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Abstrakt

Sertoliho buiiky jsou jediné somatické buiky nachdzejici se v pfimém kontaktu se
zarodeCnymi bunikami. Tyto buiiky jsou vyznamnymi mediatory procest vedoucich k vyvoji
testikularniho niche béhem embryonalniho vyvoje. Jejich role v postnatalnich varlatech spoc¢iva
v regulaci a vyzivé zarode¢nych bunék i v tvorbé imunoprotektivni hematotestikularni bariéry.
V laboratoti Skolitelky byla Gspé$n¢ zalozena kultura pfedstavujici nezralé¢ Sertoliho buiiky
odvozené z varlat samce X. tropicalis (XtiSCs). V této praci jsem se zabyvala indukci
diferenciace XtiSCs v dospélé Sertoliho bunky. /n vitro pokusy nepotvrdily diferenciaci bunék
v dospelé Sertoliho buiiky po stimulaci riznymi faktory ani po pouziti primérni kultury z 4-
letého samce X. tropicalis. Caste¢ny diferenciaéni proces byl navozen pii pouZiti pre-pubertalni
myS$i bunééné linie TM4. Vysledky prace naznacuji mozny potencial XtiSCs diferencovat
v dospélé SCs. Dale byla v préci testovdna schopnost testikularnich bun€k juvenilnich samct
X. tropicalis formovat de novo organoidy. In vitro pokusy prokdzaly schopnost bun¢k formovat

testikularni organoidy v tiivrstevném matrigelu.

Kli¢ova slova: Xenopus tropicalis, Sertoliho buiky, diferenciace Sertoliho bunék,

semenotvorné kandlky, testikularni organoidy, 3D kultiva¢ni systém



Abstract

Sertoli cells represent the only somatic cell type within the seminiferous tubules with
direct contact to germ cells. Sertoli cells significantly contribute to the development of the
testicular niche in a male embryo. Their role during postnatal life is in the regulation and
nutrition of germ cells and the formation of the blood-testis barrier to protect these cells. In our
laboratory, we have been successful in establishing a cell line of X. tropicalis immature Sertoli
cells (XtiSCs) derived from juvenile testes of X. tropicalis. The objective of this thesis was to
induce the differentiation process of XtiSCs into mature Sertoli cells. /n vitro experiments using
several factors or primary culture from adult male X. tropicalis did not show any mature
markers in differentiated XtiSCs. Another experiment using cell culture derived from pubertal
mice was partially successful in the induction of the differentiation process. These results
indicate that XtiSCs do have some differentiation potential into mature Sertoli cells. Part of this
work was to test the ability of testicular cells isolated from juvenile males of X. tropicalis to
form de novo organoids. In vitro experiments were successful when these cells were cultured

in a three-layer matrigel.

Keywords: Xenopus tropicalis, Sertoli cells, differentiation of Sertoli cells, seminiferous

tubules, testicular organoids, 3D culture systems
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Seznam zKkratek

ABP/SHBG — Androgen-Binding Protein — Androgen-vazajici protein
AMH — Anti-Miillerian hormone — Anti-Miilleriansky hormon
AR — Androgen receptor — Androgenni receptor
BTB — Blood-testis barrier — Hematotestikularni bariéra
cAMP — Cyclic adenosine monophosphate — Cyklicky adenosin monofosfat
cGMP — Cyclic guanosine monophosphate — Cyklicky guanosin monofosfat
ECM — Extracelullar matrix — Extracelularni matrix
ES — Ectoplasmic specializations — Ektoplazmatické specializace
FBS — Fetal bovine serum — Fetalni bovinni sérum
FSH — Follicle-stimulating hormone — Folikulstimulujici hormon
GCs — Germ cells — Zarodecné bunky
GDNF — Glial cell line-derived neurotrophic factor
— Neurotroficky ristovy faktor odvozeny od glidlnich bunék
hCG — Human chorionic gonadotropin — lidsky choriogonadotropin
IF — Intermediate filament — Intermedidrni filamenta
IGF-1 — Insulin-like growth factor 1 — Insulinu podobny rastovy faktor 1
LCs — Leydig cells — Leydigovy buiky
LH — Luteinizing hormone — Luteiniza¢ni hormon
MSCs — Mesenchymal stem cells — Mesenchymalni kmenové bunky
PGCs — Primordial germ cells — Primordidlni zarode¢né bunky
PTMCs — Peritubular myoid cells — Peritubularni myoidni bunky
RA — Retinoic acid — Kyselina retinova
SC — Sertoli cells — Sertoliho bunky
SSCs — Spermatogonial stem cells — Spermatogonialni kmenové bunky
TBK — Tubulobulbar complex — Tubulobulbarni komplex

tMo — Testicular macrophages — Makrofagy varlat



1. Uvod

Moderni svét piinasi spolecnosti fadu vyhod, které usnadiiuji a vylepsuji bézny Zivot.
At uz se jedna o nejnovéjsi technologie v oblasti komunikace, dopravy, 1€kafstvi a farmacie
nebo zemeédélstvi a primyslu. VSechna tato odvétvi hraji vyznamnou roli v zivoté jedince.
S technologickym pokrokem se poji i jeho neptizniva stranka v podob¢ zmén klimatu, zvysujici
se UV radiace a predevsim zvysujici se mnozstvi produkovanych polutantii v ovzdusi, ve vodé
i v potravinach. Zivotni prostiedi, ve kterém se jedinec nachazi ovliviiuje a alternuje jeho
hormonalni systém, coz mitize vést k poskozeni reprodukce nebo 1 ztraté fertility.

Reproduktivni medicina neni jen velké téma na poli védeckém, ale predevsim spole¢enském.

Molekularni mechanismy vedouci ke zménam reprodukéniho systému nejsou stale zcela
objasnény. Velkou vyhodou je vysokd evolu¢ni konzervovanost samciho reprodukéniho
systému napfi¢ obratlovei (Grier et al., 2016). V poslednim desetileti dochazi diky zvySovani
endokrinnich disruptantd v prostfedi k dramatickym tUbytkim populaci obojzivelniki
(Blaustein et al., 2011). Divodem je vysoké senzibilita obojzivelnikli na okolni prostfedi.
Obojzivelnici nyni predstavuji slibny model pro studium mechanismi u€inkta toxickych latek i
pro modelaci lidskych onemocnéni reprodukéniho systému a poruch hormonalni signalizace.
Kvili komplexnimu uspotadani testikularniho niche a jeho specifické funkci tvofit spermie, je
vhodné&jsi vyuzit pro in vitro studie 3D kultivaéni systémy. Tyto systémy umoZziuji tvorbu
testikularnich organoidi, které maji potencial mimikovat fyziologii varlat in vivo. V této praci
se vénuji pripraveé testikularnich organoidll z zab rodu X. tropicalis. Formace testikularnich
organoidil jsou schopny pouze buiiky izolovany z juvenilnich samcti, coz se nasledné odrazi i
v nezralém fenotypu organoidl a v neschopnosti produkovat spermie (Alves-Lopes et al., 2017,
Yokonishi ef al., 2013). Varlata jsou jedny z mala organii, u kterych dochézi k findlni maturaci
testikularnich bunék az v pozdé&jsi fazi Zivota jedince. Je to pravé kvili spermatogenezi, kterou
je potieba pozdrzet do doby, nez je télo ptipraveno na reprodukci. V obdobi puberty dochézi
k maturaénim procesim somatickych bunék, které nésledné stimuluji tvorbu spermii. Mezi

nejvyznamngj$i bunky testikularniho niche patii Sertoliho burnky.

V laboratoti Skolitelky byla uspéSné zaloZena bunécnd kultura XtiSC piedstavujici
populaci nezralych Sertoliho bunék X. tropicalis odvozenych z varlat juvenilniho samce. Tato
kultura by mohla ptedstavovat jednoduse dostupny zdroj pro produkci zralych Sertoliho buné¢k.
Diplomova prace se vénuje indukci diferenciace XtiSCs ve zralé Sertoliho bunky plisobenim

vybranych latek a jejich charakterizaci.



2. Literarni uvod

2.1. Struktura, funkce a vyvoj varlat

Gonady obratlovct se zakladaji velmi ¢asné béhem embryonélniho vyvoje. Ke vzniku
gonad dochazi ve chvili, kdy populace bun¢k oznacovana jako primordialni zarodecné bunky
(PGCs) migruje pres mezoderm zadniho stfeva a usadi se v genitalnich ryhach. Zde PGCs spolu
s okolnimi somatickymi epitelidlnimi buiikami coelomu formuji zarode¢ny epitel a tvorbu
gonad. U samct dochézi k diferenciaci PGCs ve spermatogonialni kmenové buiiky (SSCs).
Epitelialni populace bun¢k zahy diferencuje do Sertoliho bunék (SCs), které bohaté proliferuji
a shlukuji se okolo SSCs, ¢imZ je uzaviraji uvnitf tubult (Grier et al., 2016). U pulct rodu
Xenopus jsou gonady zpocatku indiferentni. K zac¢atku diferenciace bun¢k na sam¢i nebo samici
typ dochazi ve stadiu NF53 (Nieuwkoop-Faberovo stadium 53), pln¢ diferencovanou strukturu

varlat 1ze pozorovat ve stadiu NF62 (Piprek et al., 2019).

Varlata (testes) jako sam¢i pohlavni organ produkuji haploidni pohlavni bunky spermie
v procesu zvaném spermatogeneze. Spravné usporadani i funkce tohoto organu jsou zcela
klicové pro pienos genetické informace a potencialni tvorbu potomstva. Mimo jiné zde dochazi
1 k produkci vyznamnych hormoni, pfedevsim testosteronu. V pribehu embryondlniho vyvoje
nebo kratce po narozeni varlata u vétSiny savel sestupuji z dutiny btisni do vychlipeného
kozniho obalu — Sourku. Mezi savci 1ze nalézt 1 evolucni vyjimky, které¢ maji varlata umisténa
uvnitt dutiny bfisni blizko ledvin (Kleisner et al.,2010). U ptaki, plazl, ryb 1 obojzivelnika
varlata nesestupuji a lze je nalézt v posteriorni dorsalni ¢asti bfiSni dutiny pobliZ ledvin (Yu,

1998).

Obecné je povrch varlete kryty vazivovym pouzdrem (tunica albuginea) (Obr. 1A).
Toto pouzdro se zanofuje smérem dovniti varlete a vytvaii septa, ¢cimz jej rozd€luje na
jednotlivé laloky. Uvnitf lalokid se nachazeji semenotvorné kanalky, které se spojuji v systém
Stérbin a tubulll do rete testis, odkud jsou jiz diferencované haploidni bunky (spermatozoa)
vhanény testikularni tekutinou do vyvodnych cest pohlavnich a smétovany do nadvarlete. Pti
prichodu nadvarletem spermatozoa postupné¢ dozravaji v pohyblivé a fertilni spermie,
nadvarlata zaroven funguji jako ulozist¢ spermii. Béhem ejakulace jsou spermie spolu se

seminalni plazmou uvolnény do chdmovodu a dale pfes mocovou trubici z téla ven.

10



Leydigovy bunky

Makrofagove
— Peritubularni buriky

Rete testis BazéInf lamina

Sertoliho bufiky

Chamovod P
Tésné spoje

\ Lobuly

.~ 80 3 g
Septum  [0.® | ~Aa | N ! X Zarodeéné buriky
=)
Vazlové

Nadvarle pouzivo

Semenotvorny
kanalek

Intersticium

Obr. 1 Anatomie varlat A) Schématické makroskopické zobrazeni varlat (prevzato a upraveno z Pearson
Education, Inc., 2003) B) Schématické zobrazeni intratestikuldrni organizace varlat (prevzato a upraveno
z Rolland et al., 2008).

2.2. Vnitini prostredi varlat

Spermatogeneze je velmi komplexni proces. SSCs podstupuji proliferaci, diferenciaci,
meiotické déleni a dale transformaci, aby v zavéru daly vzniknout spermiim schopnym
oplozeni. Je to proces vyZadujici vysoce specifické a organizované mikroprostfedi (niche),
které ma napti¢ obratlovci velice konzervovanou morfologii i funkci (Grier et al., 2016).
Tradi¢n€ lze niche rozdélit na dva anatomicky odlisné prostory (Obr. 1B); semenotvorné
kanalky a intersticialni prostor. Spermatogeneze se odehrava vyhradné ve vnitinim prostoru
semenotvornych kanalkt, kde je kazdy kanélek tvofen vnitini vrstvou zarode¢ného epitelu.
Vnitini prostor kanalkl obsahuje pouze zarode¢né bunky (GCs) v riiznych stadiich diferenciace
a somatické Sertoliho burniky. Sertoliho buiiky oddéluji zdrode¢né buiiky od okolniho prostiedi
tvorbou hematotestikularni bariéry (BTB) a umoziuji témto buiikdm ,hladky pribéh®
meiotického zrani, které musi probéhnout precizné a bez narusitelii jak télu cizich, tak téch
vlastnich. Vné&jsi vrstvu kanalka tvoii peritubularni myoidni buiiky (PTMCs). Prostor mezi
jednotlivymi kandlky je vyplnén fidkym vazivem bohatym na fibroblasty, leukocyty a
steroidogenni Leydigovy buiiky (LCs), dale je protkano siti kapilar a nervovym zasobenim

(Holstein et al., 2003; Propper, 2011).
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Testikuldrni niche patii mezi jedno z imunologicky privilegovanych prostfedi schopné
tolerovat nejen autoantigenni zarodecné buiky ale i allo-transplantované stépy (Head a
Billingham, 1985). Diky komplexnim mechanismiim regulace i imunoregulace a dale
mezibunécné komunikaci celého niche je zde utvaien vskutku organizovany orchestr procesii,
ktery méa za ukol dat vzniku jediné populaci bun€k ptechazejici do dalsi generace — spermiim.
Pro jejich vznik je struktura a fungovani niche zdsadni. Poskozeni testikularniho niche mohou

vést k naruSeni spermatogeneze i ke kompletni ztraté fertility samcu.

