

4.2.4.2 RT-PCR

4.2.4.2.1 Navrh primerii pro PCR amplifikaci vybranych genii

Sekvence vybranych genti byla vyhleddna v genomové databazi
Ensembl (http://www.ensembl.org/Xenopus_tropicalis/index.html). Pro navrh
primerd byly pouzity DNA sekvence komplementarni k molekulam mRNA
(messenger RNA). Primery byly navrzeny v programu Primer 3
(http://frodo.wi.mit.edu/) tak, aby amplifikovany usek m¢l v idedlnim ptipadé
velikost ptiblizné¢ 1000 bp a teplota nasedani primerti byla 60°C. Nasledné
byla provedena kontrola primerti v programu FastPCR Kk vylouceni tvorby
dimert.
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4.2.4.2.2 1zolace RNA

RNA byla izolovana 1) z neovlivnénych buné€k, 2) bunék po indukci
diferenciace plsobenim PGD2 4 dny, 3) bun€k po indukci diferenciace
pusobenim PGD2 4 dny a dalSich 11 dna kultivovanych v kondicionovaném
meédiu bez pritomnosti PGD2 a 4) varlat. 1zolace byla provedena stejné jako

vV bod¢ 4.2.4.1.1.

4.2.4.2.3 Syntéza prvniho vlakna cDNA (First Strand)

Syntéza byla provedena pomoci RevertAid H minus First strand cDNA
Sythesis Kit (K1632, Fermentas) dle instrukei vyrobce. Jako primer byl pouzit
oligo(dT)ys, templatem byla RNA zneovlivnénych a ovlivnénych bunck a
varlat (1 — 4), jak je popsano v bod¢ 4.2.4.2.2. Pro kazdou reakci bylo pouzito
vzdy 700 ng ptisluSné RNA. Aby bylo zabranéno degradaci RNA ve vodném
roztoku, byl do reakéni smési navic v prvnim kroku pridavan 0,5 ul RiboLock
Rnase Inhibitor 40 u/ul (EO0381, Fermentas), kterym byl nahrazen

odpovidajici objem vody.

4.2.4.2.4 RT amplifikace DNA podle (ss)cDNA

Jednovlaknova ¢cDNA, ktera byla produktem piedchozi reakce, byla
pouzita jako templat pi1 amplifikaci specifickych seki DNA metodou RT-
PCR (Reverse Transcriptase PCR).

Slozky reak¢éni smési:

e 35 ul H,0O

e 5 ul 10x Taq pufru s KCI (Fermentas)

e 3 ul 25 mM MgCl, (Fermentas)

e 2 ul 25 uM ptedniho primeru (F) (Invitrogen)
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ul 25 uM zadniho primeru (R) (Invitrogen)
ul 10 mM dNTP Mix (R0192, Fermentas)
ul templatu (ss cDNA)

°
N e L

ul Taq DNA polymerazy LC (recombinant) 1 U/ul
(EP0403,Fermentas)

Reak¢éni smés byla promichana, kratce centrifugovana a poté
pfevrstvena  parafinovym olejem. Amplifikacni reakce probihala

v termocykléru podle nasledujiciho teplotniho schématu:

Krok Teplota Cas Pocet cykli
Denaturace 94°C 1 min
Nasedani primerta 60°C 2 min 35
Syntéza 72°C 2 min
ZavéreCna syntéza | 72°C 10 min 1

4.2.4.2.5 Elektroforéza na agarozovém gelu

Produkty PCR amplifikace byly separovany na 1,5% agar6zovych
gelech s etidiumbromidem v koncentraci 1 pg/1 ml gelu. Vzorky byly vzdy
pfipravovany z 10 ul PCR amplifikdtu a 2 pl BFM. Jako velikostni DNA
marker byl pouZivan Gene Ruler DNA Ladder mix (Fermentas). Elektroforéza
probihala v. TBE v rozmezi napéti 70 — 130 V v zdvislosti na velikosti
pouzitého gelu. Vzorky byly analyzovany na UV transiluminatoru pii vlnové
délce 254 nm a snimany CCD c¢ernobilou kamerou. Obrazky byly upravovany

v programech DIPS a Corel Photopaint.
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4.2.4.3 In situ hybridizace na mRNA bunék kultivovanych in vitro

4.2.4.3.1 Kultivace bunék na podloZnich sklech

Bunky pouzité pro in situ hybridizace byly kultivovany standardnim
zptusobem. Pokud byly bunky ovliviiovany PGD2, byl pouzit postup, ktery je
popsan v bod¢ 4.2.3.1. Pouzita skla byla odmasténa ve smési saponatu a HCI,
oplachnuta vodovodni vodou a nasledné¢ H,O pro tkanové kultury (TK H,0),
ponoiena do metanolu a opalena v plameni kahanu. Poté byla skla povatena

v TK H,0 a pouzita pro kultivaci bun€k v Petriho miskach.

4.2.4.3.2 Priprava znacené sondy pro fluorescencni in situ hybridizaci

4.2.4.3.2.1 PriPRAVA (SS)CDNA, RT-PCR AMPLIFIKACE

Pro pfipravu sondy byla pouzZita stejnd cDNA jako pro PCR
amplifikaci. Postup jeji ptipravy je popsan v bod¢ 4.2.4.2.3. Nasledna RT-
PCR amplifikace byla provedena stejnym zpisobem, jak je popsano v bodé
4.2.4.2.4, jedinou odchylkou bylo uziti jiné koncentrace enzymu, a to Taq

DNA polymerazy 5 U/ul (Fermentas).

4.2.4.3.2.2 ELEKTROFOREZA NA AGAROZOVEM IZOLACNIM GELU

PCR produkt byl separovan na 1,5% izola¢nim gelu s pfidanym
roztokem krystalové violeti v koncentraci 1,6 pg/1 ml gelu. Ke vzorku byla

piidana 1/6 krystalvioletového pufru.
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4.2.4.3.2.3 1Z0LACE PCR AMPLIFIKATU PRO KLONOVANI

Fragmenty odpovidajici velikosti byly skalpelem vyfiznuty z gelu a
izolace DNA byla provedena pomoci QIAquick® Gel Extraction Kit (Cat. No.
74104, Quiagen) dle instrukci vyrobce. Izolovand DNA byla eluovana do
50 pl injekéni H,0.

4.2.4.3.2.4PRIPRAVA A AMPLIFIKACE DNA KONSTRUKTU

Precistény PCR produkt byl vloZen do plazmidového vektoru pCR-XL-
TOPO® a amplifikovan v chemokompetentnich bakteriich E. coli kmene TOP
10 (Invitrogen), za pouziti TOPO® XL PCR Cloning Kit (45-0008,
Invitrogen). Postup dle instrukci vyrobce. Transfekované bakterie byly vysety
na agarové plotny s kanamycinovym antibiotikem (1 upl/ml agaru) a
inkubovany pfes noc v termostatu pii 37°C. Vybrané kolonie byly
precarkovany opét na agarové plotny s kanamycinovym antibiotikem a taktéz

kultivovany v termostatu pii 37°C pfes noc.

