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Abstrakt

Problematika kmenovych bék diky svému moznému terapeutickému
potencialu pedstavuje jednu z nejperspekiljgich oblasti oblasti biologie. NapIni
této diplomové prace bylo studium migngho potencidlu testikularnich
kmenovych bu#k Xenopus tropicalis, jejichz kultura byla zaloZzena z varlat
juvenilnich same v laboratai Skolitele. Diky vrgjSimu oplozeni a embryonélnimu
Vvyvoji predstavuje Xenopus idealni modelovy organismus pmasplanténi a
mikroinjekéni experimentyin-vivo. Transplantance vita&n(PKH26) ozn&enych
testikularnich kmenovych bgk do blastul a periteonea ptlgrokazala jejich
Siroky migra&ni potenciakitajici stevo (entoderm), srdce, pronefros, genitalni ryhu
(mezoderm), epidermis a nervova soustava (ektodemd zaklad mych
experimeni jsem zjistila, Ze idealni mnozstvi transplantova@niurgk se pohybuje
v rozmezi mezi 250-500 na jednoho pulce. P¥elyidalSi charakterizac&ahto
kmenovych buék jsem zkonstruovala plazmidovy vektor nesouci gencerveny
fluorescekini protein. Tento plazmid byl posléze pouzit ippaw Zab celating
exprimujicich Katushka RFP pod kontrolou CAG proonot Po Kizeni
transgennich jedirics divokym typem bude v rdmci jejich potomstva mopouzit
RFP pozitivni samce k zaloZeni kultury testikuléinkmenovych butk stabilrg
exprimujicich reportérovy gen. Timto tgpbem bude mozZné studovat nejen
horizontalni distribuci transplantovanych kknv ramci organismu, ale také

potencialni vertikalni fenos do dalSich generaci.

Kli éova slova: migrasni potencial, testikularni kmenové itky, Xenopus

tropicalis



Abstract

Because of their possible therapeutic potentiahstells are one of the most
promising fields of study in biology. The aim ofighthesis was to study the
migration potential of testicular stem cellsX#nopus tropicalis, whose culture was
established from the testes of juvenile males & l#boratory of my supervisor.
Due to external fertilization and embryonic develgmt Xenopus represents an
ideal model organism for transplantation and migemtion experimentsn-vivo.
Transplantation of vital marked (PKH26) testicutem cells into blastula and
peritoneum of tadpoles showed their wide migrajeoyential including intestine
(entoderm), heart, pronephros, genital groove (o&s0) and epidermis
(ectoderm). Based on my experiments, | found thatitieal number of cells for
transplantation ranges between 250-500 per tadgaefurther characterize the
stem cells, | constructed a plasmid vector carryagngene for a red fluorescent
protein. This plasmid was then used for preparabbrirogs with whole-body
expression of Katushka RFP under control of CAGrmter. The next aim is to
gain the RFP positive offspring by crossing thasgenic individuals with the wild
type. Male offspring can be used for establishinfuce of testicular stem cells
stably expressing the reporter gene. In this waylitbe possible to study not only
the distribution of the transplanted cells in thedy but also the potential

transmission to subsequent generations.

Key words: migration potential, testicular stem ceM@nopus tropicalis
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1 Uvod

Kmenové biiky jsou fenoménem nového tisicleti a jsdadmmétem zamu
jak odborné, tak i laické vejnosti. Jejich potencidl spiwa v schopnosti
sebeobnovy a diferenciace d@mného pétu typi burgk a tkani. Z tohoto w/odu
se kmenové hiky stale vice uplauji v ramci regenerativni mediciny.

Testikularni kmenové hitky jsou krucialni pro tvorbu satith pohlavnich
orgami a sandi plodnost. Diferenciaci échto burk vznikaji, mimo jinych
burg¢nych typi, spermie, a proto maji tyto fky velky potencial fi 1é¢bé chorob
spojenych s neplodnosti. Navic, po reprogramacieme ziskat hiky, které jsou
svym charakterem podobné embryonalnim kmenovyitkdm, a mohou tedy dat
vzniknout vSemiem zarodénym listim (ektoderm, mezoderm a entoderm).

K plnému vyuziti kmenovych b@k je krom® in-vitro testi zapotebi
zapojit tzv. in-vivo studie, které jsou zaffeny na sledovani jejich migrace a
diferenciace po transplantaci do embtyidosglcta v ramci celérady Zivaichu.

K takovymto studiim je velmi vhodné vyuzit organigriteré maji vijSi oplozeni,

a je tudiz mozné studovat osud kmenovychékuad ¢asného embrya az po
dosglce. Témto kriteriim plr¢ vyhovuji obojzivelnici, resp. drapatky druhu
Xenopus laevis ¢i Xenopus tropicalis. Jejich vyhodou je relatignnenardény chov a
znany paiet (stovky az tisice) po¥mé vekych oocylt i embryi (1-1,2 mm) v
ramci jedné sisky a v neposledniact i podobné vnitni organy a kostra jako u
sava@ (Kashiwagi et al., 2010). Tyto aspekty mimo jinegucily drapatky pro
studium bugcného cyklu a vyvojo¥ biologickych proces

2 Cile prace

V laboratdi Skolitele - Laboratb vyvojové biologie, katedra bténe
biologie, Rirodowdecka fakulta Univerzity Karlovy v Praze, se piddazaloZzit
kulturu testikularnich kmenovych bélin (TSC) odvozenou z varlat juvenilnich
sama@ X. tropicalis. Primarnim cilem diplomoveé prace bylo studium raigiho
potencialu vySe uvedenych hikn pomoci jejich mikroinjekce do blastuli
coelomové dutiny a peritonea pal&. tropicalis. Sekundarnim cilem, ktery ma
Uzky vztah kieSené problematice byld&iprava transgennich jediin. tropicalis



celo€ln¢ exprimujicichéerveny fluorescami protein Katushka RFP. Pdikeni
zakladatelské generace s divokym typem budou titomci pouZziti pro zalozeni
burgcné kultury TSC stabikh exprimujici RFP. Transplantace takto osraych
burgk do embryi¢i pulcd pak umozni &nné sledovat jejich migraci a vifpact
stabilniho osidleni zaklédgonad i vertikalni fenos do dalSi generace. Prely
této diplomové prace jsem pro vizualizaci injikoyah testikularnich kmenovych
burgk vyuzivalac¢aso¥ omezené fluoresceéni zna&eni pomoci vitalni bargky
PKH26.

3 Literarni p Fehled

3.1 Xenopus — modelovy organismus

Obojzivelnici vzdy pedstavovali zasadni skupinu obratldvoro studium
vyvojovych a fyziologickych procés UZ Aristoteles zniioval Zaby ve svych
anatomickych studiich a v 18. stoleti Luigi Galvaeimonstroval na Zabim svalu
vyznam elekiny v ZivaciSné fyziologii (Smith a Stoskopf, 2007). Nasledny
vyzkum sngroval k zmapovani jednotlivych oblasiésného embrya, indukujicich
vyvoj dalSich struktur v ontogenezi. Tyto pokusyisily v objev organizatoru na
zarodku mloka. ®&odci objevu, Hans Spemann a Hilde Mangoldova,atiskroce
1935 za tento minfadny Wdecky ginos Nobelovu cenu (Lenhoff, 1991). Mezi
dalSi zasadni objevy tykajici se obojzivetnipati nagiklad mozZnost studia
jednotlivych iontovych kanél protoZze poprvé byla tato technika pouzita Neherem
a Sakmannem na Zabim svalu (Neher a Sakmann, 49Z&)Yento objev jim byla
téZ udtlena Nobelova cena.

Mnoho ranych experimeint které se tykaly hlavnregenerativni mediciny,
bylo provagno na skokanech é&olcich (Amaya et al., 1998, Smith a Stoskopf,
2007). Tito obojzivelnici vSak stale nespVali kritéria idealniho modelového
organismu, a to hla¥nkvuli obecre nizkeé toleranci k gnicimu se prosedi, ¢asto
polyploidnim gonomu (Amaya et al., 1998) a Spatnézmosti pizpisobovat
Zivotni cyklus experimefm.

Rod Xenopus (drapatky)@stavuje ve vyvojové biologii zasadni posun. Na

pocatku 20. stoleti se cho¥ahto Zab velmi roz&il diky moZnosti jejich vyuZiti v



mediciré. Bylo zjiS€no, Ze injekci m& téhotné Zeny do lymfatického vaku
Xenopus laevis je mozné zpsobit ovulaci Zaby (diky lidskému
choriogonadotropnimu hormonu - hCG), a tudiz segxo rychly test gravidity
(Shapiro a Zwarenstein, 1934), stejny postup pskéii siSky mizeme vyuziti u
Xenopus tropicalis. DalSimi vyhodami rodu Xenopus na rozdil od jinych
obojzivelnilki je vysSi tolerance k vykywn prostedi, schopnost Zivit se i na
mrtvém organickém materialu a p&me snadny chov v laboratornich podminkach
(Amaya et al., 1998). Diky velkému ¢ia i velikosti vajtek (1000-9000 v ramci
jedné sidsky) a znané odolnosti embryi G&i mechanickym zasdm je mozné
vyuZivat drapatky pro mikroinjéki a transplantai experimenty (Hirsch et al.,
2002). Hlave diky moznosti vyvolat jednodusSe ovulaci v jakékakni fazi, se
Xenopus stal idealnim modelovym organismem proistadsyvojovych proces
(O’'Rourke, 2007).

Adult

x. tropicalis X. laevis

Obr. 1 —X. laevis vpravo aX. tropicalis vlevo. Nahde: dosglec. Dole: (A) Stadium ocasniho
pupene (B) Aktive plovouci pulec (C) Aktivé se zivici pulec. Nkitko: 1 mm (pevzato
z Hellsten et al., 2010).



Dosply X. tropicalis méti 4-5 cm a oprotX. laevis ma pondrné kratkou
generani dobu 4-6 mssial (Amaya et al., 1998, Hirsch et al., 2002) (vizver@ni
obou drulid obr. 1). GenonX. tropicalis je na rozdil od vSech ostatnich zastupc
rodu Xenopus diploidni (2n = 20 chromoziyma celko¥ pati k jednomu
z nejmensich v rdmci obojzivelriiK1.7x16bp) (Kobel a Graf, 1991, Amaya et al.,
1998, Hirsch et al., 2002).

V roce 2011 byla ve spolupraci s laboraggkolitele publikovana geneticka
mapa X. tropicalis (Wells et al., 2011). Podobnprobiha v sotasné dob
konstrukce vazebné a fyzické mapy také u modelaevis.

Akumulace velkého mnozstvi poznatk genetice, vyvoji a fyziologikX.
laevis a X. tropicalis vyvolalo potebu sjednotit vSechny tyto informace a
poskytnout je wdecké véejnosti pomoci jednoho informiaiho zdroje. Timto

zdrojem se stal internetovy portal Xenbastp://www.xenbase.org/commagn/

obsahujici informace o jednotlivych genech, UseclBNA , ale i anatomii a vyvoji

vySe zmignych zastupit rodu Xenopus (Bowes et al., 2007).

3.1.1 Systematické z#azeni a evoluce rodu

RozliSujeme fi recentnitady patici do tidy Amphibia (obojzivelnici):
Anura (2aby), Caudata (ocasati) a Gymnophigeav(i). Anura daleradime mezi
Ecaudata (bezocasi) (Callery, 2005).

Zastupci rodu Xenopus spadaji dildy Amphibia, podidy Ecaudata
(bezocasi)fadu Anura (zaby)¢eledi Pipidae (pipoviti), pagledi Xenopodinae
(Cannatella a de Sa, 1993, Callery, 2005). DalStesyatickéclenéni prochazelo
v poslednich &kolika desetiletich dramatickymi zmami. ¥iv¢jSi morfologicke
studie dochéazely k zé&xim, Ze Xenopus (Slurana) tropicalis pati do podeledi
Siluraninae, coz a byt sesterska skupina k Xenopodinae (kamiég&n nap X.
Laevis) a Pipinae (Cannatella, Trueb, 1988). DalSi sturhérnujici analyzu rDNA,
vSak ukézaly, Ze rod Silurana je s rodem Xenoptslikdylogeneticky gibuzny,
Ze neni pdeba rozliSovat dv podieledi (Siluraninae a Xenopodinae) pro
zachovani monofyletismu poeledi Xenopodinae, bylo tedy navrzeéleréni na
rody Silurana a Xenopus v ramci getedi Xenopodinae (de Sa, Hillis, 1990).
Diky velké fylogenetické ifbuznosti je mozné pouZivat ozeai jak Xenopus -,



tak Slurana - tropicalis. Pro &ely této prace budu pouZzivat dresgjsSi oznd&eni
Xenopus tropicalis.