2.2.1. Intersticialni prostor
Leydigovy bunky

Jak jiz bylo zminéno, mezikanalkovy prostor piedstavuje zazemi pro LCs. Tyto buiky
jsou charakteristické vyraznym jadrem, vyS$im poctem mitochondrii a Cetnymi lipidovymi
kapénkami v cytoplazmé. Jejich tvar je kulovity nebo mnohosténny. Béhem vyvoje varlat
vznikaji u savetl dvé odlisné populace LC bunék. Fetalni LCs, které diferencuji v prenatalnim
obdobi, a adultni LCs, které se objevuji az postnatalné¢ (Roosen-Runge a Anderson, 1959;
Mancini et al, 1963). Fetalni LCs vznikaji z mesenchymdlnich fibroblasti z
oblasti mezonefros, odkud fibroblasty migruji do budoucich varlat a dochazi k diferenciaci v
LCs (Merchant-Larios a Moreno-Mendoza, 1998; Nishino et al., 2001). Fetalni LCs se zasadné
podileji na maskulinizaci plodu (O’Shaughnessy et al., 2002). Po narozeni jedince se nakratko
prudce snizuje produkce testosteronu, coz zpliisobi masivni ubytek fetalnich LCs (DeFalco et
al., 2013). Fetalni populace je takto postupné nahrazena progenitory adultnich LCs. Tyto
progenitory nejdiive bohaté proliferuji a s nastupem pohlavni dospélosti pak termindlné
diferencuji v maturované steroidogenni adultni LCs, které skrze produkci testosteronu
pozitivné ovliviiuji vyvoj sekundéarnich pohlavnich znakt a iniciaci i pribéh spermatogeneze.
Zahajeni puberty je fizeno pomoci luteinizacni hormonu (LH), av§ak zah4jeni fetalniho vyvoje

varlat se ukazalo na produkci LH nezavislé (DeFalco et al., 2013).

Mezi stéZejni funkce LCs patii biosyntéza hormonu testosteronu. Testosteron je
zodpovédny za vyvoj varlat, rozvoj sekundarnich pohlavnich znaki a déle ovliviiuje mnozstvi
fyziologickych procesii v téle vcetné spermatogeneze. Jeho produkce je regulovana
hypothalamo-hypofyzarné-gonadalni osou. LH produkovan adenohypofyzou a sekretovan

krevnim feci$tém do varlat se zde vaZe na sviij receptor sprazeny s G-proteinem exprimovanym
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praveé na povrchu LCs. Tim se stimuluje produkce cyklického adenosin monofosfatu (cAMP),
ktery dale aktivuje signalni drahy vedouci k modulaci genové exprese, transkripci gend a
nasledné vzniku proteinti zapojenych do biosyntézy testosteronu (Duarte et al, 2012). Na
modulaci transkripce genii nutné pro steroidogenezi se také podili cyklicky guanosin
monofosfat (¢cGMP) (Andric et al., 2007). Kodované proteiny jsou nezbytné pro postupnou
upravu uhlikaté kostry cholesterolu, ktery je obecné vychozi molekulou pro syntézu steroidnich
hormont (Duarte et al., 2012). Produkovany testosteron je nasledné distribuovan z LCs do
okolnich semenotvornych kanalki, kde se podili na diferenciaci zarode¢nych bunék a tvorbu
spermii. Zaroven je testosteron vylucovan do krevniho fecisté a rozvadén do ostatnich cilovych
tkani v téle. Nedostatek testosteronu je spojovan nejen se sexualni dysfunkci muzi, ale také se
zvySenym rizikem kardiovaskuldrniho onemocnéni (Kilby et al.,2021), fidnutim kosti,

zvysenou obezitou a ndslednym rozvojem Diabetu Mellitu 2. typu (Zarotsky et al., 2014).

Leukocyty

Kromé steroidogennich LCs Ize v mezikanalkovém prostoru pozorovat leukocyty, a to
ptedevsim makrofagy (tMo), ktery zde tvoii nejpocetnéjsi populaci ze skupiny imunitnich
bun¢k (Pdllanen a Niemi, 1987). V dospélém varleti savct byly charakterizovany dvé odlisné
populace rezidentnich tM¢@. Na vnéjsim povrchu semenotvornych kanalkli byla popsana
populace peritubularnich tMe, zatimco v intersticidlnim prostoru pobliz cév a v kontaktu s LCs
se nachazeji intersticialni tM¢@. Obé€ populace vznikaji z riiznych zdrojl, 1i$i se morfologicky a
exprimuji jiné povrchové znaky (DeFalco ef al., 2015; Mossadegh-Keller et al., 2017; Lokka
et al., 2020).

Béhem embryondlniho vyvoje tMe pfispivaji k vyvoji varlat skrze mediaci
vaskularizace (DeFalco et al., 2014). V dospélém jedinci jejich lloha spociva nejen v zachovani
imunologicky privilegovaného prostfedi semenotvornych kanalki (Wang et al., 2017), ale i ve
stimulaci steroidogeneze diky sekreci 25-hydroxycholesterolu (Nes et al., 2000). Také se
ukazuje, ze produkcei nékterych faktort, jako je kyselina retinova (RA) a kolonie-stimulujici
faktor 1 (CSF-1), jsou tMeo schopny regulovat SSCs (DeFalco et al., 2015). Tyto relativné nove
objevené role tM¢e celkové naznacuji jejich mnohem vétsi piinos v regulaci celého
testikuldrniho niche. Nicméné recentni experimenty Emmi Lokka a jejiho tymu rozporuji
soucasné paradigma a poukazuji na skutecnost, Ze pfitomnost a plisobeni tMo je esencialni pro

spermatogenezi pouze v prenatalnim obdobi nikoli postnatalné (Lokka et al., 2020). Vyznamna
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je role tMo v imunoregulaci. Spermatogeneze je zahajena s nastupem puberty ve chvili, kdy
ma télo jiz plné vyvinuty imunitni systém. Vzniklé haploidni zarode¢né bunky je potieba
chranit pied autoimunitnimi reakcemi. Jeden ze zpusobi ochrany je zajisté BTB formovana
dvojicemi SCs. Tato bariéra avSak neni absolutni a autoantigeny meiotickych zarode¢nych
bunék unikaji skrze ni do intersticia (Tung et al., 2017). Zda se, ze praveé peritubuldrni tMo
obepinajici semenotvorné kanalky zde funguji jako antigen prezentujici builky, fagocytuji tyto
autoantigeny a nasledné je vystavuji na svém povrchu (Mossadegh-Keller ez al., 2017). Jinou

-----

prispivaji tak k imunosupresivnimu prosttedi varlat (Mossadegh-Keller et al., 2017).

2.2.2 Peritubularni prostor

Peritubularni myoidni burnky

Soucasti semenotvornych kanalkl jsou peritubularni myoidni buiiky, které tvoii jejich
vngjs$i vrstvu. PTMCs lze pozorovat u vétSiny savcd véetné Cloveéka, u plazii a nékterych
obojzivelniki napt. rodu Xenopus (Davidoff et al., 1990; Maekawa et al., 1996; Unsicker a
Burnstock, 1975; Unsicker, 1975). Pivod buné€k neni stale zcela jasny. Nekteré star$i studie
naznacuji jejich plivod v bunikdch mezonefros (Buehr ef al., 1993; Merchant-Larios a Moreno-
Mendoza, 1998). Nicméné tyto studie byly pozdéji rozporovany a ukazalo se, Ze migrujici
buiiky z mezonefros diferencuji pouze v populaci endotelialnich bunék varlat (Combes et al.,
2009). Stejni autofi dale navrhuji moznost vzniku PTMCs bud diferenciaci z jinych
testikularnich bunék, nebo piimo z coelomovych epitelidlnich bun¢k. K podobnym zavérim se
priklani i laboratot Skolitelky, kde byla popsana existence spoleéného progenitoru PTMCs a
Sertoliho bunék u zaby rodu Xenopus tropicalis. Tyto progenitory byly pozorovéany i v mySich
varlatech (Tlapakova et al., 2016). Recentni studie savc¢ich varlat naopak poukazuji na existenci
populace prepubertalnich prekurzorti pro PTMCs a Leydigovych bun€k (Zhao et al., 2021; Guo
et al., 2020). Divodem stalych nejasnosti ohledné¢ ptivodu PTMCs by mohl byt nedostatek
specifickych genti béhem jejich raného vyvoje, které by tyto buniky odlisily, nebo také mozna

existence vicero populaci v ramci PTMCs.

PTMC:s obklopuji a utvareji okolo kanalkt peritubularni sténu sloZenou z jedné az Sesti
vrstev bunék proloZzenymi vrstvami extracelularni matrix (ECM) (Domke a Franke, 2019).

Jejich morfologie je typicky S$tihld a podlouhld, Casto obsahujici nahusto sbalené struktury.
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PTMCs jsou podobné buitkam hladkého svalstva, coz PTMCs dokazuji produkci a-aktinu
hladkého svalstva (Acta2), myozinového lehkého a tézkého tetézce i dalSich proteini, které
jsou soucasti kontraktilniho aparatu bézného svalového vldkna (Domke a Franke, 2019). Tyto
bunky poskytuji strukturni oporu semenotvornym kandlkiim a hraji vyznamnou roli
v intratestikularnim transportu nepohyblivych spermatozoi, kdy prostiednictvim rytmickych
kontraktilnich a uvoliiovacich pohybt kanalki dochézi k vypuzeni spermatozoi do rete testis.
Vyznamnost PTMCs pro funkci varlat demonstruje snizena az zcela utlumend produkce
kontraktilnich protein u infertilnich muzt (Welter et al., 2012). Umisténi peritubularnich
bun¢k dale naznacuje jejich roli v sekreci signalnich molekul. Jednou z vyznamnych
sekretovanych molekul PTMCs je neurotroficky rastovy faktor odvozeny od glidlnich bun¢k
(GDNF), ktery je produkovan také Sertoliho bunikami. Sekrece GDNF je nezbytna pro regulaci
sebeobnovy SSCs a udrZeni spermatogeneze (Spinnler et al., 2010). Ukazuje se, ze produkce
GDNF ze strany PTMCs je dokonce esenciadlni pro udrZeni zésoby nediferencovanych
spermatogonidlnich bunék (Chen et al, 2016). V soucasnosti pfibyvaji publikace, které

potvrzuji vyznamnou roli téchto bun¢k v rdmeci testikularniho niche.

2.2.3 Semenotvorny kanalek

Jak jiz bylo zminéno, kanalky jsou dlouhé tubulovité struktury tvofeny vnitinim
zarodeCnym epitelem, které ve svém centru utvari lumen. Zarode¢ny epitel je stavebni
jednotkou kazdého tubulu sloZzeny ze Sertoliho a zarode¢nych bun€k. Pouze zde dochazi ke

spermatogenezi a vzniku spermii.

U anamniotickych druhti (obojzivelnici, ryby) jsou zdrodecné buiiky ulozeny v cystach
a spermatogeneze se oznacuje jako cysticka (Obr. 2). SCs obaluji jednotlivé cysty, ve kterych
se nachazi GCs ve stejné fazi diferenciace (Haczkiewicz et al., 2017; Rozenblut-Koscisty et al.,
2017). Spermatogeneze v ramci cysty probiha synchronné, coz je zajisténo cytoplazmatickymi

mustky mezi GCs (Villagra et al., 2018).
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Obr. 2 Cysticka spermatogeneze. Schématické zndzornéni cyst
obklopené Sertoliho burikami. KaZdd cysta obsahuje zdrodecné buriky
ve stejném stadiu diferenciace (prevzato a upraveno z Yoshida, 2016).

Rozdilné¢ vypada semenotvorny kanalek u amniot — savci, plazi, ptaci (Obr. 3). GCs
nejsou udrzovany ve shlucich dle stejného diferenciacniho stadia, ale jsou jednotlivé zanofeny
do cytoplazmatickych listii SCs, které hosti zaroven rizna stadia vyvoje GCs. Spermatogeneze
probiha ve vlnach a pouze vyspélejsi stadia GCs maji se sousednimi buiikami diferenciaci
synchronizovanou (Yoshida, 2016). Ac¢koli existuji dva typy spermatogeneze, u obojzivelnikti

i savcl oba typy dodrzuji prakticky stejné schéma diferenciace GCs (Haczkiewicz et al., 2017).

Spermie /\\‘\

Sertoliho bunka

OO0 Spermatozoa
/ ) Kulaté spermatidy
@) %
Sertoliho buriky ﬁl Spermatocyty

Tésny spoj

ﬂ AVYAYAYA Spermatogonie

Bazalni lamina —

Obr. 3 Spermatogeneze u amniot. Schématické zndzornéni acystické formy spermatogeneze. KaZda
Sertoliho burika podporuje a vyZivuje vice zdrodecnych bunék v riznych stadiich vyvoje (prevzato a
upraveno z Yoshida, 2016).
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Zarodecné buiiky

Zéarodecné buiiky podstupuji proces spermatogeneze, ktery zacina délenim SSCs a konc¢i
produkci spermii. SSCs jsou kulaté nediferencované buiiky, které se nachazi pii bazalni laming
kanalkd. Tyto buiiky jsou oznacované jako dospélé kmenové bunky a svymi vlastnostmi udrzuji
spermatogenezi po cely dospély zivot samce (De Rooij, 1973). Typické vlastnosti kmenovych
bunék jsou neomezené déleni a schopnost sebeobnovy a diferenciace. U savct vznikaji délenim
SSCs dve¢ dcefiné bunky, které mohou naplnit dva mozné osudy. Bud’ dokon¢i kompletni
cytokinezi a stanou se novymi SSCs, nebo buniky zlstanou propojené intracytoplazmatickymi
mustky a v dalSich krocich postupné diferencuji (Helsel et al., 2017). V druhém ptipad¢ se
parované builky néasledné¢ nékolikrat mitoticky déli a vytvaii delSi fetézce bunck, které
diferencuji ve spermatogonie typu Al. Vyznamnou molekulou je zde kyselina retinova, ktera
fidi diferenciacni proces GCs (Busada et al, 2015). Spermatogonie Al dale podstupuji
diferenciaci postupné v dalsi typy A2, A3, A4, intermedidtni a B. Spermatogonie B diferencuji
a stavaji se primarnimi spermatocyty, které jiz zahajuji meiotické déleni I. Po dokonceni
meidzy . vznikaji sekundarni spermatocyty a zahy vstupuji do druhého meiotického déleni.
Vysledkem déleni sekundarniho spermatocytu jsou dvé spermatidy, coz jsou haploidni,

mitoticky neaktivni, kulaté bunky.