4.2.4.3.2.5 1zoLACE pLAZMIDOVE DNA

Izolace plazmidové DNA z bakterialnich klontli byla provedena pomoci
NucleoSpin® Plasmid kitu (740588.250, Macherey-Nagel) dle instrukci
vyrobce. Plazmidova DNA byla eluovana do 50 pl injekéni H,O.

4.2.4.3.2.6 KONTROLA PRITOMNOSTI INZERTU RESTRIKCNIM STEPENIM

Pfitomnost inzertu v ziskanych plazmidech byla ovéfena pomoci
restrikéniho Stépeni restrikéni endonukledzou FastDigestTM EcoRI (FD 0274,
Fermentas). Postup byl nasledujici: reakéni smés tvorena 2 ul vzorku spolu s 2

ul FastDigest™ pufru, 1 pul FastDigest™ EcoRI a 15 pl vody byla inkubovana
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pi1 37°C po dobu 10 minut. Poté byla k vzorkiim ptfidana 1/5 BFM a velikost
vysStépenych fragmentli byla ovéfena na 1,5% agar6zovem gelu

s etidiumbromidem.

4.2.4.3.2.7 RE-PCR — AMPLIFIKACE INZERTU

Plazmidy klonu s nepoSkozenym inzertem byly pouzity jako templat
PCR amplifikace.
Slozeni reakéni smési (s vyjimkou templatu) a teplotni schéma reakce

byly totozné s témi, co jsou popsany v bodé 4.2.4.2 4.

4.2.4.3.2.8 KONTROLA A I1IZOLACE AMPLIFIKOVANE CDNA PRO PRIPRAVU SONDY

Velikost amplifikovaného fragmentu byla ovétena elektroforézou na
1,5% agar6zovém gelu s etidiumbromidem. Izola¢ni elektroforéza byla
provedena stejné jako v bod¢ 4.2.4.3.2.2. Vyfiznuté fragmenty byly izolovany
pomoci QIAquick® Gel Extraction Kit (74104, Quiagen) dle instrukci
vyrobce. Fragmenty byly eluovany do 30 ul injek¢ni H,O a byla stanovena

jejich koncentrace.

4.2.4.3.2.9 PRIPRAVA SONDY ZNACENE DIGOXIGENINEM

K oznageni pie¢isténé cDNA byl pouzit DecaLabell™ DNA Labeling
Kit (K0622, Fermentas), ktery vyuzivd metodu znaceni pomoci ndhodnych
primerd. Postup ptipravy sondy byl nasledujici:

Reakéni smés tvofena 10 pl nédhodného (random) primeru v 5x
reakénim pufru, 1 pg cDNA a doplnénd vodou do 42 pl byla promichéna a
inkubovana 10 minut ve vrouci vodni 1azni. Nésledné byla ochlazena v ledové
tiisti a kratce centrifugovana. Poté bylo pfidano 5 pl Non radioactive Labeling

mix, 1,75 ul Dig-11-dUTP nukleotidu (Roche) a 1 ul Klenowova fragmentu

56



exo minus 5 U/ul. Smés byla opét promichana a centrifugovana a nasledné
inkubovéna pii 30°C po dobu 20 hodin v termocykléru.

Reakce byla nasledujici den pfidanim 1 pul 500 mM EDTA. ZnaCena
sonda byla pre¢isténa pomoci Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kitu (D4002,
Exbio) dle instrukci vyrobce. Navic byl pfidan 1 objem isopropanolu. Sonda

byla eluovana do 6 ul H,O.

4.2.4.3.3 Priprava preparatii, fixace a permeabilizace

Podlozni skla s adherovanymi buiikami byla po odliti média promyta 3x
5 minut v roztoku 2/3 PBS, ktery byl temperovan na 28°C. Promyvani
preparatll probihalo za stalého tfepani v cca 100 ml promyvacich roztoka ve
velké Petriho misce. Po odstranéni zbytku kultivaéniho média byly preparaty
fixovany v roztoku 4% formaldehydu, 5% kyseliny octové a 0,6% NaCl po
dobu 30 minut v kyveté o objemu 50 ml pfi pokojové teploté (RT). Poté
nasledovalo promyti v 1x PBS po dobu 3 x 5 minut. Preparaty byly dale
dehydratovany ve stoupajici fadé¢ etanolu vzdy po dobu 3 minut za tfepani
v 50 ml kyveté. Redici fada etanolu byla 70%, 90% a 100%. Dehydratované
preparaty byly inkubovany v 100% xylenu po dobu jedné minuty a poté opét
rehydratovany obracenou fedici fadou etanolu. Nasledovalo promyti preparatt
v 1x PBS po dobu 5 minut a jejich osetfeni pepsinem (Sigma-Aldrich). Roztok
pepsinu byl pfipraven bezprostiedné pied pouzitim a vytemperovan na 37°C
ve vodni l4zni. Vyslednd koncentrace pepsinu byla 50 pg/1 ml pfedehiatého
roztoku 0,01 M HCI; 3 mM KAc, pH 4,6. Preparaty byly do roztoku vkladany
po 10 sekundovych intervalech, inkubovany 5 minut a ve stejnych intervalech
po inkubaci opét z roztoku vyjimany. Plsobeni pepsinu bylo zastaveno v 80
ml kyveté s Ix PBS. Poté byly preparity opét promyty 5 minut v PBS a
postfixovany v roztoku 2% paraformaldehydu v 1x PBS, pH 7,3 po dobu 30
minut pii RT. Postfixované preparaty byly promyty 3 x 5 minut v 1x PBS a

poté inkubovany 30 minut v roztoku 1% peroxidu vodiku v 1x PBS v 50 ml
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kyveté¢ za tucelem inaktivace endogennich peroxiddz. Nasledovalo opét
promyti 3 x 5 minut v1x PBS. Preparaty byly poté oplachnuty vodou a
dehydratovany ve stoupajici fadé metanolu za tfepani v 50 ml kyveté. Redici

fada metanolu byla 70%, 90% a 100%. Preparaty byly usuSeny na vzduchu.

4.2.4.3.4 In situ hybridizace

Hybridiza¢ni smés byla ptipravena nasledovné:

. 25,0 ul deionizované¢ho formamidu (Sigma)
. 6,25 ul dextran sulfatu (40%)

o 50 wl NaH,PO, (250 mM)

o 50 ul 20x SSC

. 1,2 ul salmon sperm DNA (10,4 ug/ul)

o 1,0 ul EDTA (500 mM)

° 2,0 ul sondy

o 4,55 ul H,O

Celkovy objem hybridiza¢ni smési €inil 50 pl.
Na kazdy preparat bylo aplikovano 50 pl hybridizacni smési a sklo bylo
prekryto krycim sklem o rozmérech 24 x 50 mm. Nasledovala denaturace pii
70°C po dobu 5 minut v termocykléru Techne a inkubace ve vlhké komurce

s 30 ml 50% formamidu v termostatu pii teploté 37°C pies noc.