Rod Xenopus se vyztaje tim, Ze jeho zastupci maji zpravidla polyplaidn
genom, cozZ je Zisobeno genomovymi duplikacemi v evoluci (Bisbealgt1977).
| u jinych taxonomickych skupin V¥itlé obojzZivelniki se setkdvame
s polyploidnimi genomy, nicmérv pripac rodu Xenopus se jednalo nejrgém 4
polyploidizaini procesy, coz z tohoto rodini zcela unikatni skupinu (Cannatella,
de Sa, 1993)Xenopus Laevis ma 36 chromozofha diky tomu, Ze ip mitdze
vytvéii bivalenty a jeho karyotyp mé& spiSe diploidni elkéer, byl tento druh
povazovan za diploidni (Amaya et al., 1998). Nicthéglogenetické studie
albuminu u rodu Xenopus ukazaly, Ze fi pevoluci tohoto druhu doSlo
ke genomové duplikaci, a tudiZ se jedna vkastrdruh tetraploidni (Bisbee et al.,
1977). Tento poznatek potvrdily i experimenty vwaici metodu Zoo-FISH
(mezidruhové fluoresceni in situ hybridizace) (Krylov et al., 2010).

Zenmepisre pochazeji drapatky z afrického kontinentu. Vyvinude ve
stredni nebo vychodni Africe davno poté, co se ddodniho superkontinentu
odctlila Jizni Amerika (Evans et al., 2004). Dnes sstw@dci vyskytuji v oblastech
jizn¢ od Sahary (Trueb et al., 2000). Habitatem je tiaj@bo pomalu tekouci voda
(Evans et al., 2004).

3.1.2 Casny embryonalni vyvojX. tropicalis

Oocyty drapatky jsou mesolecitalni, ryhovani jeoiddstické radialni a uz
po prvnim dleni je stanovena prava a leva polovina budoudciao ©) X. laevis byl
vyvoj od oplozeni az po konec metamorfézy ed do 66 stadii (Nieuwkoop,
Faber, 1956 citovano podle Kelly, 1996), pgedylo toto rozdleni aplikovano i
naX. tropicalis. Toto rozéleni pouzivam i pro popis jednotlivych stadii vyed.
tropicalis v této préci. Vyvoj zahrnuje vytweni stadia ocasniho pupenu a déle
plovouciho pulce, ze kterého se pé&edtava aktivni filtrator. Poté, co pulec projde
metamorfozou, se zp stdva zaba, kterd je po 4-6¢sicich schopna vlastni

reprodukce (Amaya et al., 1998).
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3.1.3 Experimentalni pristupy pouzitelné uX. tropicalis

V prvni fadé miZzeme naX. tropicalis provadt stejny nebo podobny typ
experimeni, jako naX. laevis s vyuZzitim molekularnich dat nashromé&igch
dlouholetym studienX. laevis (O’Rourke, 2007). Mezi metody pouzitelné u obou
modelovych organisth pati mikrochirurgie ¢asnych embryonalnich stédii,
transgeneze a biosyntéza poZzadovaného proteingyuopomoci injekce mRNA
(Kashiwagi et al., 2010). Dale jsou u tohoto orgami zavedeny cytogenetické
techniky zahrnujici pruhovani chromozbm(banding) (Uno et al., 2008),
fluoresceni in situ hybridizaci (FISH) a metody zaloZzené kamparativni
hybridizaci (Zoo-FISH) (Krylov et al. 2007, Krylost al. 2010). ¥tSina znamych
sond, které se vyuzivaji X. laevis, miZze byt pouzita . tropicalis beze zminy
protokolu (Khokha et al., 2002). Ve specialnickippdech mZe byt poteba
prodlouzitéasy barveni . tropicalis pro ziskani kvalit§Sich vysledk (Khokha
et al., 2002). Pro imunohistochemickéely mizeme zpravidla vyuZzit protilatky
fungujici uX. laevis naX. tropicalis.

3.1.3.1 Morpholino oligonukleotidy

Pfi knock-down gefh u X. tropicalis se ¢asto vyuZivd morpholino
oligonukleotidi (Kashiwagi et al., 2010). U morpholino oligonukieo je
rib6zovy zbytek nahrazen morpholinovym kruhem (Swerion, 1999). Diky této
vlastnosti niize tento oligomer {sobit jako vysoce specificky antisense agens,
ktery vazbou na 5°UTR oblagt exon-intronové nebo intron-exonové rozhrani u
hnRNA, miZze zablokovat jeji translaci, resp. $#st(Summerton a Weller, 1997,
Summerton, 1999, Khokha et al., 2002). Nasidde pozorovat fenotypicky efekt.
Ur¢itou nevyhodou pouZziti morpholino oligonukleatige i pres vysokou specifitu
moZznost unteni vice (nezadoucich) genajednou (side efekt). Mezi dalsi mozné
problémy pat Spatna schopnost inhibice translaceugeikomplexnimi promotory
(Ekker, 2000).
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3.1.3.2 Transgeneze

Transgeneze je pouzivana kvydi geneticky modifikovanych
organisnii. Touto metodou je mozné studovat regulaci genokivigy, roli
morfogennich faktdr pii vyvoji (Hartley et al., 2001) a déle je v kombona gene
trap nebo promotor trap metodou vyuzivan k ieisemutagenezi (Bronchain et al.,
1999). V neposledniack mizeme transgenezi vyuzit pro tvorbu organismu, ktery
celotlove exprimuje reportérovy gen. Z jakékoliv tkarakto modifikovaného
organismu pak fizeme zalozit kulturu buk stabilré produkujici fluorescemi
protein. Tyto biiky je pak mozné vyuzit néijdlad pro transplantai experimenty.

Prvnim vyznamnym experimentem byla transplantadeajapermie nesouci
cizorodou DNA do vafika X. laevis. Tato metoda je zaloZzena na vneseni plazmidu
do dekondenzovaného jadra spermie za vyuziti kéettio enzymu (metoda zndma
jako REMI) (Kroll a Amaya, 1996). Stejna metodaayluzita o 4 roky pozgi u
X. tropicalis, kdy byly odchovany linie stabiénexprimujici GFP reportérovy
protein vyl-crystallin promotorovych elementech (Offield &t 000). Problém
této metody je, Ze koncentrace restniho enzymu musi bytiisné kontrolovana,
jinak mize dojit k fragmentaci genomu, dalSi mozZnaiekpZzkou je samotna
transplantace jadra spermie, kterdze vyrazg ovlivnit vysledky (Pan et al.,
2006).

Mezi moderni technologie gatvyuziti I-Scel meganukledzy. Jedna se o
endonukleazu, Zsobujici dvouvldknové zlomy DNA. I-Scel byla izodma
z kvasinky Saccharomyces cerevisiae, kde je kodovana mitochondrialni mobilni
skupinou | intro (Thierry et al., 1991). Sekvence rozpoznavanacetS
meganukleazou je velmi dlouha (18 bp) s minimaloleranci degenerace
rozpoznavané sekvence, dikgmuz je endonukleazova aktivita meganukleazy
vzacna (Colleaux et al., 1988), coz ungz vysokou specifitu transgenese. Studie
na rybim modelu ukazaly, Ze I-Scel zptegkovana transgeneze umaje stabilni
integraci transgenu do genomu hostitele a vigamvuje efekt mozaikové exprese
(Thermes et al., 2002). U Xenopa byla tato metana pa octyii roky pozdji. Byl
vytvoren vektor, kde studovany promotor a reportérovy (@RP) byly z obou
stran ohrartieny I-Scel rozpoznavacimi misty. Plazmidova DNAabyh&tpena a

nasledg vpravena spolu s I-Scel meganukledzou do zygotya Bozorovana
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rovnonerna exprese, mnohenttgi (&innost transgeneze, ne# pnych metodach

a zarové i uspsSné integrace transgenu do germinalni linie (Pah e2006).

3.1.3.3 Transplantace

Metoda transplantace u obojziveltiiklopomohla k objeveni organizatoru
na z&atku minulého stoleti a i dnes je tato metodsto vyuzivana ve vyzkumu. U
ocasatych obojzivelnikslouzily transplantai experimenty k ziskani poznétlo
nahradach e, srdce a dalSich ordganstejré jako o regeneraci ipvazr
koncetinovych struktur (Cohen, 1971, Brockes, 1997). fdoviny minulého
stoleti bylycasté transplantace jader do enukeovanych do€ytaevis (Elsdale et
al., 1960, Chan a Gurdon, 1996). Metoda singleiralisplantace (transplantace
jedné buiky) byla vyuZzita ke studiu b@iné interakce a indukcefipvyvoji svalu
v ¢asném embryondlnim vyvoji (Kato a Gurdon, 1993)ukBpnické studie
v oblasti vyvoje pohlavni soustavy byly u Xenopdybgrovadny v 60. letech
minulého stoleti, a to transplantaci primordialréénodénych burk (PGCs) mezi
raznymi embryi ve stadiu neuruly. Naslednyl sledovan dalSi vyvoj a schopnost
obnovy embrya (Blackler a Fischberg, 1961).

3.1.4 Vznik a diferenciace pohlavnich orgas u Xenopus

Vyvoj pohlavniho Ustroji u drapatky sdili mnohé rekderistické rysy
tohoto procesu s jinymi organismitpvéka nevyjimaje. Obeenje pohlavi uéeno
bud vlivem prostedi, nebo geneticky. U obojziveldikoyly provagny studie,
v nichZ prostedi nelo vliv na ugeni pohlavi, nicmé&hdané prosedi bylo unglé
s nefyziologickymi teplotami pro dané druhy (Hay&998). Akoliv u wétsiny
obojzivelnilki nejsou cytologicky rozliSitelné sex chromozomy &dejré jako u
sava@l je pohlavi u Xenopa teno primard chromozomdales U sava je
homogametické pohlavi saghis déma X chromozomy a heterogametické gam
s XY chromozomy. Zvlastni charakteristikou vyvojehfavnich orgah je jejich
indiferentni podoba v raném embryonalnim vyvojil{igj 1917). Z této indiferentni
gonady, kterd mé jak Woif/, tak Mlleiv vyvod, vznika konkrétni typ pohlavnich
organi velmi zahy, a to diky produkci pohlavispecifickych hormoin Sertoliho

bunky fetalnich varlat sekretuji anti- Mfer hormon, ktery brani rozvoji satiio
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pohlavniho Ustroji a&asem zpsobi zanik Milerova vyvodu. Leydigovy iiky
produkuji kltovy maskulinizani hormon, testosteron, diky kterému je stabilizova
Wolffuv vyvod, ktery pak dava vzniknout charakteristickgnukturam sagiho
pohlavniho Ustroji (Haseltine a Ohno, 1981, Munsey a Lovell-Badge, 1991,
Cupp a Skinner, 2005).fiPformovani ovarii zanikd Wolfiv kanal a v genitalni
ryze dochazi k aktivaci kortexu, naopaik yzniku testes se aktivuji bky dierg
(Minsterberg a Lovell-Badge, 1991). U samic se rmack metamorfézy
prapohlavni biikky obklopi buikami folikularnimi a vznikaji oocyty vstupujici do
profaze, u samicse vyvinou semenotvorné kanalky a pijizde z prekurzorovych
burgk vytvori spermatogonie (Kelly, 1996). Sekundarni sexudlifiérenciace
pohlavi zavisi na ftomnosti konkrétnich typ steroidnich horman
Chromozomala je pohlavi uX. laevis ur¢eno jako ZZ/ZW, kdy heterogametické
pohlavi je sangi (Mikamo a Witschi, 1966 citovano pod{@annatella a de Sa,
1993). UX. tropicalis je genomova oblast &ujici pohlavi zatim neznama (Bewick
et al., 2013).