Spermatidy se dale ucastni procesu spermiogeneze, pii kterém dochazi k
postupné transformaci kulaté buitky v protahlou spermii. Usp&$ny pribsh spermiogeneze je
zavisly na produkci testosteronu (Holdcraft a Braun, 2004). Béhem procesu spermiogeneze se
formuje bicik a k jeho bazi jsou seskupeny mitochondrie, které jsou nasledné spermii vyuZzivané
pro generovani energie k pohybu bic¢iku. Buiika se prodluzuje a zbavuje ¢asti své cytoplazmy
ve form¢ rezidualnich télisek, kterd jsou pohlcena a degradovana SCs. Néktera pohlcend
rezidudlni téliska mohou dale migrovat pies cytoplazmu SCs k bazalni laminé kanalki, kde
dochazi k vyliti jejich obsahu do intersticidlniho prostoru. Timto zplsobem je nejspiSe
ustanovena tolerance vic¢i post-meiotickym antigenim GCs (Tung et al., 2017). Béhem
spermiogeneze také dochdzi k vyméné histoni za protaminy a extrémni kondenzaci
chromatinu. Dal§i zménou je splynuti cisteren Golgiho aparatu a tvorba akrozomu, ktery hraje
vyznamnou roli pozdéji pfi priniku spermie do oocytu. Remodelace chromatinu i tvorba
akrozomu jsou klicovymi kroky spermiogeneze (De Vries et al, 2012). Morfologicky

maturované spermie jsou nasledné uvolnény do lumen kanalkd.
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Sertoliho bunky

Jediné somatické bunky, které maji pfimy kontakt s GCs, jsou Sertoliho buiiky. UZ na
konci 19. stoleti tyto vyjimecné buiiky poprvé pozoroval a popsal Enrico Sertoli a pozd¢ji byly
buniky podle néj pojmenovany. SCs jsou polarizované buriky, které jsou charakteristické dobie
pozorovatelnym jadrem a vyraznym jadérkem. Bunky se nachéazeji pii bazalni laminé uvnitt
semenotvornych kanalkl, odtud se natahuji az k lumen tubuli. Morfologie dospélych SCs je
jedna z nejvice komplexnich v bunééné biologii, kterda vytvari komplikované trojrozmérné
struktury. Pro SCs jsou napadné rozpinajici se vybézky cytoplazmy, kterymi SCs obklopuji

GCs v rtiznych fazich vyvoje.

Pro komunikaci, diferenciaci a translokaci GCs je velmi vyznamna tvorba adheznich
spoji mezi SCs—GCs i SCs—SCs. V prubchu spermatogeneze dochazi k dynamickym zménam
v téchto interakcich, ¢imZ je umoZnén postupny piesun nepohyblivych GCs smérem k lumen.
Specificka adhezni spojeni mezi buiikami se nazyvaji ektoplazmatické specializace (ES). Tyto
specializace jsou tvoreny kadheriny, které se vaZzou na membranovy B-katenin. Na vzniku a
stabilit¢ ES se vyznamné podili aktinovy cytoskelet (Wen et al, 2018). DalSim unikatnim
typem adheznich spojti vyskytujici se u SCs je tubulobulbarni komplex (TBK), ktery se nachazi
v apikalni ¢asti zdrodecného epitelu. V pozdéjsich fazich spermiogeneze zde v apikdlni oblasti
TBK nahrazuje ES. Tyto komplexy jsou tubulovité evaginace jedné bunky vnofujici se do
piilehl¢ bunky druhé. Na Spi¢ce jsou ES =zakonceny vackem s cCetnymi cisternami
spermatid k SCs a odstranovani jejich pfebytecné cytoplazmy béhem spermiogeneze (Russell,
1979). Studie ze soucasnych let naopak demonstruji jejich roli v mechanismu uvoliiovani
spermii do lumen kanalkt (Young et al., 2013; Zakrzewski et al., 2020). TBK se vyskytuji i
v bazélni ¢asti kanalkli mezi dvojicemi SCs (Russell, 1979). Neméné vyznamna je tvorba
tésnych spojii mezi dvojicemi SCs, které tvoii hlavni stavebni jednotku BTB. Pravé tésné
spoje, ES a TBK se podileji na formaci BTB, ktera rozdéluje semenotvorny epitel na bazalni a
adluminalni (apikéalni) kompartment. Kromé téchto se na formaci podili mezerové spoje (Gap
junctions) a desmozomy (Obr. 4). Diky komplexité¢ spoji je BTB jedna z nejtésnéjSich

epitelidlnich bariér v téle. Pti jeji formaci a regulaci hraje roli testosteron (Su et al., 2010).
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Obr. 4 Schématické zndzornéni morfologie hematotestikuldrni bariéry. Bariéra ve varleti je
tvorfena mezi dvojici Sertoliho bunék, které kotvi mezi sebe zdrodecné butiky v riznych
stddiich vyvoje a umoZzriuji priibéh spermatogeneze. Na jeji tvorbé se podili multiproteinovy
komplex tésnych spoju, mezerovych spoju, desmozomi a specificky typ adheznich spoji zvané
ektoplazmatické specializace. Na podpore spojii se podili aktinovy, mikrotubuldrni cytoskelet
i proteiny intermedidrnich filament. V zdvorkdch jsou uvedeny pfiklady proteini ucinkujicich
pri sestavovdni hematotestikuldrni bariéry (pfevzato a upraveno z Mao et al., 2020).

wev

Nejdulezitéjsimi proteiny tvofici molekularni komplex tésného spoje v BTB jsou

transmembranové proteiny claudin 11 a ocludin. Tyto proteiny jsou zakotveny v
cytoplazmatické membran€ pomoci adaptérovych proteinii z rodiny proteinti Zo (Zonula
occludens), které tak komplexy zaroven propojuji s aktinovym cytoskeletem. Zo rodinu tvofi
tf1 proteiny Zo-1, Zo-2, Zo-3, které se vSechny nachazi na periferii pf1 membrané bunky. Zo-1
vaze claudiny i ocludiny a podporuje i jejich polymeraci, coz je nezbytné pro tvorbu BTB.
(Umeda et al., 2006). Dalsi stavebni jednotkou jsou mezerové spoje. Obecné jsou tyto spoje
dilezité pro komunikaci mezi dvojicemi pfilehlych bunék. Diky utvafenym prichodim

v mezerovém spoji je umoznén transport malych molekul a ionti do sousednich bun¢k, a tim
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je zajisténa urcitd synchronizace a koordinace sousedicich bun¢k. Vyznamnym proteinem
mezerovych spoji BTB je konexin 43. Samci mysi s vyfazenym genem pro konexin 43 byly
neplodné a z vyvojovych fazi GCs byly detekovany pouze spermatogonie. Byly pozorované
zmény 1 v celkovém matura¢nim procesu SCs, které se svym expresnim profilem podobaly
spiSe nezralym prepubertalnim SCs (Hilbold et al., 2020). Dale se ukazuje, ze absence konexinu
43 nezpusobuje poruchy ve formaci BTB jako takové, ale bariéra ztraci svou plasticitu, diky
které je umoznéna postupna migrace GCs do lumen kanalka (Gerber et al., 2014). Konexin 43
se projevuje jako klicovy hra¢ ve vyvoji zralych a funkénich SCs. Za zprostfedkovatele
nejpevnejSitho a nejstabiln€jStho adhezniho spojeni mezi dvojicemi bunék jsou u savcl
povazovany desmozomy. Pro své vlastnosti se Casto vyskytuji pravé v mistech intenzivni
mechanické zatéze, jako je v srdecnim svalu, tkdni mocového méchyte nebo kizi. Desmozomy
jsou pfitomny ve varlatech mezi sousedicimi SCs a strukturalné se podileji na formaci BTB.

Pro ukotveni desmozomu v buiice jsou charakteristické proteiny intermediarnich filament (IF).

Velmi dulezita schopnost BTB je jeji plasticita, diky niz je schopna podle potieby
degradovat stard a utvaret nova jednotliva spojeni mezi butikami, jakmile GCs postoupi do vyssi
faze diferenciace. Mechanismus, ktery je zodpovédny za dynamické zmény, neni stale zcela
objasnén (Smith a Braun, 2012). Nékteré studie naznacuji roli bazalnich TBK (Du et al., 2013).
Tvorba BTB probiha s ndstupem puberty s prvni vinou spermatogeneze, kdy pravé pro
spermatogenezi je BTB zcela esencidlni (Jiang et al., 2015). Jeji hlavni funkci je fyzické
oddéleni vyvijejicich se zarodecnych bungk, predevsim zrajicich spermatid a spermii, které se
nachazeji v adlumindlni ¢asti kanalki od lymfatického a krevniho zasobeni. SCs tvofi
imunoprivilegované prostredi kanalkd nejen vystavbou BTB, ale také jejich schopnosti
sekretovat molekuly, které moduluji imunitni odpovéd’. Diky imunomodula¢nim vlastnostem
SCs predstavuji potencidlni nastroj pro terapeutické Ucely a transplantacni experimenty

(Takemoto et al., 2014; Porubska et al., 2021).

BTB slouZi jako nepropustna zed’, ktera chrani proti volné difuzi vody, iontii, hormontl,
raznych faktorGi a exogennich biomolekul z bunék intersticidlniho prostoru a cév. Veskeré
molekuly potfebné pro spravné fungovani semenotvorného kanalku jsou sekretovany
prostiednictvim SCs. Na dodavky nutrientli poskytované SCs jsou velmi zavislé predevSim
GCs prostoupené jiz do adlumindlni ¢asti. Dalsi funkci SCs v testikularnim niche je sekrece
signaliza¢nich molekul. SCs ptimo ovliviiuji SSCs produkci GDNF, ktery pozitivné ovlivituje
jejich proliferaci a schopnost sebeobnovy (Spinnler et al., 2010). Sebeobnova SSCs je zcela

zasadni pro udrzovani konstantniho poctu kmenovych bunék nutnych pro spermatogenezi, ¢imz
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je umoznéno samcum produkovat spermie po cely zivot. Produkce GDNF je pod hormonalni
kontrolou. Hlavnim pozitivnim reguldtorem je folikuly stimulujici hormon (FSH), ktery
interaguje se svym receptorem na cytoplazmatické membrané SCs a spousti cilové signalni
kaskady diky produkci cAMP (Tadokoro et al., 2002). SCs jsou jediné bunky ve varleti, které
exprimuji receptor pro FSH (Rannikki et al, 1995). FSH je stejn¢ jako LH vylucovan
adenohypofyzou, ktera dostdva stimul znadfazeného hypothalamu. Spravnd funkce
hypothalamo-hypofyzarni osy hraje obecné klicovou roli v fizeni ¢innosti gonad. Vyznamna
role FSH je pfedevsim v transportu testosteronu skrze SCs. Hormon svou vazbou na receptor
stimuluje SCs k uvolnéni androgen-vazajicich proteinti (ABP tak¢ SHBG) do semenotvorné
tekutiny, kde zprostiedkovava spermatogenezi, a také do krve. Na ABP navéazany testosteron
je krvi rozsifovan dale po téle a do cilovych organi. Testosteron v pozitivni smycce reguluje
koncentraci ABP inhibici jeho degradace. Zaroven dokaze stimulovat syntézu ABP (Ma et al.,
2015). Nicméné produkci FSH a pfenos testosteronu je potieba regulovat, aby nedochéazelo
k neustalé¢ spermatogenezi a tvorbé nadbyteéného mnozstvi spermii. V SCs je v reakci na
zvySenou hladinu FSH produkovan inhibin B, ktery je krevnim fecistém odvadén do mozku a
negativné¢ moduluje FSH sekreci. VyuZiti inhibitord této hormonalni drédhy by mohlo pfinést

nové moznosti v oblasti muzské antikoncepce.

2.3 Diferenciace a zrani Sertoliho bunék

Determinace jedincti v muzské pohlavi je u savcil 1 obojZivelnikdi dana geneticky.
Nositelem této informace je u savell pohlavni chromozom Y. SCs hraji ustfedni roli béhem
fetalniho testikularniho vyvoje. Jsou to prvni diferencované bunky, které lze b&hem
embryonalniho vyvoje rozpoznat v XY gonadalni listé. Jejich role je regulovat diferenciacni
procesy liSty tak, aby doslo ke vzniku a vyvoji varlat. Prvnim krokem pro GspéSny vyvoj varlat
je diferenciace pre-SCs v SCs, které dale exprimuji geny determinujici pohlavi. Pre-SCs jsou
puvodem mesenchymalni builky, proto béhem vyvoje podstupuji proces mesenchymo-
epitelialni tranzice, ¢imz diferencuji v epitelidlni SCs (Albrecht a Eicher, 2001). Dalsi nutnou
udalosti je migrace endotelidlnich bunék z ptilehlych mezonefros do oblasti genitdlni listy. SCs
a PGCs pak spolu formuji testikularni trubici, coZ je embryonalni forma budoucich
semenotvornych kanalkll. Za iniciaci udalosti vedouci k vyvoji varlat u savci je zodpovédny
jediny gen a to Sry, ktery se nachazi na chromozomu Y. Tento gen je exprimovéan v SCs, ve

kterych spousti signalizacni kaskddu vedouci k aktivaci genu Sox9 a expresi transkripéniho
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faktoru Sox9. Mezi cilové proteiny Sox9 patii i anti-Miilleriansky hormon (AMH). Tento
hormon zabranuje vyvoji Miillerova vyvodu ve prospéch vyvoje varlat (Bhandari et al., 2012).
Ztratou funkéniho Sry 1 Sox9 lze u embrya docilit pfemény ze samc¢iho fenotypu na samici
(Koopman et al., 1991). Kooperace téchto dvou gena je pro determinaci samciho pohlavi
klicova. SCs dale béhem fetdlniho vyvoje produkuji signalni molekuly, které ovliviiuji
diferenciaci bunék testikularniho niche, jako jsou LCs i PTMCs. SCs jsou jediné bunky varlat
produkujici protein Desert hedgehog, ktery hraje roli v iniciaci diferenciace obou populaci LCs.
Véazné mutace v tomto proteinu zpiisobuji dysgenezi varlat a ovliviuji fertilitu (Mehta et al.,
2021). Dilezita role prepubertalnich SCs je zabranéni GCs pied¢asnému meiotickému délent.
Enzym Cyp26bl produkovan SCs katalyzuje degradaci kyseliny retinové, ¢imz je zajisténa
blokada diferenciace GCs a vstupu bun¢k do meidzy. V ptipadé mysi postradajici gen Cyp26b1
dochézelo k pfedCasné meidze a zvysSené apoptoze u GCs, nicméné okolni somatické bunky

varlat se vyvijely standardné (MacLean et al., 2007).