4.2.4.3.5 Myti prepardti

Po 12 — 16 hodinach hybridizace byly preparaty vyjmuty z vlhké
komirky a vlozeny do kyvety s 45 ml 50% farmamidu p.a. ve 2x SSC, pH 7,0,
za ucelem odmyti nespecificky navazané sondy. V tomto promyvacim roztoku
byly inkubovany po dobu 5 minut pii 42°C, po kazdé minuté byly promyty
nahoru a doli v kyveté. Tento postup byl opakovan jest¢ dvakrat s novym

58



mycim roztokem. Myci roztoky byly pfedem vytemperovany v kyvetach na
teplotu promyvani. Poté byly preparaty promyty 3 x 5 minut v2x SSCa 1l x5

minut v 1x TNT oboji v Petriho misce.

4.2.4.3.6 Imunofluorescencni detekce

Na preparaty byl aplikovan 1 ml TNB pufru a nasledovala inkubace ve
vlhké komurce po dobu 30 minut. Po sliti TNB pufru byl na preparaty
aplikovan 1 ml protilatky proti digoxigeninu konjugované s peroxiddzou
(Anti-digoxigenin-POD Fab fragmenty, Roche) fedéné 1000x v TNB pufru a
centrifugované 5 min pii 14 000 ot./min. Preparaty byly inkubovany po dobu
60 minut pfi RT. Po sliti protilatky byla skla oplachnuta 1x TNT pufrem a
promyta v Petriho misce 3 X 5 min v 1x TNT pi#i RT.

Pro amplifikaci signalu byl pouzit TSA—Plus Tetramethylrhodamine
System (NEL742, PerkinElmer LAS). Postup byl nasledujici: Na preparaty
bylo aplikovano ¢ 100 ul TSA s tetrametylrhodaminem 1:50 (0,33 pl 0,3%
H,O, v 1x Plus Amplification Diluent; 2 pl tyramidu; 98 ul 1x Plus
Amplification Diluent). Poté byly preparaty piekryty krycim sklem a
inkubovany po dobu 10 min ve tmé pfi RT. Od tohoto kroku bylo nezbytné
minimalizovat dobu, po kterou byly preparaty vystaveny piimému svétlu
béhem promyvani a dalsi manipulace. Nasledovalo oplachnuti preparata 3 x
Ix TNT a promyti v 1Ix TNT po dobu 3 x 5 minut. Poté byly preparaty
oplachnuty vodou a 3 minuty promyty ve vodé ve velké Petriho misce.
Preparaty byly usuSeny na vzduchu ve tm¢, zamontovany 50 ul Mowiol/DAPI

a skladovany pii 4°C ve tm¢.

4.2.4.3.7 Analyza a zpracovani obrazu

Preparaty byly pozorovany pod fluorescencnim mikroskopem. Obrazky
jader a FISH signali byly snimany CCD c¢ernobilou kamerou. Pro zpracovéani,

analyzu obrazu a k pfifazeni pseudobarev byl pouzit software DIPS a ACC.
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5. VYSLEDKY

5.1 IDENTIFIKACE BUNECNYCH TYPU PRITOMNYCH
V SMISENE BUNECNE KULTURE

Dominantni bunéény typ vykazuje morfologické charakteristiky pre-
Sertoliho bunék. Pre-Sertoliho buniky byly identifikovany na zakladé exprese
genu SOXO9, ktery je charakteristickym markerem Sertoliho bun¢k.

Obr.6: Pre-Sertoliho buiiky, které tvoii dominantni bunéény typ smisené bunécné
kultury. Zvétseni 100x.
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5.1.1 Dukaz pritomnosti kolonii zarode¢nych kmenovych bunék
pozitivni reakci na alkalickou fosfatazu

Pti dlouhodobé kultivaci bez pasdzovani se v bunécné kultufe objevuji
kolonie malych bun¢k, které se morfologicky li§i od dominantniho bunééného
typu. Predpoklad, Ze se jedna o zarode¢né kmenové builkky byl testovan
histochemicky detekci ptfitomnosti alkalické fosfatdzy. Pritomnost alkalické
fosfatazy je jednim ze znakt zarodeénych kmenovych bun¢k (Hannel et al.,
1990, McGregor et al., 1995). Na zaklad¢ pozitivni reakce alkalické fosfatazy

jsou tyto kolonie bun€k povazovany za zarodecné kmenové buiky.

Obr.7: Ptitomnost alkalické fosfatazy v kolonii zarode¢nych kmenovych bunék.

A — pre-Sertoliho buiky s kolonii zarodeénych kmenovych bunék, B — dikaz
ptitomnosti alkalické fosfatazy v kolonii zarodeénych kmenovych bunék. ZvétSeni
100x.
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5.2 PRUKAZ VLIVU KONDICIONOVANEHO MEDIA NA RUST
BUNECNE KULTURY

Pii kultivaci bunééné kultury bylo pozorovano, ze v pritomnosti
kondicionovaného média dochézi k rychlejsi proliferaci bunck. K potvrzeni
tohoto pozorovani a kvantifikaci vlivu kondicionovaného média byla
vytvofena rastova kiivka. Hodnoceny byly bunky kultivované v normalnim
kultivanim médiu a bunky kultivované v kondicionovaném kultivaénim
médiu. Poet bunék byl stanoven na zdkladé€ fluorescence jader obarvenych
fluorescencnim interkalacnim barvivem DAPI, které specificky znaci DNA,
metodou laserové skenovaci cytometrie. Vysledky prokazuji  vliv
kondicionovaného média na zrychleni ristu bunécné kultury. Tento efekt se

zvySuje umérné s dobou kultivace bun¢k (Graf 1).