3.2 Vznik zarode¢né linie
U celétady organism (h&’atko, octomilka, drapatka aj) hrajéi pzniku

zarodeéné linie burk zasadni roli tzv. zarodea plazma (Ikenishi, 1998) (viz obr.
2).
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df"" ; L
£ Ooepee S CLEAVAGE
<= (female gantete) . -
/ GAMETOGENESIS
GASTRULATION
Sexually . 5
pature MATURITY
dult Metamorphosis

{in some species)
ORGANOGENESIS

LARVAL
STAGES

Hatching
(Lirth)

R " e
T

Obr. 2. Zivotni cyklus obojzivelnik Fialow je vyzn@&en pohyb zarod@é plazmy v pibéhu
vyvoje jedince (Revzato z Gilbert, 2006).
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Jedné se o specificky lokalizované ribonukleopruteé komlexy pitomné
v cytoplazné burek, které pozdji daji vzniknout pohlavni linii. U savcvznika
zarodeéna linie jinym zmisobem, a toies interakce s okolnimi tkémi a buikami
v pacateenich stadiich gastrulace (Matsui a Okamura, 20B&iky davajici zaklad
pohlavni linii jsou PGCs.

U Xenopa je lokalizace zaro&teé plazmy omezena na vegetalni stranu
embrya a jest ve ¢tyiburgcném stadiu je mezi lky rozdklena rovnomirné
(Whitington a Dixon, 1975). S@asti zarodéné plazmy jsou i tzv. germinalni
granula (obdobfjako polova granula u drozofily), kterd obsahypésifické RNA
a proteiny dlezité pro vznik zarodmych burgk (Wilye, 1999, MacArthur et al.,
1999). Pro pesnou lokalizaci a agregaci zarédé plazmy jsou zasadni
mikrotubuly (Ressom a Dixon, 1988). Od 3¢lahi je zarodéna plazma
rozcklovana asymetricky mezi diieé buiky, protoze je lokalizovana vzdy jen na
jednom pélu diiciho weténka, a tudiz nevista signifikantd patet pPGCs
(prsumptivni primordialni zarodeé buiky). Pro gesnou lokalizaci a agregaci
zarodeéné plazmy jsou zasadni mikrotubuly (Ressom a DiX@88). Od 3. &eni
je zarodéna plazma roztlovana asymetricky mezi diieé buiky, protoZze je
lokalizovana vzdy jen na jednom polilidiho Weténka, a tudiz nevsta
signifikantre patet pPGCs (prsumptivni primordialni zarédé buky). Po
dosazeni stadia gastruly se pPGCs nachazeji wvtiodiag archenteronu a mezi
stadiem gastruly a vyvojovym stadiem 38-41 migpfiGCs z oblasti entodermu
(Whitington a Dixon, 1975). V této délse rovnomdrné déli a vyrazi zvySuji swj
pocet. Jiz ve stadiu pozdniho ocasniho pupene (stad@n z&inaji pPGCs
migrovat do oblasti budoucich genitalnich ryh. \&éa vyvoji gonocyty dosahuji
oblasti dorzalniho entodermu a ve stadiu 46 dosat&ei vSechny biiky
parovych genitalnich ryh (Kamimura et al., 1976).

Molekularni podstata vzniku a diferenciace zatodelinie u Xenopa je
stédle pednetem intenzivniho studia. Mezi ndj@zitéjSi RNA a proteiny
uplatiujici se pi tomto c&ji patii Vgl, VegT, XVLG 1, Xwntll, Xdazl, Xklpl,
Xpat a Xcat2 (Kloc et al., 2001 citovano potdachado et al., 2005). Xpat protein
pomaha fi lokalizaci a formovani zarodeé plazmy (Machado et al., 2005). Xklp1l
se uplaiiuje @i agregaci zarodmé plazmy na vegetalnim polu embrya (Robb et al.,
1996). Xcat2 je také soasti zarodéné plazmy, translace RNA je wviihu
oogeneze reprimovana a kjeji aktivaci dochazi a:asmych embryonalnich
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stadiich, protein pak pIni svou funkctkipproliferaci germinalnich kmenovych
burgk (MacArthur et al., 1999). XVLG 1 jerasa homologni gen (lkenishi a
Tanaka, 1997)Vasa gen je exprimovan v PGCGtéiny vyznamnych modelovych
organisnii od drozofily az po mysS (Raz, 2000) a j#temen téz wlovéka. Pro
lokalizaci PGCs je zasadni Xdazl. U lidi je DAZ gdwokalizovany na Y
chromozomu aif jeho deleci dochazi k azoospermii (Fépmnost zralych spermii
v ejakulatu) (Reijo et al., 1995). Xdazl RNA, stejjako Xcat2, je v oocytu
piitomna jest pred oplozenim. Po oplozeni se Xdazl RNi#gouva, jako sa@ast
zarodené plazmy, do vegetalgasti embrya, kde je specificky lokalizovana az do
Ctytbunééného stadia (Houston et al., 1998). Xdazl proteen exprimovan
v zarodéné plazmnd od blastuly az po rana stadia ocasniho pupenutia rpazi
klicové faktory v ramci diferenciace Xenopich PGCs ($ton a King, 2000).
Xdazl RNA byla nalezena nejen v embryondlnich étédiale i ve varlatech
juvenilnich a dosglych sam@, a proto se jedna o sHy selekni marker pro
lokalizaci sandich premeioitickych spermatogonii a spermatbdgytouston et al.,
1998).

3.2.1 Germinalni kmenoveé buiky

Kmenové biiky charakterizuje moznost sebeobnovy a diferenciate
casného embrya lze nalézt totipotentni blastom@&sného embrya. Ve stadiu
blastocysty je fitomna vnitni burééna masa (ICM). Kultivované liky z této
masy maji pluripotentni charakter a mohou dat vzouk vSem fem zarodénym
listam (Martin, 1981). V dalSim vyvoji se tyto fiky specializuji a ztraci svou
pluripotenci. V dosglém organismu se setkAvame s uni<ipadre multi-
potentnimi kmenovymi hikami schopnymi diferencovat pouze v omezenyepo
tkani. VyjimeEné postaveni maiji litlly zarodeéné linie, které si musi zachovat svou
schopnost totipotence, aby mohly pg&tddat vzniknout novému organismu
(MacArthur et al., 1999).

3.2.1.1 PGC

Primordialni germinalni hiky jsou unikatni svym charakterem, protoZze

piedavaji svou genetickou vybavu dalSim generacimvétdiny organism se
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zarodeéna linie oddli od ostatnich busk jiz v ¢éasnych embryonalnich stadiich
(Wylie, 1999). PGCs vznikaji zpravidla mimo obldstdoucich gonad a teprve
migraci dosahuji mista svéhoceni (Houston a King, 2000). U mysSi jsou mezi
7,75-8 dnem po oplozeni (p.c. — post coitum) PG@ermny na posteriornim konci
primitivniho prouzku a u baze alantoisu. 8,5 ¢nc. jsou biky pritomny v raném
entodermu, déle putujii@s mezenterium do genitalnich ryh, které jsoué pin
kolonizovany 13,5 din p.c. (Tam a Snow, 1981). Faktory, které se uwpjatpii
diferenciaci PGCs z bék epiblastu jsou BMP2, BMP4 a BMP8B (Tournaye a
Goossens, 2006).

PGCs je mozné charakterizovat expresnim profilerteryk zahrnuje
alkalickou fosfatazu, Octdasa, SSEAL, EMAL, F9 a receptor tyrosin kinazy c-kit
(Bendel-Stenzel et al., 1998ournaye a Goossens, 2006). Pro migraci a pratifer
jsou dale zasadni genové lokusy c-kit, tiar a eetton, 2000).

V okamziku, kdy se PGCs dostanou do oblasti buabtugbnad, dochazi
k jejich obklopeni somatickymi likami a PGCs se mohou ¢tadiferencovat v
definitivni gamety (Houston a King, 2000). WtSiny Zivaiichi maji tyto buiky
v ranych stadiich potencial diferencovat wiky jak sandich, tak samiich
pohlavnich orgain (Wylie, 1999). AZ v pozgSim vyvoji se vliivem mnohaiznych

diferenci&nich faktofi ustanovuje, jakého typu pohlavni organy vzniknou.

3.2.1.1.1 Vyuziti PGCs v rdmci biomedicinského vyzkumu

V poslednich letech se zvl&3bzvinula metoda transplantace PGCs. Tento
typ experimentu byl prve pouzit naileeim modelu. Transplantaci PGCs déhab
recipientnino embrya byly ziskany chiméry, které p@tném zKizeni ngly
potomky pochazejici jak zigodnich, tak z transplantovanych PGC (Tajima et al.
1993). U mysi byl podobny typ transplantace prowvedeok pozdji. TSC (Wetns
Sertoliho bugk) byly vpraveny do recipientniho neplodného sanzcebyla
pozorovana kolonizace semenotvorného kanakmitd buikami a nasledné
obnoveni plodnosti mysiho samce (Brinster a Avakbod994). DalSim
vyznamnym transplantaim pokusem bylo vneseni GFP (zeleny fluore&aen
protein) znaenych spermatogonialnich kmenovych &undiferencovanych
z kultury teratokarcinomalnich bék do mysiho samce. U recipientniho samce se

formovala ve varlatech viditelna populace kmenovianek (diky zn&eni GFP),
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které iniciovaly spermatogenezi a davaly vzniknoialym spermiim (Nayernia et
al., 2004).

Pro biomedicinské daely byla zasadni transplantace germinalnich
kmenovych bugk do primata. Tento experiment byl proveden na rkakavském
(Macaca fascicularis), kdy po oz#eni varlat, které vyvolalo poskozeni
spermatogeneze, byly germinalni kmenovékyuvpraveny pouze do jednoho
varlete a byl pozorovan efekt této transplantacgsl@&lkem bylo, Ze varle
s transplantovanymi lkami vykazovalo ¥tSi regeneraci a poZj i ptitomnost
spermatogoénii udkterych jediné (Shlatt et al., 2002).

U nizSich obratlovit byla poprvé provedena transplantace PGCs na rybim
modelu pstruha duhovéhoOifcorhynchus mykiss). Zarod€éné buky byly
specificky zn&ené GFP, protoZze exprese byla pod kontrolasa-like genovych
regula&nich oblasti (Okutsu et al., 2006). £eai bylo specifické proto, 2@sa se
vyskytuje v zarodénych buikdch (Raz, 2000), a tudiZ i regémd genové oblasti
tohoto genu jsou aktivni specificky v PGCs. Tytaané PGCs byly vneseny do
peritonealni dutiny rybiho embrya a naskedryla pozorovana jejich migrace do
genitalnich ryh recipienta, kde tyto iiky dale proliferovaly a vznikaly z nich
funkéni pohlavni biky (Okutsu et al., 2006). Wezitym poznatkem je, Ze
transplantované PGC nevyvolaji dijpmce imunitni odpox’, coZz mohlo byt
zpasobeno tim, Ze kiky jsou transplantovany do recipienta v raném eidinim
stadiu nejspiSe jaSpred aktivaci jeho buigné imunity (Takeuchi et al., 2003).

Za zvlastnich podminek se PGCs mohou podobat GE8G®2Ze mohou dat
vzniknout pluripotentni buigné linii. Mezi faktory, které jsou zasadni pro tuto
transformaci, pdt GDNF, LIF, EGF, bFGF (Resnick et al., 1992, Kanat
Shinohara et al., 2004). Kdyz byly neonatalnfikyuvarlat kultivovany sdmito
faktory, bylo mozZzné zalozit stabilni b&imou kulturu, ktera logaritmicky
proliferovala po dobu 5 #siai. Po aplikaci &chto burkk do neplodného samce
doslo ke kolonizaci semenotvornych karaiémito buikami a nasledhk normalni
spermiogenezi (Kanatsu-Shinohara et al. 2003, ksan@hinohara et al., 2004).

DalSi odetvi vyzkumu se zasfilo na diferenciaci germinélnich bek z
ESC, pgipadré iPSC (indukované pluripotentni kmenovénky). Vysledkem
pielomové studie byla ugpna transformace oodyz ESC u mysSi (Hubner et al.,
2003). Dalsim krokem bylo vyt¥eni kultury mysSich PGCs a spermatogonialnich
kmenovych bugk (SSC) z iPSC pomci kultivace s retinovou kyselinBxprese
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Oct4, markeru ESC a iPSC, se vyrazamizila, a naopak se zvySila expressa
genu, biiky ztratily svij pluripotentni charakter a diferencovaly v SSCuy#t al.,
2012).

3.2.1.2 Testikularni kmenové buiky

Zakladni charakteristikou TSCs je, Ze mohou kolovd# oblast vyvijejici
se nebo jiz vzniklé sath gonady a diferencovat ve fuitk pohlavni organ nebo
jeho ¢ast. Diky této vlastnosti nabizi TStadu moZnosti pro jejich vyuZziti
v regenerativni medicén Mezi nejzajimayjSi oblasti vyzkumu a nasledné terapie,
pafti [écba neplodnosti.