Postnatalni SCs dale hojn¢ proliferuji a zvétSuji objem testikularni trubice i varlat az do
nastupu puberty. Maturace se u SCs projevuje zastavenim proliferacni aktivity, aktivaci
urcitych funkci a formaci pravé BTB. Pocet vzniklych SCs béhem fetdlniho a prepubertalniho
obdobi definuje naslednou produkci i finalni pocet spermii, jelikoZz schopnost jedné SeC
vyzivovat GCs je omezend na urCity pocet (Sharpe et al, 2003). Vyznamnych molekul
v procesu zrani SCs je hned né&kolik (Obr. 5). Roli v proliferaci SCs hraje jiz zminény FSH.
Pozitivné reguluje déleni bun¢k aktivaci signalnich kaskad vedoucich k fosforylaci ERK 1/2 a
mTOR kinaz, které stimuluji své cilové proteiny, jakymi mohou byt c-Myc a cyklin D, jakozto
dileziti promotéfi bunééného cyklu (Riera ef al., 2012). Dalsi molekuly stimulujici proliferaci
jsou také insulinu podobny ristovy faktor 1 (IGF-1) a activin A. Béhem puberty dochazi
k terminalni diferenciaci SCs. Jednou z klicovych molekul v maturaéni procesu je testosteron,
jehoZz produkce je do puberty drzena v nizkych hladinach. Nicméné pravé béhem dospivani je
u SCs zahajena exprese androgenniho receptoru (AR), ktery vaze testosteron. Vazbou
testosteronu na AR je umoZnéna translokace tohoto komplexu do jadra, kde interaguje se svymi
ptislusnymi androgennimi elementy (Androgen Response Elements) v promotorové oblasti a
reguluje transkripci cilovych gentli. V ptipad¢ predc¢asné exprese AR v SCs dochézi k redukci
poctu mitotickych bunék a tim 1 mensSiho poctu SCs v dospé€losti (Hazra et al., 2013). Aktivita
AR je nadale konstantni a je dulezitd pro spravny pribéh spermatogeneze. Mezi dalsi klicoveé
molekuly v muzské reprodukci patii RA. Jedna se o biologicky aktivni formu vitaminu A, ktery

je syntetizovan bunikou a uloZen v lipidovych kapénkach v cytoplazmé. Molekularni
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mechanismus je zprostiedkovan specifickym nuklearnim receptorem pro RA (RAR). Po
navazani se RAR stava transkripénim faktorem, ktery se paruje s dalSim receptorem (RXR) a
tvoii heterodimer. Pouze vazba s RXR umozni spravnou konformaci RAR a moznost
modulovat transkripci svych cilovych gent. Proteiny p21Cipl a p27Kipl reguluji bunécny
cyklus, respektive jej pfimo inhibuji. Ukazuje se, Ze mechanismus pusobeni RA je pies
zvysenou expresi téchto dvou inhibitorti, ¢imz je zastavena proliferace SCs (Buzzard et al.,
2003). Navic RA podporuje lokalizaci proteinii t€snych spoji do plazmatické membrany
(Nicholls et al., 2013). Mechanismus zvyseni exprese inhibitorti p21Cip1 1 p27Kip1 uplatiuji
pii inhibici proliferace SCs i thyroidni hormony T3 (Buzzard et al., 2003). T3 jsou obecné
regulatory ruistu, vyvoje i metabolismu u vétSiny tkéni. Roli hraji i v maturacnim procesu SCs,
kde se podili na zastaveni proliferace a stimulaci exprese proteind, jakymi jsou AR a inhibin B

(Arambepola et al., 2001).

Sertoliho bunka

Pfechodny @

fenotyp

Tésné spoje 7adné tésné spoje Tésné spoje

Claudin 11
Zo-1

AR + testosteron
Kyselina retinova
Thyroidni hormon

p21Cip1
p27kipl
Neproliferujici

Proliferace Proliferace

10 dpp 20 dpp

Obr. 5 Schématické zndzornéni hlavnich reguldtori proliferace a diferenciace Sertoliho
bunék. V oranZovém poli jsou hormony a faktory stimulujici proliferaci a omezujici formaci
tésnych spojid. Smérem vpravo od 10. dne po narozeni dochdzi k prudkému sniZeni
proliferacni aktivity diky ndristu koncentrace androgenniho receptoru s testosteronem,
kyseliny retinové a thyroidniho hormonu, kteri ddle stimuluji diferenciacni proces a formaci
tésnych spoji. Po 20. dni od narozeni je proliferace potlacena inhibitory p21Cip1 a p27Kip1
(prevzato a upraveno Nicholls et al., 2013)
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2.4 Progenitory Sertoliho bunék Xenopus tropicalis

Laboratof skolitelky se dlouhodob¢ zabyva diferencia¢nim i regenera¢nim potencidlem
Sertoliho buné€k. Pro ucely zkoumani této problematiky byla uspesné zalozena bunécna kultura
somatickych testikularnich bunék nazvana XtiSCs (diive také XtTSC), ktera je odvozena z
juvenilnich varlat Xenopus tropicalis. Studiem téchto bun¢k byla prokazéna existence
spole¢ného progenitoru SCs a PTMCs u X tropicalis, které maji vétSinu znakl
charakteristickych pro mesenchymalni kmenové buniky (MSCs). Tyto progenitory se nachazely
vn¢ semenotvornych kanalki dospélych varlat a exprimovaly geny obou bunécnych typt
zaroven (Tlapakova et al., 2016). Zda se tedy, Ze v dospélych varlatech progenitory, které
udrzuji homeostazu SCs, musi nejprve migrovat z intersticia dovniti kanalki a poté
diferencovat v SCs. Obdobn¢ vznikaji SCs béhem fetalniho vyvoje, kdy je diferenciace pre-

SCs doprovazena migraci a nasledné mesenchymo-epitelialni tranzici.

XtiSCs predstavuji dlouhodobou kulturu téchto progenitorti (Tlapakova et al., 2016).
Analyza exprese XtiSCs na urovni RNA potvrdila silnou expresi SCs, PTMCs ale i MSCs
markert. In vitro pokusy dale odhalily potencial XtiSCs diferencovat v nékteré typy
mezodermu a to v adipocyty, chondrocyty i osteocyty. Tento potencial maji i MSCs. Dal§im
spole¢nym znakem MSCs a XtiSCs je schopnost migrace mimo svou niku. Experimenty in vitro
potvrdily pfimou migraci bunék XtiSCs smérem k nddorovym bunkam. Experimenty in vivo
ukdzaly tendenci XtiSCs migrovat do mista poranéni (Nguyen et al., 2019a) a zde se podilet na
procesu regenerace. Vysledky ptedkladaji, ze XtiSCs vykazuji charakteristiky podobné MSCs.
Z4dny z doposud provedenych experimentii se viak nevénoval indukei diferenciace XtiSCs v

jeho hypoteticky pfirozené preferovany typ — dospélé Sertoliho bunky.

2.5 Testikularni organoidy — pristupy a potencial

Globalni statistiky naznacuji nartst infertility u parta az na 15 %, kde polovina ptipada
je zpisobena faktory z muzské strany. Nejvétsi pfiCina muzské infertility je selhdni
spermatogeneze. Faktorl, které negativné ovliviiuji spermatogenezi, mize byt hned n¢kolik.
Mezi ty Casté se fadi polutanty, jako jsou rtizné pesticidy, rozpoustédla, kadmium, bisfenol A a
jiné. Roli hraji 1 hormonalni poruchy (Dohle et al., 2005). Dal§imi faktory mohou byt
radioterapie a chemoterapie, které zpiisobuji ¢etné genové mutace a maji vliv na zarodecné

buniky a néslednou spermatogenezi (Martinez et al., 2017).
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Velmi organizované¢ a komplexni testikularni niche je zcela esencialni pro
spermatogenezi, proto bézné 2D kultivacni systémy jsou nedostate¢né pro diferenciaci GCs a
vznik spermii in vitro. Vyzkumy se proto soustfedily na 3D metody kultivace a tvorbu
testikularnich organoidt. Obecné jsou organoidy shluky organovée specifickych bunék, které
proliferuji a rekapituluji organogenezi in vitro (Edmonds a Woodruft, 2020). Generované
organoidy dovoluji mnohem detailn€jsi vyzkum samciho reprodukéniho systému vcetné
vyzkumu mezibunéénych komunikaci mezi somatickou a zérodecnou ¢ésti varlat nebo
molekularnich mechanismu regulace spermatogeneze. Tento nastroj lze vyuzit i pro studium
patogeneze a nadorového bujeni. Organoidy navic predstavuji stabilni kultivacni systém, kde
je mozné plné kontrolovat prostiedi. Pro tyto vyhody je lze vyuzit i pro experimenty s farmaky

a toxickymi latkami.

Recentni studie poukazuji na velkou investici energie védctii do vytvofeni vhodného
kultiva¢niho systému, ktery bude formovat organoidy s adekvatni tubulovitou strukturou i
pozici bun¢k a zarovenn budou schopné hostit zarode¢né buiiky a nejlépe i podporovat jejich
spermatogenezi. Ukazuje se, Ze de novo formovani testikularniho niche je vSak velmi zavislé
na véku jedince a buiiky izolované ze starSich samct, ktefi jsou jiz v pubertadlnim a dospélém
veéku, postradaji schopnost tubuly zrekonstruovat (Alves-Lopes et al, 2017). Nicméné
vytvorené testikularni organoidy z juvenilnich jedinci obsahuji stale nezralé somatické buriky,
které bez dozrani nejsou schopné fidit proces spermatogeneze. Dalsi faktor, ktery se vyrazné
podili na de novo tvorbu organoidd, je kultivacni prostfedi, ve kterém se izolované bunky

nachazi (Edmonds a Woodruff, 2020).

Pouzivané kultivacni systémy lze rozdélit na dva typy. Na ty, které nevyuZivaji
tkanovych nosicl (scaffold-free), a ty, které jsou zaloZené na urcité forme tkanovych nosict
(scaffold-based). Tkanovy nosi¢ je mechanicky druh opory buiiky, ktery muze byt tvoien
z ptirodnich nebo syntetickych materialii netoxickych pro buiiku. Ze syntetickych materialii se
Casto vyuZzivaji polyol, polyester a polyether. Vyhody téchto uméle vytvofenych matric je jejich
dobte definované sloZeni i konzistentni kvalita. Velkou vyhodou je také moZnost optimalizace
jejich mechanickych vlastnosti. Nevyhody umélych nosi¢i jsou zhorSena moznost
biodegradace a niZ$i pfilnuti bunék k povrchu. Mezi tradi¢ni biomaterialy vyuZivané pro 3D
kultivacni systémy patii alginat sodny, agar6za, methylcelul6za, kolagen, decelularizovana
extracelularni matrix a matrigel. Vyhody a nevyhody jednotlivych systému se vice ¢i méné
vzajemné 1i8i, ale obecné jsou piirodni materidly vyuZivany Castéji neZ ty syntetické pro jejich

vhodnéj$i kompatibilitu k bunkam. Jejich dal§i vyhodou je pfitomnost riiznych endogennich
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faktorti, diky kterym maji nosic¢e schopnost v buitkach podpofit mnoho biologickych funkci
podobné¢ jako ECM. Mezi kultivacni systémy, které nevyuzivaji scaffold, Ize zaradit kultivacni
nadoby s nizko pfilnavym povrchem, metodu visici kapky, rotacni kultury a bioreaktory
(shrnuto v Cham et al., 2021). Adherentni buniky preferuji agregaci a tvorbu kompaktnich
struktur, pokud neni piitomen vhodny povrch k uchyceni. Systémy bez nosici zaroven
vyuzivaji gravitace, kdy se buiiky pfirozen¢ seskupi na zké dno a mohou agregovat. Velka
nevyhoda téchto systémil je rychla proliferace bun¢k spojena s nedostatkem ptisunu kysliku a
zivin pii1 dlouhodobych kultivacich a to obzvlasté v bunikach, které se nachazeji uvniti velkych
organoidti (Kusumi ez al., 2009). Usp&iné vytvoreni testikularnich organoidil se spravnou
bunécnou organizaci a zaroven schopnosti rekapitulovat diferenciaci SSCs ve spermie zlistava

i nadale velkou vyzvou u vSech zivoc¢isnych druhd.
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3. Cile & hypotézy prace

ZastteSujici myslenkou projektu laboratoie Skolitelky je skute¢nost, Ze se doposud
nepodafilo vytvofit testikularni organoidy z bun¢k varlat dospélych samcua. Jak jiz bylo
zminéno, izolovana testikularni suspenze z pre-pubertalnich samct tyto organoidy vytvaii,
nicméné nedochazi k formaci tubulovitych struktur a zaroven plnohodnotné spermatogenezi.
Dtivodem nezdaru by mohla byt somaticka ¢ast, ktera se in vivo podili na tvorbé testikularniho
niche, béhem puberty dozrava a poté reguluje spermatogenezi. Ze somatické populace
testikularnich buné¢k tvoii jeho vyznamnou ¢ast pravé Sertoliho bunky. V laboratofi Skolitelky
byla tspésn¢é zalozena dlouhodobd kultura progenitort XtiSCs, kterd mé potencidlné dva
preferované osudy diferenciace SCs a PTMCs. Pro tuto diplomovou praci jsem si stanovila dil¢i

hypotézy a cile:
Hypotézy

e Progenitory XtiSCs maji potencial diferencovat v maturované Sertoliho bunky.
e Izolovand testikularni suspenze z X.tropicalis je schopna ve vybraném kultivacnim

systému de novo formovat testikularni organoidy.
Cile

e Indukce diferenciace XtiSCs v Sertoliho buniky plisobenim vybranych latek.
e Standardizace vybranych kultivacnich systémi pro in vitro kultivaci testikularnich
organoidd s pouzitim mySich testikularnich bungk.

e Piiprava testikuldrnich organoidii z izolovanych bunék juvenilnich varlat X. tropicalis.
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4. Material

4.1. Pokusna zvirata

V diplomové praci jsem pouzila zaby Xenopus tropicalis kmene Nosek a Nigerian Strain
z chovli Laboratofe vyvojové biologie PiF UK a mysi kmene BALB/c z chovli Laboratoie

bunééné imunologie PfF UK

4.2 Bunéc¢né kultury

+ Kultura XtiSCs - Bun&¢na kultura byla izolovana v Laboratofi vyvojové biologie PfF
UK a to z varlat juvenilniho samce Xenopus tropicalis ve stafi 5 mésicti po metamorfoze

z linie zab Ivory coast.

* Kaultura X74 - Kratkodob4 kultura testikularnich bunék, kterou jsem vytvoftila z varlat 4-

letého samce Xenopus tropicalis.

* Kultura TM4 — Imortalizovana kultura Sertoliho bunék zakoupena od Merck Life

Science s.r.0.

4.3 Média

Vzhledem krozdilnému osmotického tlaku v bunkdch X. tropicalis (100 mM)
v porovnani se savéimu buiikami (150 mM) jsem vSechna média pro pokusy s buiikami a

tkanémi X. tropicalis fedila deionizovanou vodou (diH20) na 2/3 osmolaritu.

4.3.1 Kultiva¢ni média
MYS

* Savdi kultivaéni médium
Veskeré mysi bunééné kultury i testikularni suspenze ziskané z jedinct jsem kultivovala
v komplexnim médiu sloZzeném z L-15 Leibovitz a RPMI 1640 média v poméru 1:1, 10%

fetalniho bovinniho séra (FBS; Life Technologies), 2 mM L-glutaminu, 7,5% NaHCOs;, 50
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ul/ml gentamycinu (Gentaveto), 1 mM Pyruvatu sodného a 0,1 mM 2-Mercaptoethanolu (vse
ostatni Merck Life Science s.r.0.). V ptipadech 3D kultivaci jsem toto médium ptipravila s 20%

FBS.
ZABA

e Zakladni kultiva¢ni médium
Pro béznou kultivaci XtiSCs 1 ziskané testikularni bunééné suspenze z zabich varlat jsem
vzdy pouzila zékladni kultivaéni médium (zkracen¢ Xt médium), které obdobné jako u savc¢iho
média se skladalo z L-15 Leibovitz a RPMI 1640 média v poméru 1:1, 10% FBS, 2 mM L-
glutaminu, 7,5% NaHCOs;, 50 pl/ml gentamycinu, 1 mM pyruvéatu sodného a 0,1 mM 2-
Mercaptoethanolu. Toto médium bylo nésledné fedéno potfebnym mnozstvim sterilizované

diH>O. V piipadech 3D kultivaci jsem médium upravila tak, aby obsahovalo 20% FBS.