Rust bunécné kultury X. tropicalis
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B Normalnimedium — ®Kondicionovane medium

Graf 1: Proliferace buné¢né kultury po 36 a 96 hod.
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5.3 INDUKCE DIFERENCIACE PRE-SERTOLIHO BUNEK
PROSTAGLANDINEM D2, JEJICH VIZUALIZACE A DUKAZ
PRITOMNOSTI KOLONIi ZARODECNYCH KMENOVYCH BUNEK

5.3.1 Indukce diferenciace pre-Sertoliho bunék
prostaglandinem D2

Voditkem pro urceni dominantniho bunééného typu smésné bunécné
kultury byla exprese genu SOX9, ktery je zdkladnim genem diferenciace
varlat u obratlovcl. Tento gen je exprimovan Sertoliho buiikami. K ovéfeni
ptedpokladu, Ze dominantnim bunéénym typem jsou pre-Sertoliho bunky, byla
smésna bunécnd kultura ovlivnéna plsobenim PGD2, ktery je clenem
zpétnovazebné smycky vedouci k indukci exprese genu SOX9. Za timto
ucelem byly bunky kultivovany v ptfitomnosti PGD2 4 dny a poté pouzity
kizolaci RNA ¢i in situ hybridizaci, ¢i kultivovany dalSich 11 dni v
kondicionovaném médiu bez ptitomnosti PGD2. Takto ovlivnéné bunky byly
vyuzity v dalSich experimentech, kdy byl sledovan vliv pisobeni PGD2 na
genovou expresi a morfologii bunck, jejichz cilem byla charakterizace
bunécéné kultury. Bylo potvrzeno, Ze dominantnim bunéénym typem jsou pre-

Sertoliho burnky.

5.3.2 Vizualizace bunék pred a po indukci diferenciace

Pomoci barveni aktinového cytoskeletu phalloidin-FITC se podafilo
vizualizovat buiiky pfed indukci diferenciace i builkky ovlivnéné pisobenim
PGD2. Z dostupnych vysledkli neni mozné ur€it rozdil v jejich morfologii
(Obr.8).
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Obr.8: Barveni aktinového cytoskeletu pomoci Phalloidin-FITC.
A — neovlivnéna pre-Sertoliho burika, B — burika po indukci diferenciace
pusobenim PGD2 4 dny. ZvétSeni 400x.

5.4 CHARAKTERIZACE BUNEK POMOCI UROVNE GENOVE
EXPRESE VYBRANYCH MARKERU

5.4.1 Microarray analyza a RT-PCR

Vysledky microarray analyzy ukézaly, ze buiiky zkoumané bunécné
kultury exprimuji celou fadu geniti. U mnoha z nich se Uroven exprese lisi
nejen mezi buinkami a plné diferencovanym organem, ale 1 mezi
neovlivnénymi a ovlivnénymi buiikami navzajem. Pomoci programu Primer 3
se podafilo navrhnout primery pro exprimované geny, metodou
semikvantitativni RT-PCR amplifikovat specifick¢ tuseky téchto gend,
elektroforeticky separovat vzniklé DNA fragmenty a vzajemné tak relativné
porovnat expresi neovlivnénych a ovlivnénych bunck a varlat a tak ovéfit
vysledky microarray analyzy. Obrazky separovanych fragmentii byly snimany
CCD cernobilou kamerou a dale upraveny v programech DIPS a Corel

Photopaint. Piehled hodnocenych geni viz tabulka.
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Tab.2 : Exprese vybranych gent.

Genova exprese - data z Cipu RT-PCR
Nazey buiiky Kultivované
. utiky kultivov
buiiky s PGD2 varlata 1 2 3 4
SOX2 72.2068 123.1883 316.1577
SOX9 41.0269 149.5943 334.7956 | [ N A
1593.7987 1466.4182 5594.2896
255.2843 371.2040 185.0467
324.8775 467.2387 217.9078
DAZL 197.7695 57.7200 12946.0889 .
WT1 648.4794 1961.2041 5005053 | Mt I
968.2848 2705.6874 777.7351
475.1622 1724.3312 187.9743
SF1 15130.9071 8979.0340 989.5462 “
SCF 77.0694 93.4597 110.5440 | | A A S .
NCAM 2619.6108 6032.3174 2159123 | it D
6844.3174 13501.7208 99.7149
26860.2408 34988.6108 2656.314
2533.3508 6018.4974 4425651
13620.3501 11274.6670 1408 5746
VASA 188.2462 78.8627 7114.0208 B ]
PGD2S 741.3673 255.7405 189.9749 ‘
25383.7987 28609.9474 49020.0174
FGF7 10745202 424.9798 626560 | (NN
FGF9 120.0704 157.6218 116.9671 | M W ) S
FGF11 108.1697 129.3997 1815.2220 | e A 0 R
FGF12 114.9536 90.8471 7624501 | -—_—
FGF13 382.6141 253.7750 4718170 |
FGF16 421.6005 501.1266 275.4035 | (N (R A
TGFB1 2956.0709 2114.6390 342.2405 | [
TGFB2 9005.0541 11040.6125 429.6814 ‘
14293.6141 28823.2774 2220.6474
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Genova exprese - data z ¢ipu

RT-PCR

Nazev - buiiky kultivované s
buriky PGD2 varlata 1 2 3 4
ANGPT1 5398.8324 4507.5129 82.6364 ...-
ANGPT2 1174.0380 204.5017 203004 | [N .
ANGPTL4 | 30318.7091 32335.9457 293.6911 w
INHA 94.1744 1225281 23945930 ~~ -.
92.2751 88.0431 1748.0541
INHBA 838.2710 1058.9628 407.2447 '~.-.
437.4736 1387.2808 515.8214
BMP1 18628.1519 125109212 | 3608.0741 | (NGNS
BMP2 1899.7052 676.6233 237.6615 | (I S
BMP3 163.3916 118.8708 380.5500 | M A S
BMP4 2507.4842 918.6058 1372733 | (.
BMP6 4705.0701 1518.1894 291.5746 __
BMP7 2025.0069 1016.0384 568.7931 m—
NGF-B 128.0899 140.3348 950.6077 S .
BDNF 73.5531 139.0260 543.0459 | (_-G—— —
NTF4/5 176.7446 108.9884 774.4835 | M AR -.
EGF 84.6047 105.6798 94,6890 e —
NELL2 2211.5825 1119.0518 1156.8505 “
GDNF 100.9117 57.5669 219.1623 L —
ARTN 142.3123 240.0963 2724.0467 | WSS SRR
MIDKINE | 22321.7590 20855.0089 4828.6809 | (NCGGENGEGEGNG—
PDGFA 23402.7203 16930.9301 169.8096 m‘
PDGFB 1778.2497 1694.7608 12062405 | (NGNS
PDGFC 1402.3323 543.5565 3365915 | (AN A S
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Genova exprese - data z Cipu RT-PCR
Nazev - buiiky kultivované s
buriky PGD2 varlata 1 2 3 4
CTGF 12296.6967 5598.4321 55.1385
CYR61 6763.9671 2259.0224 374.4662
HDGF 26727.2512 20743.8702 6665.8761
HDGF 2 5059.2010 4201.3020 1775.7820
TGas123h04.1 1343.5897 884.5395 181.5281
WNT9a 924.9566 803.3148 636.2964
IGF2 10122.2272 14790.2093 7107.3580
LIF 5322.7689 3263.2242 291.9006
GRN 13570.7564 14096.7208 2083.3114
PENK (OGF) 1629.7922 1826.5852 1149.9125
NRG1 5922.7042 4357.2395 572.1305
JAGL 283.1637 594.6800 762.7329 | . S . .
DNER 697.3874 5689.2041 153.6817 L K -
CRUMBS-like 2|  177.2097 254.4914 1849.5569 | seem SN —‘

Tab.2 : Exprese vybranych genti. Data z ¢ipu odpovidaji RT-PCR 1, 2, 4, tj. neovlivnéné

buriky, bufiky ovlivnéné pasobenim PGD2 4 dny a varlata. RT-PCR 3 — bunky

ovlivnéné pisobenim PGD2 4 dny, dalSich 11 dni kultivovany bez jeho pfitomnosti.