Testikularni kmenové hiky (TSCs) vznikaji z PGCs. Kibvou roli v této
transformaci maji Sertoliho Blky, jenZ obklopi PGCs, které doséhly genitalni
ryhy. Dochazi k proliferaci PGCs a k vytemi prvnich semenotvornych kanalk
PGCs diferencuji v gonocyty, které jsou mitotickyaktivni az do narozeni, kdy
z nich vznikaji SSCs. Sertoliho fiky sekretuji anti- Mularv hormon, ktery brani
rozvoji saméiho pohlavniho Ustroji (Manova et al., 1993 citavgnodle Tournaye
a Goossens, 2006, Griswold, 1998, Tournaye a Gnss2606).

Podmnozinou TSC jsou SSC. Tytonky se bu’ dale mitoticky dli, a tim
zachovavaji svou kmenovost, nebo podstoupi difem&mic kroky, jejichz
vysledkem je vytveeni funkni spermie. Tento krok je kontrolovan Sertoliho
buinkami. Diky kombinaci fimého kontaktu se zarotleymi buikami a sekreci
raznych signalnich molekul, mezi které fpatagiklad SCF a GDNF, mohou za
dalSi diferenciaci TSCs. GDNF je jednim zkNych faktofi, jehoz nizka
koncentrace umozni diferenciaci SSC, a naopak #sdakcentrace podporuje
mitotické cleni spermatogénii (Meng et al., 2000). Mezi vyznémmarkery
charakterizujici TSCs, resp. SSCs rpa®lzf, ktery umo#uje sebeobnovu a
zachovani populace TSCs, dale faktor Octtpmny v nediferencovanych SSC, a
marker Thyl (viz tab. 1).

Pro &ely této prace jsem vyuZivalaiy kultury TSC, kterd byla zaloZzena
v laboratdgi Skolitele. Testikularni kmenové bky byly ziskany desintegraci
isolovanych varlat juvenilnich saiincX. tropicalis. Prvnim typem butk
migrujicich z testikularni tkanbyly pre-Sertoliho biky. Po dlouhodobé kultivaci
burgk bez vynény média byl pozorovan vyskyt kmenovych Bknv kolonii.
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Kultura burgk obsahovala jak pre-Sertoliho pdapé buiky, tak testikularni
kmenové biiky, které bylo nutné oddit pro ziskénicisté kultury TCSs. Pro
udrzovani proliferace a nediferencovaneho stavunkawch burgk byl ke kultue
piidan LIF (leukemicky inhikini faktor), ktery umoiuje udrZeni kmenového
charakteru kultury (Williams et al., 1998).

TSCs buiky (viz obr. 3) jsou velké 14 um a vykazuji poaziiweakci na
alkalickou fosfatazu, maji aktivnvasa gen a produkuji tstové faktory jako
nagiklad Oct4, ktery pdt mezi klicové faktory pi zachovani kmenovosti bak

Dale byla pomoci metody RT PCR v TSC jiit exprese vyznamnych maikr

kmenovych buék, jako nap. kif4, sox2, oct25, scf a lif.

Marker Misto exprese Buné¢ny typ exprimujici dany marker
Oct4 Jadro ESCs (vysoka exprese)
nediferencované SSC (sniZzena exprese

Cytoplazmatickd |ESCs, PGCs, neonatalni TSCs,

c-kit membrana diferencované SSC
Cytoplazmaticka

Thyl membrana TSCs
Cytoplazmaticka

a6-integrin membrana Nediferencované SSC, ESCs
Cytoplazmaticka

B1-integrin membrana Nediferencované SSC
Cytoplazmaticka

CD9 membrana SSC, ESC
Cytoplazmaticka

MHC-I membrana Jaderné hitiky kromg TSCs a ESCs
Cytoplazmaticka

GFRol membrana Typ A spermatogonii

c-ret Transmembranovy | TSCs

Daz(l) Jadro ESCs, PGCs, SSCs

Plzf Jadro TSCs

Stra8 Cytoplazma Premeiotické germinalni by

TAF4b Jadro SSC

Tab.1. Vyznamné markery exprimované v TSCs (tektikil kmenové biiky), resp.
SSC (spermatogonialni kmenové ilky) a ESCs (embryonalni kmenoveé rihy).
Prevzato a upraveno podle Tournaye a Goossens, 2006.
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100 pm

Obr. 3. TSCs z varlat. tropicalis nabarvené vitalni bartkou PKH 26.

4 Material a metody

4.1 Material

4.1.1 Zivy material

4.1.1.1 Pokusna zviata

V této praci jsem k pokusn pouzivala jedince druh¥enopus tropicalis,
ktefi jsou chovani nai* UK. V experimentech jsem vyuzivala kmeny Nosék P
UK, Ivory Coast (inbredni kmen) a Nigerian Strasutpredni kmen). Kmen Nosek
PiF UK je kmen, ktery byl vySlectit na Fakult. Jedinci z kmene Ivory Coast i
Nigerian Strain byli ziskani od European Xenopusdrece Centre (Portsmouth).
Pro Gely transgeneze byli prim&npouzivani jedinci kmene Ivory Coast a
Nigerian Strain a pro dely transplantace TSC byli prima&rpouzivani jedinci
kmene Nosek ifF UK.

V mistnich chovech je teplota mistnosti udrzovakalm 26°C. Zaby jsou
chovany ve velkych plastovych kadich po 60-80 khse¢oda pro chov je

pouzivana kohoutkova gigavkem maské soli (25 g na 100 | vody). Pro chov
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pulci a juvenilnich Zab jsou pouzivany kad menSich rozgrech. Krmeni zab i

pulci acisténi kadi probiha kazdy vSedni den.
4.1.1.2 Bakterie
% TOP 10 One Shot® Chemically Competéntoli C404010 (Invitrogen)
4.1.1.3 TSC
% Kmenové biiky pochazeji zizolovanych desintegrovanych varlat
juvenilnich samg X. tropicalis, kultura zaloZzena naiP UK, v laboratdi
vyvojoveé biologie.
4.1.2 Nezivy material

4.1.2.1 Plazmidy

< pTurboFP653-C FP721 (Evrogen)
« pCAGGS plazmidova shirka (CDB, Riken)
% ISpBS2SK+TurboFPGAL4FF, plazmidové sbirka L. Zimmana, (NIMR)

4.1.2.2 Primery

% KATUSBAM_F (IDT)
% KATUSXBA R (IDT)

Sekvence primérviz tab. 2.

Primer Sekvence
KATUSBAM_F |5'- TTGGATCCACCATGGTGGGTGAGGATA - 3'
KATUSXBA R |5 - AATCTAGATTAAGATCTGAGTCCGGAGCTGT - 3

Tab. 2. Sekvence primeKATUSBAM_F a KATUSXBA_R.
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4.1.2.3 Chemikalie

+ 38% Formaldehyd 30251 (Lach-Ner)

+» 6X DNA Loading Dye R0611 (Fermentas)
% Agar6za 50004 (Lonza)

s Benzen10720-11000 (Penta)

+» Cystein C7352 (Sigma-Aldrich)

< DAPI DES1000L (Intimex)

% Etanol absolutni 71250-11000 (Penta)

% Ficoll F4375 (Sigma-Aldrich)

< MS222 A5040 (Sigma-Aldrich)

+« Parafin Paraplast Plus 502004 (McCormick Scientific
% PKH26 PKH26GL (Sigma Aldrich)

% Sachar6za 84100G1000(Penta)

% Zelatina 1040781000 (Emprove)

4.1.2.4 Roztoky

4.1.2.4.1 Roztoky pro konstrukci plazmidu

% 1% Agar6zav TBE

% BFM (bromfenolova moi): 50% glycerol; 0,13 M EDTA-NaOH; 0,12%
BFM (Sigma Aldrich)

« 5xTBE (Tris-borate-EDTA pufr): 200mM Tris; 10 MM HIA; 450 mM
H3BO3

4.1.2.4.2 Roztoky pro IVF

s 20xMMR: 2M NaCl; 40mM KCI; 20mM MgCI2; 40mM CaClZ,00 mM
HEPES; deionizovana J; pH upraveno na 7,7-7,8

% 0,05xMMR: 2,5 ml 20xMMR; dopkno deionizovanou D do 1000 ml,
pH 7,7-7,8

% 0,056xMMR + Gentamycin: 2,5 ml 20xMMR; dogimo
deionizovanou kD do 1000 ml; 1 ml Gentamycinu; pH 7,7-7,8
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% 1xMMR + Gentamycin: 5 ml 20xMMR; dopino deionizovanou D do
100 ml; 100ul Gentamycinu; pH 7,7-7,8

% 2,2% roztok cysteinu: 0,5 ml 20xMMR; dopho deionizovanou ¥ do
100 ml; 2,2 g L-cysteinu; pH 7,7-7,8

% 1% roztok agarézy v 0,05xMMR

4.1.2.4.3 Roztoky pro transplantaci a transgenezi

s Ficoll: 0,5 ml 20xMMR, 0,1 ml Gentamycinu; 6g Fitoldoplnéno
deionizovanou kD do 100 ml; pH 7,7-7,8

% 0,2% MS-222, uspavaci roztok: 0,2 g MS-222; 0,2 aHNO3; 100 ml
destilované KO

% 0,4% MS-222, usmrcovaci roztok: 2 g MS-222; 2 g S&3; 500 ml

destilované kO

4.1.2.4.4 Roztoky pro fixaci, prosyceni a naslednou kryopresgaci pulci

s PBS (phosphate buffered saline): 136 mM NaCl; 1\6 KCI; 8,1 mM
Na2HPO4; 2,25 mM KH2PO4; pH 7,35

< 2/3 PBS: 2 dily PBS: 1 dil 4@

s 3,8% formaldehyd v 2/3 PBS: 40 ml formaldehydu;n2610xPBS; 333 ml
destilované vody

% 4% sachar6za v 2/3 PBS

% 7,5% sachar6za v 2/3 PBS

+ 15% sacharéza v 2/3 PBS

% 7,5% Zelatina v 15% sachar6ze

% 15% zelatina v 15% sachar6ze

s 20% zelatina v 15% sacharoze

+ 30% sacharéza ve 2/3 PBS

+» 30% sachar6za v4@

4.1.2.4.5 DalSi roztoky

% Benzparafin: 1 dil parafinu kietm difim benzenu
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% DeZelatinizujici roztok: 3% Zelatina v 38% etanadny roztok)
% DMSO 41640 (Sigma-Aldrich)
+¢+ Triton X-100 36324N (BDH)

4.1.2.5 Kity

+» DNA Dephos and Ligation kit (Roche)

+ Fast DNA End Repair kit (Fermantas)

s GeneJET Gel extraction kit (Fermentas)

s GeneJET PCR Purification kit (Fermentas)
+ NucloBond Xtra Maxi kit (Machery Nagel)
+« PureYield Plazmid Miniprep (Promega)

4.1.2.6 Antibiotika

+« Ampicilin sodium salt 0339 (Amresco)

% Gentamycin - Gentaveto - 5 (V.M.D.)

4.1.2.7 Hormony

% Lidsky hCG C1063 (Sigma-Aldrich)

4.1.2.8 Média a séra

+ FBS (Fetal Bovine Serum) 10270-106 (Life Technadsyi

+« L15 Leibovitz L5520 (Sigma-Aldrich)

% Médium s LIF faktorem: L-15 Leibovitz (Sigma- Aldh) 33,3%, RPMI
1640 HEPES mod. (Sigma- Aldrich) 33,3%, FBS (Sighhddch), L-
glutamin (200 mM) (Sigma- Aldrich) 0,66%, 7,5% Na@¢ (Sigma-
Aldrich) 0,13%, Na pyruvat (100 mM) (Sigma- Aldrici0,66%, B-
merkaptoetanol (50 mM) (Sigma- Aldrich) 0,3%, myBIiF (Merck
10°U/ml) 0,01%, gentamycin (50 mg/ml) (Veter. Lek.DB%, deionizovana
H,O 16,59%
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4.1.2.9 Restrikéni endonukleazy a jejich pufry

Restrikni endonukleazy a pufry Fermentas viz tab. 3.

Restrikéni endonukledza Pufr

BamHI BamHI pufr
EcoRlI EcoRlpufr
Ncol Tango yellow
Sacl Sacl pufr
Sall Orange

Smal Tango yellow
Xbal Tango yellow

Tab. 3. Pouzité restrtki endonukleazy a jejich pufry zfley Fermentas a jejich pufry.

Restrikni endonukleazy a pufry BioLabs viz tab. 4.