* Diferencia¢ni média

Pro diferencia¢ni experimenty jsem pfipravila média obsahujici riizné diferenciacni
faktory. Pro piehlednéjsi situaci bude v nasledujicim textu médium pro 1. fazi diferenciace
oznacené terminem DMI a terminem DMII diferenciace pro 2. fazi. Médium DMI se skladalo
ze zakladniho kultivaéniho média, které jsem doplnila o 40 ng/ml GDNF a 60 uM Putrescinu.
Pro DMII jsem zakladni kultivaéni médium upravila tak, aby obsahovalo 20% FBS, 40 ng/ml
GDNEF, 1000 IU/ml lidsky FSH, 1 mM testosteronu, 2 mM kyseliny retinové a 0,5 ng/ml IGF-
1 (vSe Merck Life Science s.r.0.). Pouzité faktory byly sterilné pfipraveny a rozpustény dle

instrukci vyrobce.

* Kondicionovana média
V diferenciacnich experimentech jsem vyuzila i kondicionovanych médii. VSechna
kondicionovana média jsem pfipravila tak, Ze po 2 dnech kultivace bunék bylo dané médium
odstranéno z kultivovanych bun€k a centrifugovano pii 1000g. Supernatant byl filtrovan pies
0,22 pm filtr. Jednotliva filtrovand média jsem dale fedila se zakladnim kultivacnim médiem.

Ptipravila jsem a pouzila 2 typy kondicionovanych médii nazvany dle zdroje ptvodu.

I. TM4 kondicionované médium

I1. Xt4 kondicionované médium
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4.3.2 Disocia¢ni médium

K ptiprave testikularni suspenze z odebranych varlat mysi i zab pro ucely néslednych 3D
kultivaci jsem ustanovila disociaéni médium, které se sklddalo z média L-15 Leibovitz, 50
ul/ml gentamycinu, 1 mg/ml Kolagenazy 1A, 0,5 mg/ml Hyaluronidazy, 0,5 mg/ml DNazy I.
(vSe Merck Life Science s.r.0.). Disocia¢ni médium pro testikuldrni suspenze X. tropicalis jsem

fedila potfebnym mnozstvim diH>O.
4.3.3 Redici médium pro 3D kultivace

Pro natedéni roztoku low-melting agardzy a zachovani osmotické rovnovahy jsem
pfipravila tzv. fedici médium, které se skladalo z 2x koncentrovaného RPMI média, 20% FBS

a 50 pl/ml gentamycinu.

4.4. Roztoky a chemikalie

4.4.1 Roztoky pro IVF (in vitro fertilizace)

* 20x MMR (2 M NaCl; 40 mM KCI; 20 mM MgCl,; 40 mM CaClz; 100 mM HEPES;
diH>O; pH 7,7 - 7.8)

* 0,05 MMR (2,5 ml 20x MMR; 997,5 ml diH:O; pH 7,7 — 7,8)

*+ Ix MMR + gentamycin (5 ml 20x MMR; 95 ml diH>O; 100 pl gentamycinu;

pH 7,7 -7.,8)

* 0,05 MMR + gentamycin (2,5 ml 20x MMR; 997,5 ml diH20O; 1 ml gentamycinu; pH
7,7—-17,8)

* 22% roztok L-cysteinu (0,5 ml 20x MMR; 99,5 ml diH2O; 2,2 g L-cysteinu;
pH 7,7 -7.,8)

* 1% roztok agarozy v diH>O

4.4.2. Analyza genové exprese

* Izolace RNA
RNeasy® Mini Kit (74104; Qiagen)
RNeasy® Micro Kit (74004; Qiagen)
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« Priprava cDNA
RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (K1632; Thermo Scientific)

- PCR

H>O pro PCR (Thermo Scientific)

10x Taq pufr s KCI (Thermo Scientific)

25 mM MgCI2 (Thermo Scientific)

10 mM dNTP Mix (Thermo Scientific)

Taq DNA polymeraza 5 U/ul (EP0402, Thermo Scientific)
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Délka
Symbol genu Nazev genu Transkript genu Sekvence primerQ produktu
(bp)
) ACTGCTGAGCGTGARATCGT
acta? actin alpha 2 ENSXETT00000020391 213
GCCAGCAGATTCCATACCAA
. . CCAGCCTGCATTTCAAGGG
Amh anti-Mullerian hormone ENSXETG00000035043 397
GCATCTTTGCTGGTCTCACC
ar androgen receptor ENSXETT00000011091.3 TCCACAGCTTGAGGGCTACA 570
GATGCTGGATTGTTCCTCTTG
cdaa CD44 molecule (Indian blood ENSXETTO0000016456 CCCTGGGCAATAACGATTCC 572
group) ATCGGTGACCTCTCCTGGAT
cldni1 claudin 11 ENSXETT00000020222.1 AATGACTGGGTCCTEACCTG 441
GACAGAGCCACCAAAARGGC
h P450 Family 11 GTCACCGGATTGCCCTAAAT
cyp1lal cytochrome amily ENSXETT00000011263 645
subfamily A member 1 CCTTTCCAGAGGCATCTCGT
h P450 family 17 GCTCTTCTGAAAGCGAAGC
cyp17al cytochrome amily 17 ENSxETT00000033323 Lo LCTTCTE AR 497
subfamily A member 1 TTTGGGAGGGGGTGTAGRAG
cytochrome P450 family 26
cyp26b1 vt . v ENSXETT00000046568.3 B IS aaee = 483
subfamily B member 1 CTTTGCCCTGAGTGTTCTGC
dazl deleted in azoospermia-like ENSXETTO00000053944 CAGRACRGGGGIGTCC G 506
GATTGGCTCCAGAAGCAGAC
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box
ddxd (Asp _ p) ENSXETT00000066330  TGCATGCAATGAGGGATGTTG 599
polypeptide 4 AGATGAAGGAGCACTGACGTA
Lo . GCGAGTGTGTGAACTGTGGA
GATA1 GATA binding protein 1 ENSXETTO00000040139.1 372
GAGGCTCAAAGGGATTGTCC
itgh1 integrin beta-1 ENSXETTO0000048743 CARCTGACGCAGGATTCCATT 400
TCCCCAGTTCCCTTGACTC
N TTCCTCACCTCCACCTCCT
kif4 kruppel-like factor 4 ENSXETT00000012646 556
ACAGTCTCTGCCCATCAGC
krt18.1 keratin 18, type | ENSXETT00000044186.3 CACCAACGTCAGCAGRATGAR 443
CAAGCATCTCCAGCTCCATC
lif leukemia inhibitory factor ENSXETT00000053337 TETGCARCTGCTGRTTCTCC 581
CATTGACTGCTTGGTGGATG
- i I tosi TGACCCTTCGGTGGTTTT
myc v-mycavian myelocytomatosis ey oy e 1100000054171 454
viral oncogene homology CCGCCTCTTGTCGTTOTC
| cell adhesi
ncami neural cell adhesion ENSXETT00000025521.3 ACTGGGAGACAGCACACCTT 452
molecule 1 AGCAGGTCACATCCACAACC
sex hormone bindin GGAGATGTGGGGAAGGGTAA
shbg . & ENSXETT00000064700.1 403
globulin AGCGTCGGTTCTCGTCTGTA
SRY det ini i AACTCCTCCAACTACCCCC
sox9 (sex determining region < e 00000048344 143
Y)-box 9 CCTCACTGCTCAGTTCACC
telomerase reverse FLWAVLYLY
tert . ENSXETTO0000034113 TGACCAGCC CGGGATG 484
transcriptase TCGTAGACGAATCCAAGAGCA
. AAGCCTCACTGCCTGTCTGA
thy1 Thy-1 cell surface antigen ENSXETTO0000046686 350
AARGACTGACTCCGCCACAG
tubb tubulin B class | ENSXETT00000052187 GCCATCCTTGTIGATCTGGAR 457
GGGTACGGAAGCAGATGTCA
CCTCTTTGGCACGTATTGACTT
vim vimentin ENSXETT00000016267 411
TCTCCTCCATTTCTCGCATTTG

Tab. 1 Primery pouzZité pro RT-PCR
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4.4.3. Protilatky

Primarni protilatky

a-SMA (a-smooth muscle actin; Merck Life Science s.r.o0.) — 1:400
Cytokeratin (Developmental Studies Hybridoma Bank) — 1:10
Sox9 (Merck Life Science s.r.o0.) — 1:300

Z0-1 (Zonula occludens-1; Merck Life Science s.r.o0.) — 1:200

Sekundarni protilatky

Alexa 488 anti-mouse (Thermo Fisher Scientific) — 1:500
Alexa 488 anti-rabbit (Thermo Fisher Scientific) — 1:500
Alexa 594 anti-rabbit (Thermo Fisher Scientific) — 1:500
Alexa 594 anti-goat (Thermo Fisher Scientific) — 1:500

4.4.4 Dalsi roztoky a chemikalie

Agaroza (Lonza)
Agar6za (Low-melting; Merck Life Science s.r.0.)
Blokovaci roztok - 2% BSA (Merck Life Science s.r.o.) v PBS
Blokovaci pufr — 5% FBS; 0,5% Triton X-100 v PBS
Bromfenolova modi (BFM): 50% glycerol; 0,13 M EDTA-NaOH; 0,12% BFM
(Merck Life Science s.r.0.)
Corning® Matrigel® Matrix for Organoid Culture, Phenol Red-free, LDEV-free
(Corning)
DMSO (Dimethyl sulfoxid; Merck Life Science s.r.o.)
EtBr 10 mg/mL (Etidium bromid; Merck Life Science s.r.0.)
Ethanol (EtOH; Absolutni; Penta)
Fixacni roztok - 4% parafolmadehyd (Merck Life Science s.r.o0.)
Fosfatovy pufr (PBS)
- 10x PBS: 136 mM NaCl; 1,5 mM KCI; 8,1 mM NaxHPOys; 2,25 mM KH>POg4; pH
7,35
- fedéno na 1x PBS nebo na % PBS v diH20
Gene Ruler DNA Ladder mix (SM0333, Fermentas)
Kyselina octova (17,5 mM; Penta) v diH>0O
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» Kolagen typ I. (0,2 mg/ml) v diH,O
» Lidsky choriovy gonadotropni hormon (hCG; Merck Life Science s.r.0.)
» L- Poly Lysin (Merck Life Science s.r.0.)
*  Montovaci médium - Mowiol/DAPI (Merck Life Science s.r.0.)
*  NH4CI (15 mM)
+  O.C.T™ Compound 4583 zamrazovaci médium (Tissue-Tek, SAKURA)
* Odvodnovaci roztok - 20% Sacharoza v PBS
* Papain 61,25 pg/ml (Biochrom AG)
* Permeabiliza¢ni roztoky
- 0,5% Triton X-100 (Merck Life Science s.r.o.) v PBS
- 0,1% Triton X-100 (Merck Life Science s.r.o.) v PBS
- 1% SDS (Merck Life Science s.r.0.) v PBS
e 5x TBE: 200 mM Tris; 10 mM EDTA; 450 mM H3;BO3
- tfedéno na 1x TBE v diH,0
* Trypanova modi (Life Technologies)
e Trypsin + EDTA 10x (Biosera)
- fedéno na 1x trypsin v PBS
* Usmrcovaci roztok - 0,4% Tricaine methanesulfonate (MS-222; Merck Life Science

S..0.)

4.4.5 Pouzité pristroje a material

» Centrifuga Hettich Universal 32 R (Hettich Zentrifugen)
* Centrifuga Mini Spin plus (Eppendorf)

+  Countess® Automated Cell Counter (Invitrogen)

*  Flow box EM Box 120 (Scholler Instruments)

*  Fluorescen¢ni mikroskop Olympus BX40 (Olympus Optical)
* Inverzni mikroskop Olympus BX40F (Olympus Optical)
* Inzerty do 12-ti jamkové desticky PET, 0,4-pum (VWR)
* Inzerty do 6-ti jamkové desticky PET, 1.0-um (VWR)

» Konfokalni mikroskop (Zeiss LSM880)

*  Kryotom CM3050 S (Leica)

+  MCO-19 AIC Sterisonic® UVH Incubator (Panasonic)

* Mikroskopicka sklicka (P-Lab)
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» Mikroskopické Super Frost Plus sklicka (Thermo Fisher Scientific)
+  Nanodrop® ND-1000 (NanoDrop)

» Preparacni nastroje (pinzety, nizky)

» Sterilni filtracni nastavec 30 mm, velikost pora 0,22 um (P-LAB)

» Sterilni filtracni sitka, velikost portt 40 pm (Corning)

* Vortex Ika Works Minishaker MS1 (Ika Works)

5. Metody

Experimenty a pouzité metody zahrnuté v této diplomové praci jsem rozdélila do dvou
¢asti (Obr. 6). V L. ¢asti jsem se zaméfila na indukei diferenciace XtiSCs v maturované Sertoliho
bunék. V ¢asti 1. jsem se vénovala piipravé in vitro testikularnich organoidl z juvenilnich Zab
X. tropicalis. Pro ovéfeni spravného pouZiti vybranych 3D kultivacnich metod jsem paralelné

pfipravila i organoidy z mysich testikularnich bunék.

1. éast 1. éast

Diferenciace XtiSCs 3D kultivacni systémy
/////)//’ \\“\.i\ P \
= /’/ \\\

& L4 T
Bunécné ko-kultivace V agaréze V matrigelu
P
///
7 -
/

=t

- e . 1-vrstevny 3-vrstevny
/ o : Matrigel Matrigel

Ovlivnéné
XtiSCs

Organoidy

Analyza genové Immunofluorescencni Immunofluorescenéni
exprese analyza analyza

Obr. 6 Schématické znazornéni planu provedenych experimentii diplomového projektu. Vievo pldin
pro 1. cast pokusii zabyvajici se diferenciaci XtiSCs. Vpravo plan pro 1l. ¢ast experimentii zabyvajici se
pripravou testikuldarnich organoidii.
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5.1. Kultivace a priprava XtiSCs

Bunééna kultura XtiSCs je v laboratofi Skolitelky standardné kultivovana pii 29,5 °C a
5,5% atmosfére CO2 a builkdm se méni Xt médium 2x tydné. Dle potteby jsem bunky i s
vytvofenymi koloniemi pasazovala (vétSinou 10. dne kultivace) a to tak, Ze po odstranéni
spotiebovaného média jsem provedla oplach v 2/3 PBS. Pro disociaci XtiSCs se v laboratofi
standardné pouziva roztok papainu. Pipetovanim roztoku papainu jsem docilila kompletni
disociaci bunéénych kolonii. Takto vytvofenou suspenzi jsem pienesla do zkumavky s 5
ml Cerstvého Xt média pro zastaveni enzymatické reakce a poté centrifugovala (5 minut, 110x
g, 25 °C). Vytvorenou peletu jsem resuspendovala v 1 ml Xt média, ze které jsem néasledné
odebrala objem 10 pl a spocitala potfebné mnozstvi bunék, které jsem navratila zpét do
kultiva¢ni 1dhve. Takto byly XtiSCs pravidelné udrzovany.