Velikost amplifikovanych fragmentl ovéfena srovnanim s velikostnim markerem. Geny

fazeny podle pfislusnosti do rodin (neuvedeno).

Vysledky microarray analyzy dale ukézaly, ze u celé fady gent je

mozné pozorovat vyrazny rozdil v expresi mezi pre-Sertoliho bunkami a plné

diferencovanymi varlaty. Pfehled gend, u nichz exprese ve varlatech klesa vice

nez 100 nasobné, je uveden v tabulce.
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Oficialni symbol Nazev genu (anglicky) a zarazeni
Rustové faktory
CTGF X. tropicalis connective tissue growth factor
ANGPT2 angiopoietin 2
ANGPTL4 angiopoietin-like 4
PDGFA platelet-derived growth factor A
TGFB2 transforming growth factor, beta 2
LTBP3 latent transforming growth factor beta binding protein 3
LTBP1 latent transforming growth factor beta binding protein 1
PDGFRL platelet-derived growth factor receptor-like protein
Regula¢ni proteiny
ALDH1A3 aldehyde dehydrogenase 1A3 (Retinaldehyde dehydrogenase 3)
RAI1 retinoic acid induced 1
LRAT lecithin retinol acyltransferase
FOS X. tropicalis v-fos FBJ viral oncogene homolog
FOSL1 X. tropicalis LOC100038288, FOS-like antigen 1
PIM1 pim-1 oncogene
JUNB X. tropicalis jun B proto-oncogene
RHOJ ras homolog gene family, member J
MYC myc proto-oncogene
MYCT1 myc target 1
TAL1 t-cell acute lymphocytic leukemia-1 protein (Stem cell protein)
RSU1 ras suppressor protein 1
RASGRP2 RAS guanyl releasing protein 2 (calcium and DAG-regulated)
IQGAP1L ras GTPase-activating-like protein IQGAP1
ERRFI1 ERBB receptor feedback inhibitor 1
ERG v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene like
RGS4 X.tropicalis regulator of G-protein signaling 4
CRIP1 cysteine-rich protein 1 (CRIP), zinc finger protein family
NR4A1 X. tropicalis nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1
PTGER2 prostaglandin E receptor 2 (subtype EP2)
FAP fibroblast activation protein, alpha subunit
DIO3 X. tropicalis deiodinase, iodothyronine, type 3
PDE4B phosphodiesterase 4B, cAMP-specific isoform 2
TNIP2 A20-binding inhibitor of NF-kappaB activation 2 (TNIP2)
ZFP36 zinc finger protein 36, C3H type
EDG1 endothelial differentiation, sphingolipid G-protein-coupled receptor 1
AXUD1 AXIN1 up-regulated 1 (Wnt signalling pathway)
ANTXR1 tumor endothelial marker 8 isoform 1
RPS6KAL ribosomal protein S6 kinase (MAPK signalling pathway)
PEA15 X. laevis MGC131326, phosphoprotein enriched in astrocytes 15
CEBPB X. tropicalis CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta
CDKN1B X. tropicalis TTpA019b19, cyclin-dependent kinase inhibitor 1B
NDRG4 X. tropicalis ndrg4 protein
ADIPOR1 X. tropicalis adiponectin receptor 1
SCAF1 serine arginine-rich pre-mRNA splicing factor SR-Al
SMAD7 X.laevis Smad7, TGF beta inhibitor
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Oficialni symbol Nazev genu (anglicky) a zarazeni
Regulacni proteiny
PALLD palladin (Sarcoma antigen NY-SAR-77)
ROR?2 X. tropicalis receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 2
SDPR serum deprivation response protein; phosphatidylserine-binding protein
TFE3 transcription factor E3 (Tcfe3)
PLA2G4A cytosolic phospholipase A2, group IVA
CDC5L CDCS5 cell division cycle 5-like
LPP LIM domain containing preferred translocation partner in lipoma
TMISF2 transmembrane 9 superfamily member 2
B4AGALTS5 beta-1,4-galactosyltransferase 5
NR2F2 orphan nuclear hormone receptor COUP-TFII
POR nADPH--cytochrome P450 reductase
RBMS1 c-myc gene single strand binding protein 2
NAP1L1 nucleosome assembly protein 1-like 1 (NAP-1 related protein)
CCDC80 coiled-coil domain containing 80
PTPRK receptor-type protein-tyrosine phosphatase kappa
SGK1 serine/threonine-protein kinase , serum/glucocorticoid regulated kinase 1
TPP2 tripeptidyl-peptidase 11
ARHGEF6 pAK-interacting exchange factor beta2-PIX
NFIB Xenopus laevis nuclear factor I/B
GPR177 G protein-coupled receptor 177
CCDC6 coiled-coil domain containing protein 6 (H4 protein)
ECE1l endothelin-converting enzyme 1
JAK1 janus tyrosine kinase 1
HHEX homeobox protein PRH (Hematopoietically expressed homeobox, HEX)
P14K2B phosphatidylinositol 4-kinase type-11 beta
PTPRS protein tyrosine phosphatase, receptor type, S
RBMS1 RNA binding motif, single stranded interacting protein 1
SAMD4A sterile alpha motif domain containing 4 (smaug homolog)
TPP2 tripeptidyl peptidase Il
SLC12A6 solute carrier family 12 (potassium/chloride transporters), member 6
ANKRD17 ankyrin repeat domain protein 17
TMEM181 G protein-coupled receptor 178
GLUD1 glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial
CSDE1 cold shock domain containing E1
ARHGEF7 Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 7
AHNAK AHNAK nucleoprotein
APLP2 amyloid beta (A4) precursor-like protein 2
DAB2 disabled homolog 2,
NCOR2 nuclear receptor co-repressor 2
SH3PXD2B SH3 and PX domains 2B
ENG endoglin precursor
FLI1 X. tropicalis Friend leukemia virus integration 1
GCN1L1 GCNL1 general control of amino-acid synthesis 1-like 1
CTNNB1 X. tropicalis catenin (cadherin-associated protein), beta
HUWE1 HECT, UBA and WWE domain containing 1
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Oficialni symbol