Restrikéni endonukleéaza

Pufr

BsaxXI

CutSmart™ Buffer

I-Scel

CutSmart™ Buffer

Tab. 4. Pouzité restriki endonukleazy a jejich pufry ztey BioLabs.

4.1.2.10Polymerazy a jejich pufry od TopBio

+ LA polymeréaza LO72 LA DNA Polymerases Mix (TopBio)
+«» LA pufr LO72 LA DNA Polymerases Mix (TopBio)

4.1.2.11Dalsi materiél

+ Adhezivni skla Polysine Adhesion Slides 1014326%(Mmo scientific)
% dNTP R0192 (Fermentas)

% Objektivovy mikrometr (Meopta)
% 0.C.T.™Compound 4583 (Tissue-T&k)
¢ Polysciences degtia 23258-1 (Polysciences)

% Zamrazovaci blkky Cryomold Biopsy 4565 (Tissue-Tek®)
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4.1.2.12P¥istroje

¢ Binolupa Stemi 2000 (Zeiss)

+ Centrifuga Hettich Universal 32 R (Hettich Zentgén)

+«» Centrifuga Mini Spin plus (Eppendorf)

s Countess® Automated Cell Counter (Invitrogen)

% Cycler PTC-100 (MJ Research)

+» Elektroforeticky zdroj Power station 300 (Labnetieimacional)
+¢ Fluorescetni binolupa Olympus SZX16 (Olympus Optical)

% Fluorescedini mikroskop Olympus BX40 (Olympus Optical)
% Kryostat CM3050 S (Leica)

++ Mikroinjektor IM 300 (Narisige)

¢ Mikrotom HM 310 (Microm)

% Nahivaci ploténka VD-1 (Vezas)

% NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop)

+« Vodni lazéaTechne TE 10D Tempette (Techne)

4.2 Metody
4.2.1 Konstrukce plazmidového vektoru

4.2.1.1 PCR amplifikace Katushka RFP

Templatem pro PCR amplifikaci sekvence Katushka RiyPkometné
dostupny plazmidovy vektor TurboFP635-C (Evrogeriy ©br. 5). Pipetdz pro
PCR reakci byla nasleduijici (viz tab. 5), celkerntylpfipraveny ti reakce po 5@l.

LA pufr (10x) 5,0 ul
DMSO 1,0 ul
dNTP (10 mM) 2,5 pl
forward primer - KATUSBAM_F (25 uM) 2,0 ul
reverse primer - KATUSXBA_ R (25 pM) 2,0 uL
pTurboFP635-C (1 ng/ul) 1,0 uL
LA polymerase mix 0,5 ul
H20 36ul

Tab. 5. Slozeni reg&ki snési pro PCR amplifikaci Katushka RFP genu.
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Casy pro amplifikani reakci v cykleru byly zvoleny podle tabulky:

94 °C 1 minuta

94 °C 30 sekund

60 °C 1 minuta — 30x
68 °C 1 minutu

68 °C 5 minut

Tab. 6.Casy pro amplifikani reakci v cykleru.

Produkty byly spojeny do jedné zkumavky do objerBQ fil. K amplifikatu
bylo piidano 25 pl 6x Krystal violet buffer. Amplifikat byelektroforeticky
precisten na 1% agar6zovém gelu a plazmidova DNA byla niéslextrahovana
pomoci kolonky Gel extraction kitu (Fermentas). KaélpeciSttného PCR
amplifikatu byla zkontrolovana pomoci elektroforéz$% agaordézovym gelem. Ke
vzorku byla ped nanesenim do gelufiggna 1/6 objemu 6x Loading Dye

(Fermentas).

4.2.1.2 Restrikéni reakce

Restrikni reakce byly standardnpiipraveny tak, aby obsahovaly 5 U
piislusné restriéni endonukledzy na 1 pg plazmidové DNA a objem L@xinil
1/10 reakce, zbyly objem ft¥ita voda pro injekce. Restiki reakce byly
inkubovany 1,5 hodiny ip 37°C ve vodni lazni. Proigiisténi restrikce byla
pouzivana kolonka GeneJET PCR Purification kit ifientas) podle instrukci

vyrobce. Elektroforeticka analyza byla provedend #taagaréze.

4.2.1.3 Zatupeni konai plazmidového vektoru a inseru

Zatupeni kon& bylo provedeno s vyuZitim Fast DNA End Repair Kitu
(Fermantas) podle instrukci vyrobce. Zatupeny wektoAGGS i insert, gen pro
Katushka RFP, byly iecistétny na 1% agardze s krystal violeti pomoci kolonek
GeneJET Gel extraction kitu (Fermentas) podle uksirvyrobce.

Vysledné reakce byly poslézéepisteny pomoci kolonky GeneJET PCR
purification kitu (Fermentas) podle instrukci vyoeb
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Po zatupeni a igiSttni byla provadna elektroforetickd analyza

plazmidového vektoru a insertu.

4.2.1.4 Defosforylace plazmidového vektoru

Defosforylace peciSttného vektoru byla provedena pomoci Rapid DNA
Dephos and Ligation kitu (Roche). Reakce byla imk@na 10 min  37°C,

inaktivace enzymu probihaldi5°C po dobu 2 minut.

4.2.1.5 Ligace

Pro ligaci insertu do vektoru byl pouzit Rapid Dephand Ligation kit
(Roche), pi ligaci bylo postupovano dle instrukci vyrobce. shdré byla
provedena transformace TOP10 bakterii digasnési. Bakterie byly vysety na

agaroveé misky s ampicilinem (Amp).

4.2.1.6 Transformace bakterii plazmidovou DNA

Transformace One Shot® TOP10 Chemically Competént coli
(Invitrogen) bakterii byla prov&da liga&ni smesi vytvaeného plazmidoveho
vektoru. Bakterie byly vysety na agarové misky spAra byly inkubovany
v termostatu $ 37 °C. DalSi den bylo vybrano 14 kolonii a byleoyedena

inokulace 3 ml tryptosofosfatového tekutého médikteriemi z kolonii.

4.2.1.7 Izolace plazmidoveého vektoru z bakterialni kultury

Pro bakterialni amplifikaci vSech vektobyly pouzivany bakterie One
Shot® TOP10 Chemically Competdatcoli (Invitrogen)

4.2.1.7.1 1zolace plazmidové DNA z velkého objemu bakterialnkultury

Izolace plazmidové DNA byla provedena z 300 ml baktni kultury
pomoci NucleoBondXtra Maxi kitu (MacheryNagel) diestrukci vyrobce.

K elutnimu objemu 15 ml v 50 ml kénické zkumavce byltidagno 10,5 ml
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isopropanolu a po kratkém zamichani nasledovala 80autova centrifugaceip
10.000 g.

. Supernatant byl slit a bylo afigagno 5 ml 70% etanolu. Nasledna
centrifugace probihalafip10.000 g 5 minut. Supernatant byl slit a peleyab
ponechana susit 10 min. Naslédyla peleta resuspendovana v 500 ul EB pufru (z
kitu gel extraction kit, Fermentas). Stanoveni larace plazmidové DNA bylo

provedeno naijstroji Nanodrop fi vinové délce 260 nm.

4.2.1.7.2 1zolace plazmidové DNA pro sekvenéni a restrikéni analyzy

Pro izolace menSich mnozstvi plazmidové DNAené pro restrini Ci
sekvenani analyzy byl pouzit PureYield Plazmid Miniprep.kZ 3 ml CAGGS-
Katushka kultury bylo odebrano 1000 pl, bakteridybgentrifugovany, médium
slito a bakterie resuspendovany v 600 pl vody. dl3SpBS2SK-CAG-Katushka
kultury bylo odebrano 1500 ul, bakterie byly cemgbvany, médium slito a
bakterie resuspendovany v 600 pl vody, vlastniaeel byla provedena podle
navodu vyrobce.

Elueni objem ¢inil 30 pl. Stanoveni koncentrace plazmidové DNA bylo

provedeno naijstroji Nanodrop fi vinoveé délce 260 nm

4.2.1.8 Sekvenace vektoru

Vzorky urené pro sekvenaci plazmidové DNA bylyfigraveny dle
instrukci Laboratte sekvenace DNA {F UK).

422 IVF

1xMMR s Gentamycinem se diky své vysoké iontoveé gduziva v rdmci
IVF Kk inhibici aktivace oplozenych oodyt 0,05xMMR se pouzivd po naneseni
spermii na oocyty pro vilastni oplozeni. 2% cysteinpouzivan pro odstrani
Zelatin6zniho obalu vyvijejicich se embryi.

1-3 dny ged experimentem bylyiipraveny roztoky 0,05xMMR, 1xMMR s
Gentamycinem a 0,05xMMR s Gentamycinem. 0,05xMMR gouzit k gipraw

1% roztoku agardzy, kterym se nasledtylévaly Petriho misky. Zpravidla ¢er
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pied IVF bylo Skolitelem déma samicimX. tropicalis aplikovano 15 U hCG
(Sigma-Aldrich), dalSich 150 U bylo aplikovano randen pokusu.

Kratce ged IVF (1-2 hodiny) byl namichan 2,2 % roztok cyste Poté, co
samice z&aly snaSet vajka (zpravidla 4-5 hodin po aplikaci druhé davky hCG
byl Skolitelem usmrcen samec v 0,4% roztoku MS-22%la jim vyjmuta varlata a
vloZena do misky s médiem L15 (Sigma-Aldrich) s 1BB& (Sigma-Aldrich). Do
9cm Petriho misky bylo vneseno pomoci pasterky mmalézstvi 1xMMR s
Gentamycin a do této kapky byly vykladeny@amice. Varle bylo
homogenizovano v 500 pl média L15 s 10% FBS. Vysldtbmogenat byl
nanesen na oocyty rozprieté v jedné vrstv Po kratké dobdochézelo
k navazani spermii na povrch oocytu. Po dvou matubylo do misky nalito
0,05xMMR (as 0), jehoz dobaiobeni byla 10 minut. Po odstéan MMR byl na
5 minut k oplozenym vajkam pridan 2,2 % roztok cysteinu. Nasledoyla vajtka
pienesena na misku vylitou agarézou s 0,05xMMR s @&@eytinem, kde byla
provedena selekce kvalitnich a Zivotaschopnych tzffilomnost tmavsi oblasti
po vniku spermie, velikost 0,9 - 1,0 mm, rovriwng zbarvena cytoplasma s jésn
vizuélre odclenou animalni a vegetativni polovinou). Vyselektog zygoty byly
dale pouzity v ramci transgennich a transplaritzh experimerit

4.2.3 Transgeneze

Transgeneze se vyuziva k tvérigeneticky modifikovanych organism
Principem je peneseni cizorodého genu do zkoumaného organismuta8o
vektor jsoucasto reportérové geny (GFP, RFP atp.). Agens nésmarody gen
byva vir nebo plazmid. i® zabudovani vneseného genu do germinalni linie
recipienta je mozné po dalSictizenich ziskta jedince, kieexprimuji dany gen ve
vSech biikdch svéhoda. Takové biiky, stabilré exprimujici Zadany gen, se pak
mohou pouZivat pro transplatité experimenty.

Pro vneseni plazmidové DNA nesouci gen pro KatushkB do genomu
recipienta byla pouzivana I-Scel meganukleaza.

Pred IVF byla namichana reakce nami vysmého plazmidového vektoru
s I-Scel meganukledzou. Zasobni plazmidova DNA ckatraci 1987 ng/ul byla
20x Zedtna do vody pro injekce. Do 1gl H20O bylo gidano 4 ul fedné
plazmidové DNA, 2ul I-Scel pufru a 2ul I-Scel meganukleazy. Reakce byla
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pirenesena do vodni lagrkde probihalaip 37°C po dobu 45 minut. Po d&imuti
¢asoveho limitu byla mikrozkumavka s reakci vyjmatézré a ihned umisha na
led. Po upraveni poZzadovanéhdrpéru skleréné kapilary bylo ful reakéni snesi
umistno na parafilm a roztok byl aspirovan do kapilapmwci mikroinjektoru.
Injekéni tlak cinil cca 8,5 psi. Objem vpravované &n byl upraven na
objektivovém mikrometru v kapce parafinového ol&, aby byly do zygot
vnaseny 4 nl reaki snesi (40pg plazmidové DNA).

Nasledna mikroinjekce byla prowath v roztoku ficollu. Kapilara
penetrovala zygotu na animalni sttanthlu mezi 30° - 50° a re&hi snes byla
vpravena lehce pod povrch jednobémeho embrya. Po transgenezi byla embrya
pirenesena na misku vylitou agarézou s 0,05xMMR s &@eytinem a ponechana

k dalSimu vyvoji.