Pro diferenciacni experimenty jsem pouzila buiiky kolonii, které jsou XtiSCs schopné
vytvatet pfi dlouhodobé kultivaci. Po odsati spotfebovaného Xt média a promyti ldhve PBS
jsem pouzila roztok 0.025% trypsin-EDTA v PBS. Roztok uvolni buiikky od povrchu lahve, ale
na rozdil od papainu neni schopny kolonie disociovat. Suspenze s viditelnymi koloniemi jsem
nasledné piefiltrovala skrze sitko o velikosti porit 40 um. Pomoci Pasteurovy pipety a Xt média
je mozné uchycené kolonie ze sitka dale nabrat a pfenést do nové zkumavky. Po centrifugaci
(5 min., 110x g, 25 °C) jsem vzniklou peletu kolonii resuspendovala papainem, aby doslo
k disociaci kolonii na jednobunécnou suspenzi. Dale byl postup stejny jako pii béZném
pasazovani. Takto ziskanou jednobunécnou suspenzi kolonii XtiSCs jsem pouzila pro dalsi

experimenty.

5.2 Diferenciace XtiSCs v maturované SCs

Dno kultivaénich desti¢ek jsem pied zahdjenim diferencia¢nich pokusti potihla
kolagenem I. typu a nechala 1 hodinu pod UV svétlem, poté jsem dno oplachla PBS.
Ptipravenou jednobuné¢nou suspenzi bun¢k kolonii XtiSCs (viz kap. 5.1) jsem na jamky sadila
v hustoté 4 x 10° cell/cm?. Jednotlivé experimentalni piistupy jsem rozdélila do skupin
popsanych nize v textu. VSechny vytvoiené skupiny jsem po ukonceni pokust podrobila
analyze genové exprese pomoci RT-PCR a zaroven proteinové analyze s vyuzitim duédlniho
imunofluorescen¢niho barveni. Pouzila jsem primarni protilatky proti Cytokeratin/Sox9 a dale
Z0-1/S0x9. Jako sekundarni protilatky jsem v obou ptipadech barveni pouzila Alexa 488 anti-

mouse/Alexa 594 anti-rabbit.
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Skupina 1.

Nasazené buiikky kolonii XtiSCs jsem kultivovala tyden v DMI v termostatu pfi
standardnich podminkdch. Toto médium jsem v pili tydne obménila za nové Cerstve
ptipravené. Po tydnu kultivace jsem DMI vymeénila za druhy typ média tedy DMIIL. V tomto
médiu jsem buiiky kultivovala opét jeden tyden a v ptli jsem médium obménila za Cerstvé.

Kultivace trvala 14 dni, poté jsem buiiky sklidila na analyzu.

Skupina I1.

V tomto experimentu jsem zopakovala kultiva¢ni podminky jako pro Skupinu I. V prvnim
tydnu kultivace jsem k bunkam XtiSCs pfidala DMI, které jsem obménila v ptli tydne.
V druhém tydnu kultivace jsem také vyménila DMI za DMII, ale do jednotlivych jamek jsem
vlozila inzerty (1,0-um), do kterych jsem pfidala sav¢i kultivaéni médium a nasadila
4 x 10° cell/cm? mySich TM4. Buitky TM4 jsem si tyden pfedem rozmrazila a kultivovala
v lahvi. V cas experimentu jsem buiitky TM4 sklidila pomoci roztoku 0.025% trypsin-EDTA
v PBS, stocila (5 minut, 110x g, 25 °C), resuspendovala v savéim médiu a vhodny objem jsem
pfidala na pfipravené inzerty. Inzerty jsou propustné pro rizné signalni molekuly a faktory,
pri¢emz zaroven nedochazi k promichani dvou riznych bunécnych kultur. Desticku jsem takto
kultivovala v termostatu v podminkach 29,5 °C a 5,5% atmosfére CO». V ptli tydne jsem
vyménila DMII i savéi kultivaéni médium za Cerstvé. Buiky XtiSCs jsem v takovychto

podminkach kultivovala 14 dni, poté jsem je sklidila na dalsi analyzu.

Skupina I11.

V této skupiné€ byly XtiSCs, které jsem ovlivnila pouze pomoci ko-kultivace s TM4 linii
bunék. XtiSCs jsem pfipravila pro diferenciacni experimenty standardné jako v predchozich
piipadech, k nasazenym bunikdm na jamky jsem pfidala Xt médium. Do desti¢ky jsem vlozila
inzerty (1,0-um) a ptidala do nich sav¢i kultivaéni médium s buitkami TM4 tak, aby na inzertu
bylo 4 x 103 cell/cm? bunék. Desti¢ku jsem inkubovala v termostatu pii 29,5°C. Obé média byla
v puli obou tydnii vzdy vyménéna za Cerstva. Kultivace trvala 14 dni, poté jsem XtiSCs sklidila

pro analyzu genové exprese a imunofluorescen¢ni barveni.

Skupina 1V.

Pro tento experiment jsem z kultivovanych TM4 pouzila savéi médium a vytvotila TM4

kondicionované médium (kap. 4.3.1; odst. kondicionovana média), které jsem nasledné pouzila
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pro kultivaci ptipravenych XtiSCs. Toto kondicionované médium jsem fedila 1:2 s Xt médiem.
Kultivace probihala 14 dni v termostatu pii 29,5°C a pouzitou kombinaci médii jsem ménila

kazdy 3 den, poté jsem XtiSCs sklidila na analyzu.

Skupina V.

V tomto experimentu jsem si piipravila 6jamkovou desticku s XtiSCs s klasickym Xt
médiem. Do desticky jsem pfipravila inzerty (1,0-um) a pfidala Xt médium. Desticku jsem
vratila do termostatu. Nasledné jsem ptipravila kraitkodobou smésnou bunéénou kulturu z varlat
4-letého samce Xenopus tropicalis. Jedno varle jsem po vyjmuti z téla promyla v 2/3 PBS a
pfenesla do zkumavky s 1 ml Xt médiem. Organ jsem sterilné¢ homogenizovala a piefiltrovala
pomoci sitka o velikosti porii 40 pm. Buriky jsem spocitala a nasadila 4 x 10° cell/cm? na inzerty
pfipravené v prvnim kroku experimentu. Desticku jsem nasledn¢ vratila do termostatu (29,5 °C
a 5,5% atmosfétre CO») a v pili tydne vymeénila ¢erstvé Xt médium u obou bunécénych kultur.

Kultivace probihala jeden tyden, bunky XtiSC jsem pot¢ sklidila pro dalsi analyzu.

Skupina V1.

Druhé varle ze stejné 4-leté zaby =z experimentu pro Skupinu V. jsem totozné
homogenizovala a pfipravila jako v ptipadé pro Skupinu V. Filtrované buiiky jsem nasadila na
tyfi kultivacni lahve (25 cm?) doplnéné 6 ml Xt média. Po dvou dnech kultivace jsem
piipravila Xt4 kondicionované médium (kap. 4.3.1; odst. kondicionovana média), které jsem
fedila 1:1 s Xt médiem. Déle jsem si pfipravila desticku s XtiSC bunikami, ke kterym jsem
ptidala Xt4 kondicionované médium a kultivovala v termostatu pii 29,5°C. Kultivace probihala
14 dni a pouzitou kombinaci médii jsem obménila kazdé 3 dny. Buiiky jsem sklidila pro dalsi

analyzu.

Kontrola

Soucasné s ovlivnénymi buitkami jsem jako kontrolu kultivovala buiiky kolonii XtiSCs
pouze v bézném Xt médiu bez pouziti jakéhokoli zplisobu ovlivnéni. Podminky kultivace
kontrolnich XtiSCs jsem nastavila stejné pro vSechny experimentalni skupiny. Dno kontrolni
jamky jsem pokryla kolagenem I., poc€et nasazenych bunék byl 4 x 103 cell/cm2, kultivace
probihala 14 dni, buiiky byly kultivovany v termostatu pii 29,5 °C, médium jsem ménila v pili
kazdého tydne. Jako dalsi kontrolu jsem XtiSC kultivovala v Xt médiu doplnéné o rozpoustédla

EtOH abs. (pro rozpusténi testosteronu) a DMSO (pro rozpusténi RA) ve stejném mnozstvi, v
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jakém byly pouzity v ptipadé DMII. V tomto piipadé jsem podminky také nastavila totozné
jako pro vSechny skupiny. Po uplynuti 14 dnti jsem kontrolni skupiny sklidila a analyzovala

zmeny.

5.3 In vitro fertilizace

Den pied IVF byly samice X. tropicalis injikovany 30 IU lidskym choriogonadotropinem
(hCG) pro navozeni ovulace. Injekce byly opakovany samicim i rano nésledujiciho dne o
zvySené davee 300 IU hCG. Stimulované samice kladou oocyty cca 4-6 hodin po aplikaci
zvysené davky hormonu. Pro ziskani spermii jsem usmrtila samce Xenopus tropicalis pomoci
MS-222 s naslednou dekapitaci hlavy a odebrala varlata. Ty jsem pfenesla do zkumavky s 500
pl Xt média a homogenizovala, aby se spermie uvolnily ze semenotvornych kanalk.
Supernatant byl dale vyuzit pro oplozeni oocyti.

Oocyty byly samicemi nakladeny do roztoku 1x MMR + gentamycin v Petriho misce.
Tento roztok zajiStuje synchronizaci vyvoje oocytli. Do této masy oocytli byl rovhomérné
pfidan homogenizat obsahujici spermie a oocyty byly rozlozeny do jedné vrstvy. Pro pfichyceni
spermii na oocyty byla nutnd 5 min inkubace, poté jsem vyménila 1x MMR za fertiliza¢ni
roztok 0,05x MMR, ve kterém oocyty setrvaly 20 min. Poté byl fertiliza¢ni roztok vyménén za
2,2% roztok L-cysteinu, ktery odstranuje gelovity sekundarni obal oocytd. V L-cysteinu byly
oocyty obcasné promichény v ¢ase 5 min, poté nasledovalo 4x promyti v 0,05 MMR. Takto
pfipravené oocyty jsem pienesla na plotnu s agar6zovym dnem proti pfichyceni a zalila 0,05
MMR + gentamycinem. Nasledoval kvalitativni vybér pouze spravné se vyvijejicich embryi.
Vybrana embrya se dale kultivovala na agar6zovych plotnach s 0,05x MMR + gentamycinem
pro zabranéni bakteridlni infekce. Ve 3. dnu vyvoje jsem roztok vymeénila za 0,05x MMR uz
bez gentamycinu, aby bylo umoznéno embryim ziskat vlastni mikrobiom. Pohybliva stadia s
ocaskem byla do chovné nddoby s vodou, kde se pulci mohli dal vyvijet do vysSich stadii. Na

pfipravu organoidl jsem pouzila zaby do 4 mésici Zivota po metamorfoze.

5.4 Priprava testikularni suspenze

V ptipad€ mysiho 1 X.£. modelu probihala ptiprava testikularni suspenze pro 3D kultivace
totozné. Po usmrceni samcl jsem vyjmula obé€ varlata. Ta jsem kratce promyla v PBS a
nasledné jsem je piesunula do zkumavky se 100 pl disociacniho média obsahujiciho enzymy.

Pomoci ntzek a ustfizené S$picky jsem varlata sterilné homogenizovala na co nejmensi
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fragmenty. Po inkubaci 5 min v termostatu jsem obsah znovu homogenizovala s cilem
provzdusnit homogenizat. Tyto kroky byly opakovany 3x pro dosdhnuti kompletni disociace
bun¢k. Enzymatickou reakci jsem zastavila pfidanim 1 ml kultivacniho média. Nasledné jsem
tuto suspenzi filtrovala pomoci sitka o velikosti port 40 um do nové zkumavky. Zkumavku s
bunikami jsem centrifugovala (5 min, 110x g, 25 °C) a odstranila supernatant. Takto pfipravenou

testikularni suspenzi jsem dale pouzila pro experimenty s vybranou 3D kultiva¢ni metodu.

5.5 Metody 3D kultivace

Za ucelem vytvoreni testikularnich organoidl z varlat X. tropicalis jsem vybrala na
zaklad¢ literatury dva typy kultivacnich systému vyuzivajici podkladové matrice agardzy nebo
matrigelu. Tyto systémy jsou &asto pouzivany pro 3D kultivaci u vyssich obratlovei, Cast
protokolu s agarozovym systémem jsem v prub¢hu projektu upravila a ptidala pre-agregacni
fazi. Testikularni suspenzi jsem kultivovala ve visuté kapce s predpokladem vylepSeni
podminek pro vznik agregati. Veskeré experimenty jsem provedla jak s X. ¢ testikularni

suspenzi, tak s mys$i testikularni suspenzi.

5.5.1. Kultivace ve dvouvrstevné agaroze

Bez pre-agregacni faze ve visuté kapce

Tento systém sestava ze dvou vrstev rizné koncentrovaného (1,5%; 0,35%) roztoku
agarozy (Obr. 7). Den pfed zahdjenim experimentu bylo nutné pfipravit prvni zdkladovou
vrstvu z 1,5% agardzy v diH2O. Steriln€ v lamindrnim boxu jsem ptesunula 3 ml 1,5%
agardzového roztoku do kazdé z 6-ti jamek kultivacni desticky a nechala 2 hodiny zatuhnout.
K této podkladové vrstvé jsem po ztuhnuti gelu pfidala zékladni kultivaéni médium a desticku
inkubovala pies noc v termostatu, aby se gel nasal médiem namisto pivodni vody. Veskerou
tekutinu jsem nasledujici den odsala. Pro druhou vrchni vrstvu jsem ptipravila 0,7% roztok low-
melting agarézy v diH20. Po jejim rozpusténi jsem roztok temperovala na 37 °C nebo 30 °C
kvtli sniZeni tepelného Soku pro sav¢i nebo X.t. buniky. Mezitim jsem pfipravila testikuldrni
suspenzi (viz kap. 5.4), kterou jsem resuspendovala v fedicim médiu obsahujici 2x RPMI, 20%
FBS, 50 pl/ml gentamycinu a temperovala na pottebnou teplotu. Ob¢ slozky vrchni vrstvy, tedy
0,7% low-melting agar6za a bunécna suspenze v fedicim médiu, jsem sterilné smichala v
poméru 1:1. 1 ml smési jsem piidala do kazdé jamky obsahujici jiz zékladni vrstvu (1,5%

agaroza). Desticku jsem ndsledné piesunula na 10 min do 4 °C pro zatuhnuti. Sterilnim
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skalpelem jsem dale vyfizla z kazdé jamky c¢tverce piiblizné 5x5 mm a ty umistila do nové
jamky, kterou jsem vyplnila Cerstvym zakladnim kultivatnim médiem tak, aby médium
dosahovalo vysky pouze spodni vrstvy a vzniklo rozhrani vzduch/médium. Desticku s buiikami
jsem inkubovala v termostatu ve standardnich podminkéach, médium jsem meénila co 3 dny.