Nazev genu (anglicky) a zarazeni

Regulacni proteiny

TRAF3IP2 TRAF3 interacting protein 2
Imunita a apoptoza
IL10RB X. laevis interleukin 10 receptor, beta
IL13RA2 interleukin 13 receptor alpha 2
BAT3 X. tropicalis HLA-B associated transcript 3
IRF1 X. tropicalis interferon regulatory factor 1
DRAM X. tropicalis damage-regulated autophagy modulator
TNFRSF9 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 9
TNFRSF12A tumor necrosis factor receptor superfamily, member 12A
TNFAIP2 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 2
CPAMDS C3 and PZP-like, alpha-2-macroglobulin domain containing 8
CFH X. tropicalis complement component factor H (cfh)
HTRA3 HtrA serine peptidase 3
BIRC6 baculoviral IAP repeat-containing 6 (apollon)
BCL2L10 BCL2-like 10 (apoptosis facilitator)
APCS serum amyloid P component
SERPINE1 plasminogen activator inhibitor-1
BCAP29 b-cell receptor-associated protein 29
Cytokineze
CXCL14 cytokine B14
NAV1 neuron navigator
SOCS3 X. tropicalis suppressor of cytokine signaling 3
CD99 CD99 molecule
PLXNA2 plexin A2
PLXNB2 plexin B2
OLFM3 noelin-3 precursor (Olfactomedin-3)
SLIT3 slit-3
LRRC15 leucine rich repeat containing 15
CXCL14 jun-suppressed chemokine
Cytoskele, membranovy skelet
SPTBN1 spectrin, beta, non-erythrocytic 1
SPTAN1 spectrin, alpha, non-erythrocytic 1 (alpha-fodrin)
DYSF dysferlin
VIM vimentin
ANXA1 annexin Al
ANXA3 X. tropicalis annexin A3
ASB2 ankyrin repeat and SOCS box-containing 2
FLNA filamin A, alpha (actin binding protein 280)
X. tropicalis myosin heavy chain (MGC75596)
MYH9 myosin, heavy chain 9, non-muscle
CDH5 cadherin 5, type 2
VCL vinculin isoform
MACF1 microtubule-actin crosslinking factor 1
PLS3 plastin 3
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Oficialni symbol Nazev genu (anglicky) a zaFazeni

Cytoskele, membranovy skelet

NES nestin

GYPC glycophorin C

COTL1 X. tropicalis coactosin-like 1

CGNL1 cingulin-like

HLA-A transmembrane protein 123

HOOK3 golgi-associated microtubule-binding protein HOOK3

CALD1 caldesmon 1

FLOT1 flotillin-1 (Reggie-2)

FMNL3 formin-like 3

FNBP1L X. tropicalis formin binding protein 1-like

TAGLN transgelin

CNN2 X. tropicalis calponin-2

CLTC clathrin heavy chain

SEPT10 septin 10

PDLIM7 X. tropicalis pdlim7 protein
Extracelularni matrix

LAMA2 laminin alpha-2 chain (Laminin M chain) (Merosin heavy chain)

LAMA4 laminin alpha-4 chain

LAMB1 laminin beta-1 chain

LAMB2 laminin beta 2 chain

ITGA2B integrin alpha 2b

ITGB3 integrin beta 3

DCN decorin

SOD3 superoxide dismutase 3, extracellular

LOX X. tropicalis lysyl oxidase

NRXN3 neurexin 3

MMP14 X. tropicalis matrix metallopeptidase 14

NCAM1 neural cell adhesion molecule 1

ADAMTS3 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 3

TIMP3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3
Ubiquitinilace

CCT8 X. tropicalis clone TTpA010m21, chaperonin containing TCP1, subunit 8

UBQLN4 X. tropicalis ubiquilin 4

THOC4 THO complex 4

CANX calnexin

UCHL5 ubiquitin C-terminal hydrolase UCH37

USP10 ubiquitin specific peptidase 10

USP7 ubiquitin specific peptidase 7
Metabolické proteiny

HK1 hexokinase 1

PGK1 phosphoglycerate kinase 1

ALDOA X. tropicalis aldolase A

HMOX1 heme oxygenase (decyclizing) 1

NARS asparaginyl-tRNA synthetase
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Oficialni symbol Nazev genu (anglicky) a zafazeni
Metabolické proteiny

SERINC1 serine incorporator 1
F3 coagulation factor I11
TFRC X. tropicalis transferrin receptor (p90, CD71)
PXDN X. tropicalis peroxidasin
ABAT 4-aminobutyrate aminotransferase, mitochondrial precursor
KCNAB3 X. tropicalis kcnab3, voltage-gated potassium (Kv) channel
TAGLN2 transgelin 2
SLC2A14 X. tropicalis glucose transporter 14
ENPP6 ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase
SLC38A2 X. tropicalis solute carrier family 38, member 2
STEAP2 six transmembrane epithelial antigen of the prostate 2
RPL9 X. tropicalis TNeu059k22, ribosomal protein L9
MTHFD2 methylene tetrahydrofolate dehydrogenase 2
TOP1 DNA topoisomerase |
HTRAS3 serine protease (Toll- associated serine protease)
SLC40A1 solute carrier family 40, member 1 (Ferroportin 1)
PITRM1 pitrilysin metallopeptidase 1
EPN2 X. tropicalis epsin
ATP8B4 ATPase class | type 8B member 4 (phospholipid-transporting ATPase IM)

Necharakterizované proteiny

protein LOC9747

protein LOC51313

X. tropicalis LOC496764

low similarity to urokinase receptor isoform 1

X. laevis MGC80468

similar to LIM and senescent cell antigen-like domains 1

TPR repeat-containing protein (LOC9652)

conserved protein, contains WD40 repeat and BROMO domains

dpy-19-like 3 (NP_997208)

LOC339541

conserved protein hCG1980844

coiled-coil domain containing 4

low similarity muscleblind-like (Drosophila) [Homo sapiens]

low similarity to ATPase

LOC339541

low similarity to cation transporter ATPase

Tab.3: Ptrehled gent jejichz exprese klesa vice nez 100x ve varlatech ve srovnani

S buikami kultury.
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5.4.2 Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH)

Metoda fluorescenéni in situ hybridizace byla pouzita k vizualizaci
mRNA molekul vybranych gent (SOX2, SOX9, NCAM, VASA).

Podaftilo se navrhnout specifické primery pro tyto geny, metodou RT-
PCR amplifikovat specifické useky téchto geni, vzniklou cDNA vlozit do
plazmidového vektoru, namnozené plazmidy z nékolika klonl izolovat, ovétit
kvalitu inzertu Stépenim restrikéni endonukleazou a vybrany klon pouZit pro
reamplifikaci. Plazmidy s nepoSkozenym inzertem byly templatem
reamplifikace a ziskand ¢cDNA byla pouzita pro ptipravu sond. Sondy byly
znaCeny nukleotidem digoxigenin-11-dUTP metodou znaceni pomoci

nahodnych primert.