4.2.4 Transplantace TSC

Transplantace byla prové&sh obdobnym zjsobem jako transgeneze za
vyuziti mikroinjetoru (viz kapitola 4.2.3). Trangpitace probihala v miskach
vylitych agarézou s roztokem 0,05xMMR. Misto pladmivSak byly do embrya
vpravovany TSC hiky ozna&ené vitalni bardikou PKH26. Tato bartka se vaze
do membrany buk a po utité dokE se vyedi (v tomto pipad by v idealnich
podminkach ra byt fluorescence patrna az 100 dni). Omezena €flabrescence
je nevyhoda oproti hikam stabil@ exprimujicim reportérovy protein. Kir lepSi
charakterizaci nabarvenych TSCs bylaégna jejich viabilita 10 minut po vyjmuti
z termostatu.

Transplantace byla prové&th do gkolika vyvojovych stadii, a to do stadia
blastuly, stadia 41 a stadia 46. Koncentracesbwpravovanych do embrya byla
volena podle vyvojového stadia embrya a podle mis@am byly buiky
mikroinjikovany. Buiky byly fedény v médiu s LIF faktorem.

Do blastul byly beiky vpravovany do blastocoelu, a to wWpocca 100
burgk. Do ventralniho peritonea (viz Obr 4.) pulce &ath bylo mikroinjikovano
také 100 bu&k. Z objemovych dvodi byla transplantacestSiho p&tu burek
provadina pouze do dorzalniho peritonea (viz Obr 4.). ¥&nicast peritonea i
blastula jsou pro tak velké ¢ty injikovanych bugk prilis malé. Do dorzalniho
peritonea pulé stadia 41 bylo injikovano 100, 250, 500 a 1000:engch busk.
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Pro snadnou manipulaci s pulci bylo do 0,05xMMRi@no rekolik kapek
uspavaciho roztoku MS-222.

Obr. 4. Vlevo: pulec, stadium 46, Sipka oame misto vpichu do oblasti ventralniho peritonea.
Vpravo: Pulec, stadium 46, Sipka ozoge misto vpichu do oblasti dorzalniho peritonea.

4.2.5 Analyza transgennich a transplantovanych embryK. tropicalis

Analyza pul@ in-vivo nebo naslednyctkezovych preparétbyla provadna
pomoci fluorescamiho mikroskopu Olympus BX40 (Olympus Optical) a
fluorescerni binolupy Olympus SZX16 (Olympus Optical). K Zimypulaim se
pro &ely analyzy pidavalo rekolik kapek roztoku MS-222.

4.2.6 Pr¥iprava fezovych preparafi

Pro gipravu vSech typ preparai byly blastuly a pulci ve stadiu 41, stadiu
46, i starSi nejidve umistni pres noc do 3,8% formaldehydu v 2/3 PBS.

4.2.6.1 Preparaty pro kryosekci

Metoda kryosekce se pouziva prezani vzork bez pouziti parafinu.
Kvalita rezi je zpravidla nizSi, nez u parafinovych, ale dimnti, Ze vzorek neni
prosycovan alkoholovotadou, je tato metoda vhodné fechnikach vyuzivajicich
vitalni barveni barekou PKH26.

Princip je zalozen n#&ezani tkanki celého embrya i teplo€ pod bodem
mrazu (zpravidla mezi -15°C az -25°C). Kryostavydaven chlazenou komorou,

nozem a ploténkami, na které se upge vzorek pomoci O.C.T.. Prdzné tkag
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je mozné zvolit variabilni teplotu chlazené komombjektu samotného aiznou

tlous’ku fezu.

4.2.6.1.1 Material zalévany a mrazeny v O.C.T.

O.C.T. je specialni médium gelového charakteruréktebsahuje ve vad
rozpustné glykoly a pryskige. Poskytuje vhodnou oporu piezani vzork pii

teplotach nizsich, nez -10°C.

4.2.6.1.1.1Preparaty neprosycené sachar6zou

Tato metoda byla pouzivana hlgva paiatenich stadiich mé diplomové
prace a poziji pouze pro vytvéeni prepardt slouzicich k dalSi vaztRNA sond.

Pulci byli rano vyjmuti z formaldehydu a naslé€doieneseni na hodinu do
0,1%Tritonu ve 2/3 PBS a poté promyvani 1 hodin@/¥ PBS. Pak byli pulci
pieneseni do blki TissueTek a umihi do mrazaku -70°C.

Pro vytvaeni prepardi, které maji byt ueny pro aplikaci RNA sond na
fezy, byli pulci po vyjmuti z formaldehydu promyvatd minut v 2/3 PBS. Poté
byli pulci preneseni do blkku TissueTek a umi&hi do mrazaku -70°C.

4.2.6.1.1.2Preparéty prosycené sacharézou

Sachar6za se vyuziva jako kryoprotektant zalgfei tvorke krystah pii
mrznuti tkani. Poneni celého embrya do sachar6zy umozni proniknatoko do
organismu a i naslednéntezani zaréi lepsi kompaktnosea.

Pulci byli umiséni do 40 ml 2/3 PBS, kde byli promyvani 1 hodinti p
pokojové teplat. Pulci byli geneseni do 40 ml 4% sachar6zy v 2/3 PBS, v tomto
roztoku byli 3x15 minut promyti. N&sledioyli pulci preneseni do 30% sacharozy
v PBS, kde byli ponechaniigs noc v chladice. Po vyjmuti z chladéky byli
pulci 3x15 minut promyti v 40 ml 30% roztoku sadmy v destilované vad Pulci
byli nasled® osuSeni papirovym kapegkém a umisini do 1 ml roztoku 30%
sacharozy ve vadOCT (1:1). Takto byli pulci inkubovéni 2 hodinyigpokojove
teplo€, pak vyjmuti z roztoku a na hladké deséevpstveni OCT, vyjmuti, vioZeni
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a napolohovani v zamrazovacich ddich TissueTek &erstvym OCT a zamrazeni
v mrazéku pi -70°C.

4.2.6.1.2 Preparaty zalévané do Zelatiny

Tuto metodu jsme zali pouzivat pro lepsi soudrznastzi. Zelatina lépe
vyplni dutiny embrya &ezy pak nejsou tolik potrhané jak&i pamrazeni v O.C.T..

Pulci byli 2x5 minut promyti v 2/3 PBS. Nasledhnyli premiséni do 7,5%
sacharozy v 2/3 PBS do chlatky na 2,5 h. Poté bylitpneseni do 15% sacharozy
v 2/3 PBS do chlad#ky na 2,5 h. Po vyjmuti z chladikly byli pieneseni do 7,5%
Zelatiny v 15% sacharéze, kde byli inkubovani velniolazni (37°C) pes noc.
DalSi den byli pulci peneseni do 15% Zelatiny v 15% sachardze, kde byli
inkubovani ve vodni lazni (37°C)gs noc. Nasledujici den byli puldigmeseni do
20% Zelatiny v 15% sachar6ze, kde byli inkubovanvadni lazni (37°C)igs noc.
Pulci byli preneseni a napolohovani v Zel&tim Polysciences desgte a nasledn

zamrazeni v -70°C.

4.2.6.2 Kryosekce

Teplota chladici komory byla volena zpravidla koleg®°C. Blaky se
zamrazenym embryem byly néjde dezany nozem odipbyt&né vyplre tak, aby
vlastni embryo vygilovalo co nejetSi plochuiezu. Zmrzly vzorek byl upe¥n na
chlazenou ploténku pomoci O.C.T., ponechan zatutamasled# narezan.Rezy
byly umisgny na specialni podlozni sklo s adhezivni Upraviie(mo scientific).
Silatezi byla variabilni, a to 8-3n, v zavislosti na typiezaného objektu i typu
prosyceni. Blastuly bylyezany na 25-30m, pulci mrazeni do O.C.T. na 12-jif
a pulci zamrazeni do Zelatiny na 10-lsh. Narezané vzorky byly umigty do
mrazaku o -20°C (O.C.Tezy) nebo do chladtky (zelatinov&ezy).

4.2.6.2.1 Dezelatinizace

Tato metoda se pouZziva pro odstrarzelatiny z jiz neezanych preparéat
Byl piipraven dezelatinizujici roztok, ktery byl naslédve vodni lazni
(37°C) rozekét. Skltka se vzorky byla téZ nehta na nativaci ploténce (37°C) a
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nasledd pondena do teplého deZelatinizujiciho roztoku. Poté tsklitka omyta

v destilované vogla usuSena na nawaci ploténce.

4.2.6.3 Preparaty zalévané do parafinu

Klasickou metodou uZivanou pro vykemi preparatu préezani je zalévani
tkare nebo celého organismu do parafinu.

Po vyjmuti pulé (blastul) z formaldehydu byli asi 1 hodinu promgvae
vodovodni vod (voda byla Sestkrat &néna). Nasledovalo jejich odvodmi
ve vzestupnéad etanolu (30, 50 a 80%), vzdy 3x5 minut v kazdécdemtraci. V
100% etanolu byli pulci (blastuly) ponechani podz& minut. Nasledhbyli pulci
(blastuly) geneseni do benzenu na 2x10 minut @pg@d blastul pouze 2x5
minut). Nasleda byly vzorky geneseny do benzparafinu a ugrigtdo termostatu,
kde byly ponechany po dobu 20 minut. Rehto 20 minutach byly vzorky
pieneseny do parafinu a @pdany do termostatu na 1 hodinu, pakddostvého
parafinu ve forntice a napolohovany. DalSi den byly vzorky vykloperfgrmicky

a vyfiznuty. Takové vzorky bylyifpravené praezani na mikrotomu.

4.2.6.4 Rezani na mikrotomu

Parafinové bléky byly nejdive arezany noZzem odipbyt&ného parafinu
tak, aby embryo vygibvalo co nej¥tSi plochurezu. Nasled& byl blocek upevin
na mikrotom aezan na tlouku 6-10um. Po penesenfezi na sklo byla naezy
aplikovana destilovana voda, diky kteréfery napnuly. Poté byla skla ponechana

na vyhivané ploténce do dalSiho dne.
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5 Vysledky
5.1 Konstrukce plazmidu

Finalni plazmid I1SpBS2SK-CAG-Katushka byl zkonstran podle
nasledujiciho schématu:

f JHsv TK TurboFP635
poly A

y wy pTurboFP635-C
/ vector 4.7 kb

116 Sall (1)

4476 Scal (1)
4365 Pvul (1)
AmpR 4587...3928

HCMVIEE 135...493
e Sva0 494 Ncol (2)
\ Kan'/Neo poly ﬂ*‘,

_%\"405 s f1 ori

Sv40,
o

CAG pro 505...1746

925-Bamtl| (2)
SV40QorifpA' 2592...2922
2679 Ncol (2)
2586 BamHl (2)

q EcoRlI (2)

1855 EcoRl (2)
eta-globin pA 1936...2384

ISpBS2SK+TurboFPGALAFF
ca 4. 2xb

Obr. 5. Schéma konstrukce plazmidového vektoru.ripdrP635-C vektor byl pouzit pro PCR
amplifikaci Katushka RFP. Amplifikat byl vlozen Z2AG promotor vektoru pCAGGS a vysledna
kazeta CAG-Katushka RFP pak byla vyjmuta a vlozdméinalniho vektoru ISpBS2SK mezi &l
Scel mistaCerverg jsou vyzndena dilezita restrikni mista. U pCAGGS vektoru jsou vyzema

mista Sall, BsaXl a EcoRI (ot&®ni plazmidu pro vlozeni Katushka RFP), u ISpBS2&Ktoru
jsou oznéené |-Scel mista.
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Pro PCR amplifikaci genu pro Katushka RFP byl pbpZurboFP635-C a
k tomu odpovidajici primery KATUSBAM_F a KATUSXBA .R

Kvili ovéreni spravnosti sekvence ziskaného vektoru pCAGE&S by
provedena restrini analyza, a to restitkimi endonukleazami Sall, BsaXl a Eco
RI — pro oteveni vektoru a restrini endonukledzou Ncol pro analyzu spravné
orientace vektoru. Pro ot&ni plazmidu pCAGGS zaeélem vloZeni genu pro
Katushka RFP byla pouZzita EcoRI. Naslednym zatupedéfosforylaci a ligaci
byl vytvoren plazmid obsahujici CAG promotor a gen pro KatadRFP.