Vytlznutd
jednaotlivych bloki

\ Formovani
organoidi
0,35% Agaroza [gﬁ?j

\\‘;2}
- [:,‘0

o
g T

Testikuldrni

NERAIE Mé(lium—i:

1,5% Agaroza Al
Varle 0.7% Agaroza  2x RPMI
20% FBS

Obr. 7 Schématické zndazornéni pripravy organoidit v agarézovém kultivaénim
systému. Schéma znazornujici kultivaci testikularni suspenze v blocich dvojvrstevné
agarozy. Vytvoreno v BioRender.com.

S pre-agregacni fazi ve visuté kapce

Pro vytvofeni kompaktnich organoidi jsem testikularni suspenzi nechala nejprve
agregovat ve visuté kapce a poté jsem jednotlivé agregaty ptenesla do agarozy pro dlouhodobou
kultivaci (Obr. 8). Kultivaci ve visuté kapce jsem provedla tak, Ze pfipravenou testikularni
suspenzi (viz kap. 5.4) jsem resuspendovala v zakladnim kultivatnim médiu a na vnitini stranu
vicka Petriho misky jsem vytvofila kapky o objemu 20 pl. Vicko s kapkami jsem nasledné
otocila o 180° a do misky jsem doplnila PBS pro zachovani vlhkosti. Visuté kapky jsem
kultivovala ve standardnich podminkéch, a to 2-3 dny v ptfipad¢ mysi suspenze a 5-7 dnil v

piipadé suspenze X. tropicalis. Poté jsem agregaty opatrné pienesla pomoci Pasteurovy pipety

20 pl Kapky
- Farmovani
’ agregatd .
PBS LRl i '|| \
.\. ' !/'
Testikularni s - m @
=5 suspenze . |_r_|]— 0,35% Agaroze
=l / ) ‘.-'n':.r.u:ma[-
&y g - : 1.5% Agarozs L
=~ T
0,7% Agaroza 2 RPMI
Varle 20% FBS

Obr. 8 Schématické zndazornéni piipravy organoidii v agarozovém kultivacnim systému.
Schéma znazornujici kultivaci testikuldrni suspenze nejprve ve visuté kapce a nasledné
preneseni formovanych agregatii do blokii dvojvrstevné agarozy. Vytvoreno v BioRender.com.
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a dal kultivovala ve dvouvrstevné agardze dle stejného postupu jako v piipadé kultivace bez

agregace.

5.5.2. Kultivace v matrigelu

Jednovrstevny matrigel

Nejméné hodinu pfed zahdjenim experimentu jsem nechala zvolna rozmrazit pii 4°C
pomérnou ¢ast matrigelu (skladovéan pii -20°C). Manipulace s matrigelem probihala vzdy na
ledu a pouze s vychlazenymi Spickami, aby se zamezilo pred¢asné polymeraci.

Testikularni suspenzi jsem pfipravila viz kap. 5.4 a vznikly supernatant co nejdikladnéji
odstranila (Obr. 9). Zkumavku s peletou jsem ponotila do ledu a dale resuspendovala ve 100 pl
matrigelu. Na pfedem ptedehiatou 12 jamkovou desticku jsem pfipravila 10 pl kapky matrigelu
s buitkami a desticku inubovala 10 min v inkubétoru (29 °C v piipad€¢ X. t.) pro rychlejsi
polymeraci matrigelu. VSechny jamky jsem nasledné zalila 500 pl zakladniho kultiva¢niho

média. Buniky jsem kultivovala dle standardnich podminek a kazdé 3 dny ménila médium.

Pfeneseni
smési na jamky
i
. Polymerace | .
matrigelu 10 minut
v inkubatoru
G ~ v
J | 2
Homogenizovand
varlat: Testikulami ol
varlata il e: “e 10 pl kapka Pfidéani média a
suspenze v g f ¢ avie
matrigel unkam kultivace v termostat
matrigelu atrigelu s bunka ultivace v te statu

Varle

Obr. 9 Schématické znazornéni piipravy organoidii v savéim matrigelu. Schéma zndazornuje
kultivaci testikularni suspenze v jedné kapce matrigelu. Vytvoreno v BioRender.com.

Trivrstevny matrigel

Metoda tiivrstevného matrigelu zahrnuje kultivaci s moznosti agregace i dlouhodobé
kultivace zéroven bez dalSich manipulaci navic (Obr. 10). Pfed zahdjenim experimentu jsem
nejméné na 1 h vlozila alikvot matrigelu do 4 °C, vychladila $pi¢ky a nachystala led. Ptipravila
jsem si sterilizovanou uzaviratelnou nadobu s vikem, sterilni pinzetu a 12 jamkovou desticku s

inzerty (0,4-um).
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Inzerty jsem vlozila membranou vzhiru do nddoby a na kazdy ptidala kapku matrigelu o
objemu 5 pl. Uzavienou nddobu jsem inkubovala v termostatu minimalné 15 min pro zatuhnuti
matrigelu. Mezitim jsem pfipravila testikuldrni suspenzi (kap. 5.4) a vzniklou peletu bun¢k
resuspendovala v zakladnim kultivaénim médiu a matrigelu v poméru 1:1. Na prvni 5 pl kapku
jsem pridala 3 pl této smési buniky/matrigel a opét inkubovala v termostatu do zatuhnuti. Ob¢
kapky jsem na zavér piekryla vrstvou matrigelu o objemu 8 pl. Tuhnouci proces trval 20 min a
inzerty jsem nasledné ptrenesla do 12 jamkové desticky s ptipravenymi 600 pl zékladniho
kultivacniho média v kazdé jamce. Bunky jsem kultivovala pti standardnich podminek po dobu

14 dni a médium meénila kazdé 3 dny.

e B = *  Matrigel 5 pl

. ﬁ —s Matrigel 8 pl
‘\ L_/]:// b »

*  Burky + Matrigel 3 pl
Médium 600 pl

Obr. 10 Schématické zndazornéni piipravy organoidii v savéim matrigelu.
Schéma znazornuje kultivaci testikularni suspenze v trivrstevném matrigelu.
Vytvoreno v BioRender.com.

5.6 Reverzni transkripce a PCR

Pro analyzu genové exprese jsem zvolila metoda reverzni transkripce s naslednym PCR
(RT-PCR). K izolaci RNA z bunék a tkani jsem pouZila sady RNeasy® Mini Kit a RNeasy®
Micro Kit a izolaci jsem provedla dle instrukci vyrobce doplnéno o plisobeni DNézy 1. po dobu
15 min kvili eliminaci kontaminace vzorku genomovou DNA. Pro vytvoieni komplementéarni
DNA (cDNA) jsem pouzila RevertAid H Minus FirstStrand cDNA Synthesis Kit a provedla
reverzni transkripci dle instrukci vyrobce. Vstupni koncentrace RNA do reakce byla pro
vSechny pouzité vzorky 200 ng/pl. Ke kazdému vzorku jsem vytvofila i negativni kontrolu,
ktera ve své smési neobsahovala reverzni transkriptazu, a to pro odhaleni mozné kontaminace

genomickou DNA ve vzorku.
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Pro analyzu vzorkii jsem vybrala na zaklad¢ literatury vhodné geny a provedla navrh
primert (Tab. 1). PCR byla provedena pro v§echny vzorky dle nasledujiciho slozeni i programu
(Tab. 2).

Slozeni reakéni smési:

37,5 pl H20 Teplota Cas Opakovani
5 pl 10x Taq pufru s KCl1 94°C 1 min 1
3 ul 25 mM MgCl12 94°C 30s
1 ul 10 uM ptedniho primeru (F) 60°C 1 min 35
. 72°C 1,5 min
1 ul 10 uM zadniho primeru (R) 72°C 5 min 1

1 ul 10 mM dNTP Mix
1 ul templatu (ss cDNA)
0,5 pl Taqg DNA polymerazy 5 U/l

Tab. 2 Jednotlivé kroky PCR

Vzorky jsem po ukonceni PCR obarvila BFM v poméru 3ul BFM/10ul vzorku. Detekcei
pritomnosti amplifikatt jsem provedla pomoci elektroforetické separace v 1,2% agarozovém

gelu obsahujici EtBr, zalit¢ém v TBE pufru.

5.7 Histologické barveni Fezii varlat

Varlata vyjmuta z juvenilniho (5 mésicti) a dospé€lého (3 roky) samce X. tropicalis jsem
oplachla v 2/3 PBS a fixovala v 4% PFA pies noc pii 4 °C. Vzorky jsem promyla 3x5 min v 2/3
PBS a dale vzorky dehydratovala v EtOH:

*30% na 10 min

*50% na 10 min

*80% na 10 min

*96% na 10 min

* absolutni EtOH — 3x na 10 min
Vzorky jsem nasledné pfenesla do benzenu a promyla 2x5 min, kviili nemisitelnosti parafinu
s EtOH. Po odstranéni benzenu jsem piidala smés benzen:parafin (1:1) a inkubovala
v termostatu pii 58 °C po dobu 20 min. V termostatu byla varlata dale pienesena do ¢istého
parafinu na 1 h. Mezitim jsem si pfipravila keramickou nadobu, kterou jsem pokryla vrstvou
parafinového oleje. Nadobu jsem vyhtala na 58 °C a poté vyplnila Cistym parafinem. Do takto
pfipravené nadoby jsem vhodné vloZila varlata a nechala ptes noc inkubovat pii 58 °C. Dalsi

den jsem vzorky pfesunula na 30 min do 4 °C, aby parafin rychle zatuhl. Vzorky v parafinu
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jsem vytezala do bloki vhodné velikosti a pfipevnila k dfevénému néstavci. Na mikrotomu
jsem pripravila fezy o tloust’ce 8 um, které jsem instalovala na mikroskopicka sklicka.
Barveni hematoxylinem a eosinem (H&E) jsem provedla dle standardniho protokolu.
Nejprve jsem preparaty deparafinovala pomoci xylenu 3x10 min. Dale byly preparaty
inkubovany v absolutnim EtOH po dobu 5 min a poté v sestupné fadé EtOH (96%, 80%, 50%)
3 min v kazdé tad¢€. Preparaty jsem nasledné€ promyvala proudem vody po dobu 5 min a poté
prenesla do hematoxylinu po dobu 30 min. Rezy jsem poté promyvala vodou nejméné 10 min.
Preparaty jsem barvila Eosinem 30 s a poté promyla v tekouci vodé po dobu 1 min. Nasledovaly
dehydratacni kroky v 96% EtOH po dobu 5 min a v absolutnim EtOH 2x5 min. Skli¢ka jsem
na zaver inkubovala v xylenu 3x5 min a poté montovala do zalévaciho média Entellan. Pro

snimani obrazku jsem pouzila mikroskop Olympus BX40.

5.8 Kryosekce varlat s naslednym imunofluorescenénim barvenim

Vyjmuta varlata 4ro¢niho (dospélec) a 4mési¢niho (juvenil) samce X. tropicalis jsem
oplachla v 2/3 PBS a dale fixovala ve 4% PFA pies noc pii 4 °C. Poté jsem varlata promyla
3x5 min v 2/3 PBS a nasledné prosycovala roztokem 20% sachar6zy — opét pres noc pii 4 °C.
Dalsi den jsem vzorky montovala do O.C.T™ Compound 4583 média a skladovala pti -80 °C.

Pro ptipravu fezovych preparatu varlat byla teplota v komote kryotomu nastavena na -20
°C atloustka fezti na 10 um. Jednotlivé fezy jsem pienesla na mikroskopicka skla Super Frost
Plus, jejichz povrch je specialné upraven poly-L-lysinem, fezy tedy 1épe drzi pii dalSich
manipulacich. Takto pfipravené fezové preparaty je mozné dlouhodobé uchovavat pii -80°C.

Imunofluorescencni barveni pfipravenych fezli jsem provedla nasledovné. Sklicka
s fezy jsem nejdiive promyla 3x5 min v PBS a fixovala na 5 minut ve 4% PFA. Skli¢ka jsem
znovu promyla 3x5 min v PBS, dale permeabilizovala roztokem 1% SDS v PBS po dobu 5 min
a op¢t promyla 3x5 min v PBS. Pro blokovani nespecifickych vazebnych mist jsem pouZila 2%
BSA v PBS po dobu 60 min. Poté jsem vzorky inkubovala 60 min v roztoku 2% BSA v PBS
s primarnimi protilatkami ve vlhké komirce. Vzorky jsem dale promyla 3x5 min v 0,1%
roztoku Triton X-100 v PBS a inkubovala v sekundéarnich protilatkach (opét v 2% BSA v PBS)
po dobu 45 minut ve vlhké komtrce. Od tohoto bodu jsem skli¢ka vystavovala co nejméné
svétlu. Po inkubaci jsem sklicka promyla 3x5 min v PBS a montovala do média Mowiol/DAPIL.

Obrazky jsem snimala pomoci fluorescenéniho mikroskopu Olympus BX40.
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5.9 Dualni imunocytochemické barveni

Povrch krycich skli¢ek pouzitych pro imunofluorescencni barveni jsem nejprve pred
nasazenim bunék pokryla 100 pl poly-L-lysinu. OSetiena sklicka jsem nechala pii 37 °C po
dobu 30 min a poté oplachla PBS. Na takto upravena sklicka jsem nasadila ovlivnéné i kontrolni
skupiny XtiSCs. Nasledna kultivace probihala po dobu dvou dni.