Tyto sondy byly pouzity pro in situ hybridizaci na mRNA molekulach
spojenou s tyramidovou amplifikaci signalu (TSA). Signal byl vizualizovan
aplikaci protilatky proti digoxigeninu konjugované s kienovou peroxiddzou a
naslednou reakei peroxidazy S tyramidem konjugovanym

S tetrametylrhodaminem. Jadra bun¢k byla obarvena pomoci DAPI.

Preparaty byly pozorovany fluorescenénim mikroskopem a obrazky
jader a signald byly snimadny CCD cernobilou kamerou a dale upraveny
v programech DIPS a ACC. Vysledkem byla vizualizace mRNA molekul

vybranych genii.
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Obr.9: Vizualizace NCAM mRNA.
FISH-TSA. ZvétSeni 400x.

Obr.10: Vizualizace VASA mRNA. FISH-TSA. A — pre-Sertoliho buiika,
B — kolonie zarode¢nych kmenovych bunck. Zvétseni A 400x, B 200x.
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Obr.11: Vizualizace SOX2 mRNA(A,B) a SOX9 mRNA (C,D).
A, C — neovlivnéné bunky, B, D — buiiky ovlivnéné pisobenim PGD?2.
FISH-TSA. Zvét$eni 400x.



6. DISKUSE

Vzhledem k absenci jakékoliv dostupné kultury Xenopus tropicalis byla
snaha o jeji zaloZeni jednim z prvoradych cili laboratoie vyvojové biologie.
Ze vsech organi, které byly po homogenizaci kultivovany in vitro, pouze

varlata umoznila ziskat dlouhodobou buné¢nou kulturu.

Zprvu byly buiky kultivovany bez ptitomnosti kondicionovaného
média. Vysledkem bylo, Ze kultura rostla pomalu bez zietelnych vyskytd
zarodecnych kmenovych bunék. Pfi dalSich experimentech byly bunky varlat
pfimo homogenizovany a kultivovany v kondicionovaném médiu s efektem
viditeln¢ rychlejsi proliferace bun¢k. Po dlouhodobé kultivaci (cca 2-3 tydny)
se V kultute objevily kolonie malych bun¢k s odliSnou morfologii. Pozitivni
reakce na alkalickou fosfatdzu ukézala, Ze se jednd o zarode¢né¢ kmenové
buniky. Vyskyt zarode¢nych kmenovych bunék je podminén ptitomnosti
podptrné vyzivovaci vrstvy pre-Sertoliho bunék a faktort, které jsou témito
buitkami produkovany. V soucasné dobé probiha identifikace téchto ristovych
faktord hmotnostni spektrometrii metodou MALDI TOF/TOF. Piitomnost
téchto faktor v médiu maji vliv na proliferaci jak zarodecnych kmenovych
bun¢k, tak i pre-Sertoliho bunék, které tyto faktory produkuji a jevi tak
parakrinni i1 autokrinni chovani. I pfes nezndmé slozeni kondicionovaného
média, ristovad kiivka této kultury potvrdila, Ze v jeho pfitomnosti dochézi

k rychlejsi proliferaci bun¢k v kultute.

Dominantni  bunéény typ kultury vykazoval morfologické
charakteristiky pre-Sertoliho bun¢k. Jejich identifikace byla provedena na
zaklad¢ exprese genu SOX9, ktery je zdkladnim genem diferenciace varlat u
obratlovcti. K jeho expresi dochéazi v pre-Sertoliho a Sertoliho buiikach.
Pomoci RT-PCR se podatilo detekovat expresi v buikach kultury. Sekvence

amplifikdtu byla ovéfena sekvenaci.
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Exprese SOX9 je v casti Sertoliho bunék navozena autonomné,
v dal$ich bunkach dochazi k indukci exprese tohoto genu prostaglandinovou
signalizaci. PGD2 je autokrinni faktor, ktery stimuluje expresi SOX9
ovlivnénim jeho translokace do jadra, kde SOX9 aktivuje transkripci cilovych
geni, vcetné své vlastni. Vysledkem signdlu PGD2 je fosforylace SOX9
proteinu, kterd posiluje jeho vazbu na importin § (Malki et al., 2005b). SOX9
zaroven aktivuje transkripci PGDS, kterda PGD2 produkuje (Wilhelm et al.,
2005, 2007). Vliv této indukce na pre-Sertoliho bunky byl testovan
ovlivnénim bunék kultury pomoci PGD2. Vysledky RT-PCR naznacuji, ze
PGD2 zvysuje expresi SOX9, nicméné nebyla provedena presna kvantifikace.
K dispozici jsou pouze vysledky microarray analyzy, které je mozné brat jako
orientacni, protoze dochazi k velkym rozdilim mezi jednotlivymi sondami pro
dany gen. Po odstranéni PGD2 exprese u bunck klesd pravdépodobné na
plvodni Uroven. Prechodné zvySeni exprese SOX9 v ovlivnénych buiikach
odpovida dosavadnim poznatkim o uloze PGD2 v regulaci jeho exprese,
nicméné jeho ektopicka aplikace nevede k vyraznym zménam, coz dava tusit,
ze role vSech faktori regulujicich expresi SOX9 nejsou dosud zcela

objasnény.

Dalsim dualezitym markerem diferenciace varlat je gen FGF9. Jeho
ztratova mutace zplusobuje Casteny ¢€i uplny zvrat pohlavi a ztratu exprese
SOX9. FGF9 tedy mtze regulovat expresi SOX9 (Colvin et al., 2001, Kim et
al., 2006). Vysledky microarray analyzy expresi FGF9 pfimo nepotvrdily
vzhledem k nespolehlivosti nizkych hodnot, které byly spiSe na urovni pozadi.
Pomoci RT-PCR se expresi FGF9 podatfilo detekovat, nicméné mezi
neovlivnénymi a ovlivnénymi buitkami a varlaty nejsou patrné rozdily, které

by bylo mozné vyhodnotit.

Metoda RT-PCR dovolila pouze semikvantitativni porovnani expresi
neovlivnénych a ovlivnénych bunék a ne vzdy podpoftila vysledky microarray

analyzy. SpiSe nez presna kvantifikace, bylo cilem této charakterizace ziskat
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piehled o exprimovanych genech. U dulezitych diferenciacnich genti (SOX9,
FGF9, PGD2S) bude nutné provést piesnou kvantifikaci metodou Real-Time
PCR. Dostupné vysledky nicméné naznacuji, Ze u nékterych genti dochazi
k ovlivnéni exprese ptuisobenim PGD2. Napiiklad u genu NCAM, ktery byl
vybran na zakladé vysledkll microarray analyzy jako marker pre-Sertoliho
bunék, vysledky RT-PCR nepotvrdily nizkou expresi ve varlatech, naopak
ukazaly rozdil mezi neovlivnénymi a ovlivnénymi buikami, ktery
naznacovala vétSina sond. Exprese tohoto genu stoupa po aplikaci PGD2 a po

jeho odstranéni nedochdzi k vyraznému poklesu.