Restrilkéni analyza CAGGS-Katushka byla provedena Sall aHBaanzymy.

Otevweni vektoru ISpBS2SK bylo provedeno Smal restik
endonukleazou. Pro vy§teni kazety CAG-Katushka byly pouzity enzymy BsaXI
Sall. Ligaci CAG-Katushka do ot&aného vektoru ISpBS2SK byl ziskan plazmid
obsahujici n4s konstrukt mezicwi I-Scel misty.

Restrikéni analyza pomoci BamHI dfa potvrdit spravnou orientaci kazety
CAG-Katushka RFP v ramci finalniho vektoru ISpBS26KG-Katushka, a toip
ziskani Usek o délce 834, 1130, 1651 a 2980 bp. Elektroforétekalyza ukazala,
Ze spravnou orientaci vykazuji vzor&iglo2,3,6,7, 11, 13 a 14 (viz obr. 6).

M i1 2 3 4 56 7 M 8 9 10 1112 13 14 M
Obr. 6. Vysledky restriéni analyzy BamHI. M - marker, 1-14 - vzorkyerné Sipky oznuji klony

se spravnou orientaci insertu.
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Restrikeni analyza pomoci Xbal &a potvrdit spravnou orientaci finalni
kazety CAG-Katushka RFP v ramci finalniho vektddpBS2SK-CAG-Katushka,
a to ziskanim Uséko délce 834, 1130, 1651 a 2980 bp. Elektroforétahkalyza
ukazala, ze Useky o spravné velikosti byly ¥gény u vzorku 2, 3, 4, 5, 6, 11, 12,
13, 14 (viz obr. 7).

M 1 2 3 4 56 7 M 8 9 1011 12 13 14 M
Obr. 7. Vysledky restriéni analyzy &tpeni restriktazou Xbal. M — marker, 1-14 — vzorkgrné

Sipky ukazuji spravnou velikost v¢peného insertu.

Ze ziskanych dat bylorgjmé, Ze spravnou orientaci a velikost vykazuji
vzorky 2, 3,6, 7,11, 13 a 14.

U vybranych klof byla stanovena koncentrace DNA (viz tab. 7).

klon¢. 2 306 ng/pul
klon¢. 3 406 ng/ul
klon¢. 6 249 ng/ul
klon¢. 7 222 ng/ul
klon¢. 11 255 ng/ul
klon¢. 13 281 ng/ul
klon¢. 14 215 ng/ul

Tab. 7. Koncentrace DNA u vybranych kiowmykazujicich spravnou orientaci.
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Naslednd restrikce Sacléta vektor otevit za vzniku fragmentu dlouhého
6595 bp. I-Scel meganukleazalm vysepit insert o velikosti 3795 bp. Restrikce
byla provedena u vybranych kid2, 3, 6, 7, 11, 13 a 14 (viz obr. 8).

VSechny analyzované plazmidové DNA vykazovalyelavané délky
restrikknich fragment. Pro sekvenmi reakci byly vybrany klony 3, 6 a 13.
Spravna sekvence inzertu byla zjit u klonu 13. Tento klon byl vybrdn pro maxi
izolaci plazmidové DNA, poté byla stanovena konwcg DNA na 1987 ng/pl.

M S I S I M S| S I M S | S| M S | M
Obr. 8. Vysledky restrikni analyzy Sacl a I-Scel u sedmi vybranych klad — marker, S — vzorky

Sttpené Sacl, | — vzorky &tené I-Scel.

5.2 Priprava transgennich jedinai X. Tropicalis celo®lné exprimujicich
Katushka-RFP

Metodou I-Scel zprogtdkované transgeneze byl vnesen gen pro Katushka-
RFP do recipientniho embrya v jednobtmem stadiu. Jedinci, u kterych byla
transgeneze U8pna, naslednexprimovalicerveny fluoresceatni protein.

Exprese byla hil celo€lova, kdyz se gen zaintegroval do jedné blastomery
v rdmci dvoubui&ného embrya (viz obr. 9, 10), na jedné polévita, kdyZz se gen
zaintegroval do genomu v dvoulidném stadiu (viz. obr. 11), nebo mozaikova.

BohuZzel vzhledem k nizké viabdipulai (viz graf 1, tab. 8) v pozBim vyvoji se
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mi nepodélo odchovat dosglou Zabu, ktera by exprimovala reportérovy gen a
mohla jej gedat do dalSi generace.

| mm

Obr. 9. Pulec, stadium 47, exprimujici célové Katushka RFP, pohled z ventralni strany.

I mm

Obr. 10. Pulec, stadium 47, exprimujici célot¢ Katushka RFP, pohled z dorzalni strany.
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| mm

Obr. 11. Pulec, stadium 46, exprimujici KatushkaPRFpolovirg svého &la, pohled z dorzalni

strany.

Priamérna viabilita pulc @ po transgenezi

100%

90% \

80% \

70% \

60% \

50% \

40% \

30% \

20% \

10% —

0% T . .

0.den 1. den 2.den

Graf 1. Procentaipzivajicich embryi prvnfitdny po transgenezi. Data celkem ze 7 transgenezi.
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0. den 1. den 2.den
Priimérna viabilita absolutné 222,86%3,37 30,14+2,41 19,43+1,08
Prdmérna viabilita procentuelné | 100% 14% 9%

Tab. 8. Piimérna viabilita embryi prvnitt dny po transgenezi. Data celkem ze 7 transgenezi.

5.3 Transplantace TSC do blastul a pulé X. tropicalis

Pred transplantaci ztanych TSC do embryi¢i pulct X. tropicalis byla
zmeiena jejich viabilita pomoci ifstroje Countess Cell Counter (Invitrogen).
Zivotaschopnost buk se pohybovala kolem 96%.

Transplantani experimenty byly zpgtku provadny u pludi ve stadiu 46
do oblasti peritonea (viz obr. 9.). Do piulbylo vpravovano 100 TSCs, které byly
nabarveny vitalni bartkou PKH26. Nasledhbyla pozorovana migrace zteaych
burgk v embryu. Biiky migrovaly gevazre do oblasti Seva a ocasu (viz obr. 12.

13). Viabilita puld 2. den po transplantaci byla 86% (viz graf 2).

Transplantace 100 TSCs do ventralniho peritonea
stadia 46
100% ¢ ‘\
90% —
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0% T . .
Viabilita 0. den po Viabilita 1. den po Viabilita 2. den po
transplantaci transplantaci transplantaci

Graf 2. Vyjadeni viability puldi po transplantaci 100 TSCs do ventralniho peritatédia 46.
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I mm

Obr. 12. Po transplantaci TSCs do ventralniho geeid pulce st. 46 migrovaly #iky dorzal® a do

oblasti steva. (Pulec, stadium 47, pohled na ventralni sjtanu

I mm

Obr. 13. Po transplantaci TSCs do ventralniho gee# pulce st. 46 migrovaly itky dorzal a do

oblasti steva. (Pohled na ventralni stranu, stadium 47, Rletai
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V dalSich experimentech byly jako recipienti vyéry blastuly X.
tropicalis. Do blastocoelu bylo vpravovano 100 BkinNasled® byla pozorovana
migrace busk prevazié do oblasti seva (viz obr. 14, 15). Bmérna viabilita 2.
den po transplantaci byla 82%.

Transplantace 100 TSCs do blastul

100% \

90% ———

80% —

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0% . T )
Viabilita 0. den po Viabilita 1. den po Viabilita 2. den po
transplantaci transplantaci transplantaci

Graf 3. Vyjadeni viability puldi po transplantaci 100 TSCs do blastul.

Obr. 14. Po transplantaci do blastuly migrovaly ESI0 oblasti $eva. (Stadium 30).
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Obr. 15. Teti den po transplantaci TSC do blastuly byla pozény migrace zri@nych busk

prevazrg do oblasti seva.(Pulec, stadium 46, dorzalni strana).

Pri transplantaci butk do oblasti dorzalniho peritonea puktadia 41 byla
nasledd pozorovana migrace TSCs do oblasti srdce, proseffilavy a seva (viz
obr. 16, 17, 18, 19, 20). Viabilita 3. den po tg@astaci byla fi poctu: 100 bugk
98,5%, 200 bukk 98,3%, 500 butk 93,9%, 1000 butk 91,7%.

. - -

Obr. 16. Mikroinjekce TSCs v gtu 100 ks byla provémha do pulce stadia 41 do oblasti dorzélniho

peritonea. Druhy den byla patrnd migracedbuio oblasti pronefros. (Pulec, staddium 46)
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Transplantace TSCs do dorzalniho peritonea
stadia 41

99%
98% \ —&—Transplantace 100

97% \ TSCs

96% \\ == Transplantace 250
959%, TSCs
94% \A —#—Transplantace 500
93% TSCs

0,
925’ Transplantace 1000
91% TSCs
90% T T 1

Viabilita 1. den Viabilita 2. den Viabilita 3. den
po transplantaci po transplantaci po transplantaci

Graf 4. Vyjadeni viability puld prvni #i dny po transplantaci TSCs do dorzalniho peridone

Srovnani #iznych p@ti mikroinjikovanych bugk.

I mm

Obr. 17. Mikroinjekce 500 TSCs byla provad do pulce stadia 41 do oblasti dorzalniho pestion
Druhy den byla patrna migrace lilirdo oblasti srdce aisiva. (Pulec, stadium 46, ventralni strana).
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Obr. 18. Mikroinjekce 500 TSCs byla pro¥aa do pulce stadia 41 do oblasti dorzalniho pegdion
Druhy den po transplantaci itky migrovaly do oblasti pronefros a hlavy. (Pulestadium 46

dorzalni strana).

1 mm

Obr. 19. Mikroinjekce 500 TSCs byla pro¥aa do pulce stadia 41 do oblasti dorzalniho pegdion
Druhy den po transplantaci migrovalyitiy do oblasti genitalnich ryh. (Pulec, stadium dérzalni

strana).
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14 dni po transplantaci do dorzalniho peritoneao hyatrné, Ze doslo
k redukci p@tu burek, ale zaroveé bylo mozZné pozorovat stabilni obsazeni

piislusnych orgainustanovenymi populacemi btk

Obr. 20. Mikroinjekce 250 TSCs byla pro¥aa do pulce stadia 41 do oblasti dorzalniho pegdion
Po 14 dnech bylo mozné rozliSit populace #dum pronefros a srdci, vetst® je jiz patrna silna

autofluorescence. (Pulec, stadium 50, ventralahsiy.

Analyza pulé& po 14 dnech od transplantace ukazala, ze TSGagtj

migrovaly do oblasti pronefros a srdce (viz tab. 9)

Oblast pronefros 69,20%
Oblast srdce 38,50%
Oblast steva 23%
Oblast hlavy 23%
Epidermis 7,70%
Genitalni ryha 7,70%

Tab. 9.Vyskyt TSCs 14 dni po transplantaci 250-1000&kwn pozitivnich jeding.

5.4 Histologické preparaty ranych vyvojovych stadiiX. tropicalis

Kvalita fezovych preparét se vyraza liSila. Pro @&ely analyzy bylo
zasadni, aby byly néezech zachovany utkgici se gonady. ®odni vzorky, které

byly zalévany do O.C.T. bez prosycovani sacharOagly na rezech znéné
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potrhané a &Sina struktur uvnit fezu chyBla, protoZe se vydrolila v fibéhu
tezani Casto byly patrné Gtrzky tkani uvhiezi (viz obr. 21).

Obr. 21.Rez pulcem, ktery byl bez prosyceni zamrazen v Q.2@3eni 400x.

Vzorky prosycované sachardzou a zalévané do Ol§yly.zachovalejsi a

bylo na nich mozné sledovat vice ¥nith struktur embrya (viz obr. 22).

Obr. 22.Rez pulcem (stadium 41) prosycovanym v sacharozéskeadi zamrazenym v O.C.T. Na
obrazku jsou patrné ZRizvyrazrgné TSC, které byly transplantovany ve stadiu blgs@vétSeni
115x.
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Histologické fezy z embryi, kterd byla prosycovana Zelatinotengsly
nejlepsi vysledky, co se kompaktnosttdy Nafezech byla zachovanaitsina

vnitinich struktur embrya (viz obr. 23).

Obr. 23.Rez pulcem, ktery byl prosycovan Zelatinou a mrazéelatiré. V oblasti steva je patrna

autofluorescence. 2t8eni 115x.

V prab¢hu testovani jednotlivych metodipravy histologickychiezi bylo
zjisténo, Ze etanol ma velmi negativni vliv na stabifltiorescence vitalni bargky
PKH26. Vzhledem k tomu, Ze etanol je pouzivan jakaidlo v ramci
deZelatinizace a v ramcifipravy parafinovychiezi Ize shrnout, Ze jako
nejvhodrjSi pro gipravu histologickychrezi se jevi dva postupy: 1) prosyceni
casného embryai pulce v sacharéze s naslednym zamrazenim v Q.6€bo 2)

piiprava Zelatinovych prepatébez finalni dezelatinizace.
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6 Diskuse

Studium migrace a diferenciace PGCs a SSCs jsamndlarovadny na
mySim modelu (najiklad Anderson et al., 2000, Brinster, 2002) fégpnesporny
vyznam experimefit na mySich pro aplikovanou medicinu, s sebou tyto
experimenty nesoucasto metodologické problémy v vyvoji embryi
podmirgnému v &le matky. ®mto problénim nemusicelit experimenty s
organismy ze skupin nizSich obratldyeyb a obojzivelnil. U nizSich obratlout
byly studie na PGCs a SSCs pro&dy hlavreé na rybim modelu. V roce 2008 byla
publikovana studie na daniiD&nio rerio a Danio albolineatus), ve které byla
mezidruho¥ transplantovana pouze jedind PGC. tijemce byl undle zastaven
fyziologicky vyvoj gonady pomoci antisendead end morpholino oligonukleotidu
- dead end protein je sotiasti zarodéné plazmy a jeho knock down tgobi
neschopnost PGCs migrovat do genitalnich ryh, aade\k zaniku pohlavni linie
(Weidinger et al., 2003). Byla pozorovana migracangplantované hiky do
genitalnich ryh, kde se mnozZila a dala vzniknoutkémi gonad (Saito et al.,
2008). Zzjistni, Ze pouze jedina bhka st&i k vytvoreni funkni gonady, ma
zasadni vyznam pro mozné terapeutické vyuziti @ takmeéni vyuziti v ramci
asistované reprodukce hosptaky vyznamnych ryb.

Hlavni naplni mé prace bylo studium migného potencidlu TSCsK
tropicalis z kultury zaloZené v laboraioskolitele. Testikularni kmenové tiky X.
tropicalis vykazuji mnoho znak kmenovosti: in-vitro tvori charakteristické
shlukové struktury, vykazuji pozitivni reakci n&kalickou fosfatazu a exprimuji
razné transkripni faktory charakteristickych pro kmenovénky (kif4, oct4 atp.).

Jak bylo uvedeno, jednim z &imé diplomové prace byla konstrukce
plazmidového vektoru, ktery by u transgennich jetlunmozioval celo€lni expresi
cerveneho fluoresceéniho proteinu vetné pohlavni linie. Bmto podminkam
nejlépe vyhovuje CAG promotor. Geny pod kontroloAGC (CMV enhancer/
chickerpactin) promotoru vykazuji stabilni a silnou expresi veedl$ tkanich,
veetrg burek zarodéné linie a je mozné tento promotor vyuzit i u obaiika
(Sakamaki et al.,, 2005)Proto byl tento promotor vyuzit ifip konstrukci

plazmidového vektoru.
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Jako reportérovy gen byl zvolen Katushka fluora&aeprotein (Katushka-
RFP). Tento jen gen byl pouZit proto, Ze se jednd@elice stabilni protein a
Vv porovnani s jinymicervenymi proteiny vykazuje stab#jSi expresi a mensSi
toxicky efekt (Shcherbo et al., 2007).

REMI (restriction enzymemediated integration) bgittve ¢asto pouzivanou
metodou pro transgenezi u Xenopa. Tato metoda sit@menala vyrazné
zefektivréni transgeneze, avSakiiqasela komplikace v podsdb poskozeni
chromozond a zabudovani mnohonasobnych kopii konstruktu adome (Kroll a
Amaya, 1996, Hartley et al., 2001)érito zasadnim probléim pi transgenezi
jsme predeSli pouzitim |-Scel meganukleazy. Jedna se moeysspecifickou
restriktazu, nespi akceptorovou DNA a navic pomah#& mtegraci exogenniho
genu do hostitelskeho genomu (Plessis et al., 1©Baulika et al., 1995, Therems
et al., 2002). I-Scel meganukledzova aktivita mdgsre vyuzita [ transgenezi u
rybiho modelového organismu dania pruhovaného. BytEno, Ze k silné expresi
vneseného genu dochazi uz v FO generaci, a to diglyléemu zabudovani genu do
akceptorového genomu v jednoktiném stadiu. Navic dochazelo k vysoce
efektivni integraci vneseného genu do zétoéelinie gijemce (Therems et al.,
2002). K podobnym poznaikn jako u dania doSly i experimenty s |-Scel
transgenezi u Xenopa. Bylo potvrzeno, Ze expreperté&rového genu je nejen
rovnomnerna, ale i mira feziti transgeh je vysoka (Pan et al., 2005). Diky vySe
zmintnym poznatkm byla I-Scel meganukledza vyuZitai prloZeni kazety
obsahujici CAG-Katushka do genomiijgmce.

V ramci transgennich experiménse mi pod#lo ziskat rkolik pulca
celot€Iné exprimujicich ¢rvenych fluorescemi protein. Nicméa diky nizké
viabilité¢ téchto puld@, pramérné 9% z mikroinjikovanych jedinc 2. den po
transgenezi, Zzadny z nich nedosahl stadia pobldesg@lého jedince. Toto se vSak
poddilo Skoliteli, ktery odchoval dosjé Zaby, celatiné exprimujici Katushka-
RFP. Po dosahnuti pohlavni désti bude cilem zkzeni €chto zab s wild-type
jedincem ziskani F1 generace exprimujici RFP. Tiwhelbdokézano, Ze dany rodi
exprimuje reportérovy gen i v zarage linii burek. Linie testikularnich
kmenovych bu#k, zaloZend z varlatéthto F1 jediné poslouzi pro studium
migrace a diferenciace TSCsXu tropicalis. Diky stabilni expresi reportéroveho

genu bugk, bude moci studium probihat po celou dobu vyyegiénce.
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Transplantace PGCs do peritonedlni dutiny byladawa na rybim modelu,
kdy byla nasled& pozorovana migrace bék do genitalnich ryh (Takeuchi et al.,
2003, Okutsu et al., 2006). Metodu transplantacerdonea jsem pouZzila i ve své
praci, kdy jsem za misto mikroinjekce volila starttta ventralni peritoneum jako u
transplantaci u ryb, i oblast dorzalni peritonedininy (viz obr. 4). Déale jsem pro
transplanténi experimenty pouZzivala stadium blastuly, kdy dylsiky vpravovany
do blastocoelu. Bylo zji8ho, Ze TSCs jsou schopné migrovat do entodermalnich
(sttevo), mezodermalnich (srdce, pronefros), i ektodérioh (epidermis, nervova
soustava) struktur vyvijejiciho se embrydi fansplantaci vitaléh oznaenych
TSCs do blastuly byla naslefipozorovana migracédhto burtk hlavré do oblasti
streva. Stejt jako u rybiho modelu transplantace do tak ranéhdia tedy nevedla
k migraci burk do genitalnich ryh (Takeuchi et al., 2003).1By transplantované
do ventralniho peritonea pulce stadia 46, migroyabvazié do oblasti seva,
dorzalré nad stevo a do ocasu. Transplantace #udo dorzalniho peritonea pulce
stadia 41 vedla k nejrozsahlejSim migracim dsun ramci ¥tSiny organovych
struktur a os¥dcila se jako nejefektiv)Si metoda transplantace. iy migrovaly
do oblasti pronefros, srdcefesta, hlavy a genitalnich ryh. &erstw vylihnutych
rybich embryi byl péet transplantovanych PGC 90 ks (Okutsu et al., g@sem
experimentovala u transplantaci do dorzalniho @eed s iznymi pdty
mikroinjikovanych bugk. Podle dekavani byla viabilita putc nejnizsi pi
nejvysSim mnozstvi injikovanych b&k (1000 ks). V porovnani se skupinou se
100 transplantovanymi tilsami byl vSak 3. den po transplantaci rozdil vebiligs
pouze 6,8 %. Pro transplatité experimenty se jevi jako nejide&i mnozstvi
transplantovanych bgk 250-500 ks, kdy je umrtnost padlmizka a mnoZzstvi
burgk dostaténé pro vytvéeni viditelnych populaci ve vyvijejicim se embryu.
Nizkd amrtnost pult po transplantaci, ifes extrémni piy transplantovanych
burék se da interpretovat tak, Ze transplantovanéypunejsou pro embrya nijak
rizikovym faktorem.

Pluripotentni biiky jsou z hlediska biomediciny nejzajinggsi skupinou
kmenovych bugk, protoZe mohou dat vzniknout orgém a tkdnim vSechig¢ch
zarodenych listi. Mezi pluripotentni biikky fadime ESCs z preimplantovanych
embryi, IPSC a dale bky odvozené z PGC (Donovan a Gearhart, 2001, Danova
a de Miguel, 2003, Takahashiyamanaka, 2006). DalSi pluripotentniiky byly
odvozeny z kultury SSCs, kdyi@eme mluvit o kultie pluripotentnich
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kmenovych bugk odvozenych od germinalni linie (GPSCs). Tytakuvznikaji
z kultury SSCs spontaamo 4-7 tydnech bez petby genetické modifikace.
GPSCs maji potencial regenerovat nervovou,csrigbematopoetickou tkéa dalsSi
tkare (Fagoonee et al., 2011). Podle mych vysigjgkz hlediska migrace tato
charakteristika vlastni i TSCs odvozenych z vgdeenilnich sami X. tropicalis
PrF UK, a je tedy mozné usuzovat, Ze maji ppadiobré pluripotentni charakter a
jedna se o GPSCs. Vzhledem k novym poziratk TSCs jeteba tuto kulturu déle
charakterizovat a prozkoumat moznost jejiho dalsihZiti. V sodasné dobv
laboratdi Skolitele zji¥ovan expresni profil TSC pomoci RT-PCR a v negiliz
dokz také pomoci Solexa Illlumina a paralelnimho cDNRvesovani. Cilem
dalSich experimeitbude vytvaéit embrya, ktera nebudou mit vlastni pohlavni linii
burgk. K tomuto @&elu bude vyuZzito morpholino oligonukleotighroti Xenopus
Dead end mRNA, ktera je specificky lokalizovansavadéné plaznd (Horvay et
al., 2006) Po transplantaci ztanych TSCs do takovych embryi sekava, Ze
dojde ke kolonizaci pohlavnich rynito buikami a k vytvdeni funkenich
pohlavnich orgail Zdokonalena technika ziskani kvalitnich histat&gch
preparai bude vyuzivana procély imunohistochemického barveni a aplikaci RNA
sond pro lokalizaci genitalni ryhy fi@zech. Jestlize spolu s mignam
potencialem bude i prokdzana schopnost TSCs difeve v struktury vSecltgch
zarodenych listi, bude mozné tyto liky pouzivat jako nahradu za ESGs p
experimentech.

Vysledky této prace, a to jak z metodologické,zakperimentalnasti,
poslouZzi k ziskavani dalSich poznatkkulture TSCsXenopus tropicalis. Pokud se
potvrdi pluripotentni charakte¥dhto burk, bude to dalSi krok k moznosti vyuziti

kmenovych buék v zakladnim i aplikovaném vyzkumu.
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Zaveér

Byl vytvoien vektor nesouci gen pro Katushka RFP s CAG promiot
Konstrukt byl ohrariien I-Scel misty pro mozZnost vyuZziti I-Scel megaréakly
pii transgenezi.

Uspssns byla zavedena metoda transgeneze s vyuzitim |48eghnukleazy a
byli ziskani pulci celalové exprimujici Katushka RFP.

Transplanténimi experimenty bylo zjig§ho, Ze TSCs maji potencial migrovat
do organovych struktur odvozenych ze vSadth zarodénych listi, a tedy
maji patri pluripotentni charakter.

Transplantace bwk do dorzalniho peritonea pulce stadia 41 vedla
k nejrozsahlejSim migracim bé&n v ramci \tSiny organovych struktur a
oswdcila se jako nejefektiw)sSi metoda transplantace.

Viabilita pulal po transplantaci b@k je mnohem vyssi, neZigransgenezi, a
to i pii vysokém mnozstvi transplantovanych kin

Bylo zjiStno, Ze nevhodiSi metodou pro tvorbu histologickych prepérg
prosycovani embryi sachar6zou nebo Zelatinou addélkryosekce.
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