Vysledky microarray analyzy a RT-PCR naznacuji, ze efekt plisobeni
PGD2 na bunécnou kulturu neni pravdépodobné zvlasté vyznamny. Dochazi

sice k ovlivnéni exprese nékterych gentl, rozdily ovSem nejsou vyrazné.

Vyrazné rozdily v expresi nékterych genii je mozné podle ocekéavani
pozorovat mezi pre-Sertoliho buiikami a diferencovanymi varlaty. Geny
zapojené v Casnych stadiich diferenciace vykazuji vyrazny pokles exprese ve
varlatech. U fady genli to ukazuji nejen vysledky microarray analyzy, ale 1
RT-PCR. Z hodnocenych gent jsou to: PGD2S, FGF7, TGFB2, rodina BMP,
Z nich nejvyraznéjsi pokles vykazuje BMP6, LIF, PDGFC, CTGF, CYR61 a
angiopoietiny. U cel¢ fady genl je pokles exprese na zdkladé microarray
analyzy vice nez stonasobny. Jedna se o geny ze skupiny rtstovych faktort,
regulacnich proteind, proteinii zapojenych v imunité, apoptdze, cytokinezi,
ubiquitinilaci, proteinli cytoskeletu a membranového skeletu, proteint
extraceluldrni ~ matrix, = metabolickych  proteint 1  celou  fadu
necharakterizovanych  proteini. To odrazi skuteCnost, Ze bé&hem
diferenciacnich procesii dochazi k intenzivni bunééné proliferaci, apoptoze €i
programované bunécné smrti, piestavbam cytoskeletu i extraceluldrni matrix
bunék, vyssimu obratu proteini v buiikdch atd. Je tedy zfejmé, ze v takto

komplexnim procesu je zapojeno velké mnozstvi genil.
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Vyrazny pokles exprese je mozné pozorovat u faktort, které tidi rtst
cév (CTGF, CYR61, ANGPT1, ANGPT2, ANGPTL4 a dalsi) (Oka et al.,
2007; Karamysheva, 2008). Z dostupnych vysledkd vyplyva, Zze pre-Sertoliho
bunky pravdépodobné fidi angiogenezi ve varlatech. Vyrazny pokles vykazuji
1 faktory, které fidi rdst vyb&€zkt neuronii (neuron navigator, plexinA2,
plexinB2, SLIT-3)(Martinez-Lopez et al., 2005; Waimey a Cheng, 2006), coz
naznacuje, ze Sertoliho buiiky také fidi inervaci varlat. Také geny zapojené
v syntéze kyseliny retinové (ALDH1A3, RAI1, LRAT) vykazuji pokles ve

varlatech oproti expresi v pre-Sertoliho bunkach.

Metoda fluorescenéni in situ hybridizace styramidovou amplifikaci
signalu umoznila vizualizovat mRNA molekuly vybranych genti (SOX2,
SOX9, NCAM, VASA). U genli SOX2 a VASA, jakozto markert
zarodecnych kmenovych bunék, nebyla detekovana ptitomnost mRNA v pre-
Sertoliho bunkach. Naopak mRNA SOX9 a NCAM byla v pre-Sertoliho
buiikach detekovana. U SOX9 je mozné pozorovat vliv piisobeni PGD2 na
indukci exprese tohoto genu. Pfitomnost mRNA genu VASA v koloniich
zarodecnych kmenovych bunék odpovida predpokladiim, nicméné muze jit o
artefakt nedokonalé¢ fixace kolonii nésledované nedokonalym odmytim
nespecificky navazané sondy. Do budoucna bude nezbytné nalézt vhodnou
negativni kontrolu. Jako vhodna negativni kontrola pro pre-Sertoliho bunky se
jevi gen DAZL, jehoz exprese v pre-Sertoliho buiikdch nebyla pomoci RT-
PCR detekovana. Xtdazl mRNA byla identifikovdna jako prvni specificky
marker zarodecné plasmy a presumptivnich PGC u Xenopus tropicalis
(Sekizaki et al., 2004). Optimalizace této metody umozni rozliSeni
jednotlivych bunéénych typti ve smiSené kultufe pre-Sertoliho bunék,
peritubularnich myoidnich bun€k a zdrode¢nych kmenovych bunék, pokud se
tuto smésnou kulturu podaii ustanovit. Zvolenim vhodnych markerti bude

mozné sledovat interakce téchto bunék a presné je identifikovat.
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Faktorem, ktery zkresluje ziskané vysledky je skute¢nost, Ze in vitro
systém s velkou pravdépodobnosti reaguje jinak nez buiiky in vivo. Chybi zde
kontakt s okolnimi buiikkami, signalni molekuly mohou unikat do média a
buniky se tak mohou chovat netypicky. Nicméné tento systém muze pomoci
k objasnéni rozdilnych roli pre-Sertoliho a Sertoliho bunék v diferenciaci
varlat a pfedstavuje tak novy model spermatogeneze, ktery umozni ukézat
chovani pre-Sertoliho a Sertoliho bun¢k a oddélit ¢asti diferenciace, které 1ze u

sav¢ich modelt odd¢lit jen s obtizemi.

80



7. ZAVER

Byla ustanovena rustova kiivka bunééné kultury X. tropicalis a prokazan

vliv kondicionovaného média na proliferaci bun¢k kultury.

Po ovlivnéni bun€k PGD2 byl sledovan vliv plsobeni PGD2 na
morfologii bunék a expresi vybranych gent. U nékterych geni dochazi

k ovlivnéni exprese, ale celkové neni efekt PGD2 pfili§ vyznamny.

Pozitivni reakci na pritomnost alkalické¢ fosfatazy byly v kultufe

identifikovany kolonie zarode¢nych kmenovych bunck.

Na zékladé exprese markerového genu SOX9 bylo zjiSténo, Ze

prevladajicim bunéénym typem této kultury jsou pre-Sertoliho burky.

Provedend RNA microarray analyza odhalila, Ze buniky kultury exprimuji
celou fadu rustovych a diferenciacnich faktori. U mnoha z nich dochazi
k vyraznému poklesu exprese v diferencovanych varlatech, coz ukazuje

na jejich tlohu v ¢asnych fazich diferenciace varlat.
Metodou RT-PCR byla ovéfena exprese vybranych gent. Ziskané
vysledky potvrdily vysledky microarray analyzy jen v nékterych

piipadech.

Pomoci fluorescen¢ni in situ hybridizace s tyramidovou amplifikaci

signalu se podafilo vizualizovat molekuly mRNA vybranych genti.
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