Kryeci sklicka s bunikami jsem fixovala ve 4% PFA po dobu 15 min a dale promyla 3x5
min v PBS. Permeabilizaci jsem provedla 0,1% Tritonu X-100 v PBS po dobu 30 min. Buiky
byly opét promyty 3x5 min v PBS. Nasledovala blokace nespecifickych mist pomoci 2% BSA
v PBS 45 min. Sklicka s buiitkami jsem poté inkubovala pies noc ve vlhké komiirce pii 4 °C
s primarnimi protilatkami v roztoku v 2% BSA, 0,025 % Tritonu a PBS. Nasledujici den jsem
sklicka promyla 5x5 min v PBS a pfesunula do roztoku sekundarnich protilatek s 2% BSA,
0,025% Tritonu X-100 a PBS. Od tohoto kroku jsem vzorky skryvala co nejvice pted expozici
svétla. Inkubace sekundarnimi protilatkami probihala 60 min ve vlhké komtirce. Nasledovalo
promyti 5x5 min v PBS. Ddle jsem jednotliva sklicka s buitkami montovala na podloZni skla
do roztoku Mowiol/DAPI a skladovala pti 4 °C ve tm¢. Snimky bunék jsem fotila pomoci

fluorescen¢niho mikroskopu Olympus BX40.

5.10 Imunofluorescencni barveni organoidi

Pro imunofluorescen¢ni barveni jsem pouzila organoidy po 14denni kultivaci
v matrigelu. Nejprve jsem odsala médium a kapky matrigelu jsem promyla 1x v PBS.
Nésledovalo promyvani v 4% PFA, ve kterém je matrigel rozpustny. Dle potfeby jsem pribeézné
s obsahem vifila, aby se organoidy uvolnily. Organoidy jsem déle fixovala po dobu 45 min
v nové€ pfidaném 4% PFA pfi pokojové teploté. Po fixaci jsem organoidy 5x5 min promyvala
v PBS. Nasledné€ jsem organoidy pienesla na podlozni sklo s vyhloubenou jamkou, kam jsem
pfidala blokovaci pufr, a organoidy permeabilizovala 4 h pii pokojové teploté. Po odstranéni
blokovaciho pufru jsem na kazdou jamku s organoidy pfidala 100 pl roztoku cerstvého
blokovaciho pufru obsahujiciho primarni protilatky a inkubovala ptes noc pii 4 °C. Nasledujici
den jsem organoidy promyla 3x15 min v PBS a pfipravila novy roztok blokovaciho pufru
obsahujiciho sekundérni protilatky. Do kazdé jamky jsem poté pfidala 100 pul tohoto roztoku a
inkubovala pies noc pti 4 °C. Po inkubaci jsem organoidy promyla 3x15 min v PBS. Organoidy
jsem nasledné montovala do Mowiol/DAPI. Takto pfipravené vzorky jsem snimala na

konfokalnim mikroskopu Zeiss LSM880.
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6. Vysledky

6.1 Dynamika vyvoje Sertoliho bunék u Xenopus tropicalis

Pro ovéteni a analyzu dynamiky vyvoje SCs v riiznych asovych obdobich Zivota Zaby
druhu X. tropicalis jsem odebrala varlata juvenilniho samce ve staii 5 mésice a z dospélého
samce ve stafi 3 roky. Histochemické barveni hematoxylinem a eosinem ukazuje zformované
semenotvorné kanalky u obou rizn¢ starych jedincti (Obr. 11). U juvenila dochézi stale k vyvoji
a proliferaci somatickych bun¢k varlat, jeho semenotvorné kandlky jsou tedy vyrazn€ mensi a
lumen kanalkd neni pfili§ expandované. Naopak u dospélého samce lze pozorovat tenky
zarodeCny epitel oproti rozsahlému lumen kanalkli, ve kterych jsou jiz diferencované

spermatidy.

Varle juvenilniho samce Varle dospélého samce

: (R W 2 fwi; 55V
Obr. 11 Histochemické barveni H&E parafinovych rezit varlat Xenopus tropicalis. Vievo

juvenilni varle samce ve stari 5 mesice, vpravo dospélé varle samce ve stari 3 roky. ZE - zarodecny
epitel, L - lumen, S - spermatidy. MéFitka reprezentuji 100 um.

U obou skupin varlat jsem dale provéfila expresi vybranych proteini — Zo-1,
cytokeratin, Sox9. SCs, které se jiZ nachazeji uvnitt tubulli, ustavaji v proliferaci a vytvareji
mezi sebou tésné spoje. Timto zplisobem vznikd hemato-testikularni bariéra. Protein Zo-1 je
membranovy protein, ktery se obecné podili na tvorbé tésnych spojii. Jeho exprese hraje roli ve
vyvojovych stadiich SCs a ve schopnosti SCs vytvaiet hemato-testikularni bariéru. Pro
nematurované SCs je u mnoho druhil typickd exprese cytokeratinu, coz je IF protein bézné se
vyskytujici u epitelidlnich bunék. Sox9 je transkripéni faktor, ktery je produkovan SCs
nezavisle na jejich vyvojovém stadiu a je tedy idealnim markerem pro SCs. Rezy juvenilnich i

dospélych varlat jsem barvila pomoci imunofluorescenéniho barveni protilatkami proti
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Z0-1/Sox9 a Cytokeratin/Sox9 (Obr. 12). Pozitivni signal u barveni proti Zo-1 i Sox9 u obou
ruzné starych varlat X7 poukazuje na pfitomnost t€snych spojti v hemato-testikulérni bariéte jiz
od mladého véku samce. Naopak velmi dynamickd je zména exprese cytokeratinu, ktery je
bohat¢ pritomen u mladych varlat, avSak v dospélych varlatech neni exprimovan. Z téchto
vysledki vyplyva, ze cytokeratin 1ze pouzit jako marker nematurovanych Sertoliho bun¢k i1 u
druhu X. tropicalis. Exprese Zo-1 lze pouzit jako marker SCs nachézejicich se jiz uvnitf

semenotvornych kanalka.

A Juvenilni varlata B Dospéla varlata

Obr. 12 Imunohistochemické barveni Fezii varlat Xenopus tropicalis. Pri dvojitém imunologickém
barveni byly pouzity protilatky Zo-1 (zelené)/Sox9 (Cervené) nebo Cytokeratin (zelené)/Sox9 (Cervené).
Jadra jsou barvena DAPI (modre). A) Testikuldrni vezy juvenilniho samce X. tropicalis. B)
Testikuldrni rezy dospélého samce X. tropicalis. MéFitka reprezentuji 50 um.
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6.2 Charakterizace kolonii XtiSCs

Jak bylo jiz zminéno XtiSCs reprezentuji spole¢ného progenitora pro peritubularni
myoidni bunky i Sertoliho buniky (Tlapakova ef al., 2016). V ramci dalsi charakterizace téchto
buné¢k jsem provedla dvojité imunofluorescencni barveni protilatkdmi proti Cytokeratinu/Sox9
a dale proti Zo-1/Sox9, abych ovéfila schopnost XtiSCs tvofit t€sné spoje (Obr. 13). Jednotliva
barveni prokazala pozitivni signal proti Cytokeratinu/Sox9. Zajimavy je vysledek barveni proti
Z0-1/So0x9, kde 1ze pozorovat pozitivni signal pouze pro Sox9, Zo-1 nebyl detekovan. Vysledky
barveni ukazuji, ze XtiSCs nevytvaii tésné spoje. Exprese Cytokeratinu potvrzuje

nematurovany fenotyp bunék.

Obr. 13 Imunocytochemicka analyza kolonii XtiSCs. Charakterizace XtiSCs pomoci dvojitého
barveni protilatkami proti Zo-1 nebo Cytokeratin a Sox9 (marker Sertoliho bunék) A) Barveni proti
Cytokeratin (zelené)/Sox9 (Cervené) B) Barveni proti Zo-1 (zelené)/Sox9 (Cervené). Jadra jsou

barvena DAPI (modrie). Meéritka reprezentuji 50 um. Vsechna barveni byla 3x zopakovana nezavisle
na sebe

Analyza genové exprese na Urovni mRNA XtiSCs (Tab. 3) souhlasi s pfedchozimi
vysledky z laboratoie Skolitelky (Tlapakova et al., 2016) a jsou pozitivni pro expresi gend
specifickych pro Sertoliho buiiky (Sox9, Vim, Lif), peritubuldrni myoidni buniky (4cta2, Lif) i
pro mesenchymalni buniky (/tgb1, Cd44, Thy-1). Markery pro zarodecné bunky (Dazl, Ddx4) a
Leydigovy buiky (Cypllal, Cypl7al) nebyly detekovany. Dalsi charakterizace XtiSCs
zahrnovala geny soustiedéné na SCs a jejich zrani. Ze zvolenych gent specifickych pro nezralé

SCs nebyl detekovan pouze Amh, dale byla snizena exprese genu Cyp26b1. Kodovany protein
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Exprese genu |

Symbol
genu X. Nazev genu
tropicalis

Varle (4 roky)
XtiSCs
XtiSC + DM
XtiSCs + TM4
XtiSCs + DM + TM4
XtiSCs + TM4 KM
XtiSc + Xt 4.roky
XtiSc + Xt 4.roky KM

Markery Sertoliho bunék
SRY (sex determining
regionYl-box 9

sox9

vim vimentin

Markery nematurovanych Sertoliho bunék

amh anti-Mullerian hormone
krt18.1 keratin 18, type |
cyp26b1 cytochrome P450 family 26 -

neural cell adhesion

ncami
molecule 1

ar androgen receptor

cldni1 claudin 11

GATAI1 | GATA binding protein 1

shbg sex hormone binding globulin

i leukemia inhibitory
lif factor

muscle a-actin
Markery Leydigovych bunék | |
cytochrome P450 Family
cytochrome P450 family
A R e -~
Markery zarodeénych bunék | |

deleted in azoospermia-
dazl )
like

ddx4 DEAD-Box Helicase 4

cypllal

Markery mesenchymalnich kmenovych buné&k

itghl integrin beta-1

CD44 molecule (Indian
blood group)

cd44

thyl [Thy-1 cell surface antigen

Pozitivni kontrola

tubb tubulin L

Tab. 3 Celkové srovndni zmén v genové expresi XtiSCs po ovlivnéni. RT PCR
analyza ze vzorkii zleva varlat X. tropicalis, XtiSCs, XtiSCs ovlivnéné DM, XtiSCs
oviivnéneé ko-kultivaci s TM4, XtiSCs ovlivnéné DM a ko-kultivaci s TM4, XtiSCs
ovilivnené kondicionovanym médiem TM4, XtiSCs ovlivnéné ko-kultivaci
s testikularni kulturou Xt (4 roky), XtiSCs ovlivnéné kondicionovanym médiem Xt

(4 roky).
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Cyp26bl se ucastni degradace RA, kterd hraje vyznamnou roli v zahdjeni meidzy u
zarodecnych bunc¢k. U genl specifickych pro zralé SCs jsem prokédzala expresi pro Ar
(Androgenni receptor) a Cld11 (Claudin 11). Ostatni geny pro maturovany stav nevykazovaly
pozitivni expresi. Celkové z vysledkii z imunofluorescenéniho barveni i z RT-PCR analyzy

vyplyva, Ze kolonie XtiSCs pfedstavuji nematurované testikularni buiikky somatického ptvodu.

6.3 Diferenciace XtiSCs v maturované Sertoliho burnky

V ramci této prace jsem vyzkousela hned nékolik postupti, které by mohly mit na proces
diferenciace XtiSCs vliv. VSechny ptistupy byly zopakovany ve tfech biologickych opakovani,

které jsou reprezentovany nasledujicimi vysledky.

Skupina 1.

Pro indukei diferenciace XtiSCs jsem v experimentech pro Skupinu I. pouzila a upravila
protokol dle Shlush et al. (2017). Tento protokol kombinuje dvé diferenciacni média, ktera
svym obsahem mimikuji fyziologii vyvoje testikularniho niche (Shlush et al., 2017). Jiz béhem
kultivace byly patrné zmény v morfologii n€kterych bun€k (Obr. 14). Tyto buiiky byly oproti

vetsing vyrazné tmavé a tvarove kulaté.

Kontrola XtiSCs + DM

Obr. 14 Indukce diferenciace XtiSCs v Sertoliho buiiky pomoci diferenciaéniho média.
Vievo XtiSCs bez ovlivneni. Vpravo XtiSC ovlivnéné diferenciacnim médiem. Bilé Sipky
oznacuji tmavé kulaté bunky. MeFitka reprezentuji 100 um.
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Dalsi analyza pomoci imunofluorescencniho barveni (Obr. 15) prokazala pozitivni
barveni protilatkami proti Cytokeratin/Sox9 u vétSiny bunék. Malé kulaté buniky ukézaly velmi
nizkou a v nékterych piipadech i zddnou expresi pro oba zminéné proteiny. Protein Zo-1 nebyl
protilatkou detekovan. Analyza genové exprese pomoci RT-PCR oproti negativni kontrole
XtiSCs neprokazala vyrazné zmény v expresi pro vétsinu genua (Tab. 3). K relativnimu zvyseni
exprese doslo u genu Cyp26b1, ke snizeni exprese doslo u genu pro Ar oproti kontrole. Za
zminku stoji i ndpadné snizeni exprese pro gen Acta2 (marker PTMCs). Zajimavym vysledkem
je nicméné pozitivni exprese genit pro Cypllal a Cypl7al, tyto geny jsou typické pro
Leydigovy bunky a hraji roli ve steroidogenezi. Celkové z dosazenych vysledkl vyplyva, ze
pod vlivem tohoto diferenciaéniho média nedoslo u XtiSCs k diferenciaci do zralého, Sertoliho
buitkam podobného stavu. Vysledky dale ukazuji, ze doslo u nékterych bunék k diferenciaci
smérem k jinému bunéénému typu nez SCs a Ze tyto buniky exprimuji nékteré ze

steroidogennich enzym1.
- -
- -

Obr. 15 Diferenciace XtiSCs v maturované Sertoliho buiiky pomoci diferenciacniho média.
Imunofluorescencni dvojitée barveni protilatkami proti Zo-1 nebo Cytokeratin a Sox9. A) Barveni
proti Cytokeratin (zelené)/Sox9 (cervené) B). Barveni proti ZO-1 (zelené)/Sox9 (Cervené). Jadra
jsou barvena DAPI (modre). Cervené Sipky ukazuji na malé kulaté buiiky s velmi nizkou expresi

Cytokeratinu nebo Sox9. Bilé Sipky ukazuji na malé kulaté bunky bez exprese Sox9. Meritka
reprezentuji 50 um. Barveni bylo provedeno pro A i B u vSech biologickych replikatii nejmeéné 3x.
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Skupina I1.

Pro tyto pokusy jsem opét vyuzila upraveny protokol podle Shlush et al. (2017) a spolu
s diferenciaénim médiem jsem pouzila i ko-kultivaci XtiSCs s imortalizovanou mysi bunéénou
linii Sertoliho bunék (TM4). Béhem kultivace se buiiky rozlisily na dva morfologicky odlisné
typy stejné jako v ptipadé Skupiny I. Imunofluorescencni barveni (Obr. 16) opét neprokazalo
expresi Zo-1 a pozitivni bylo barveni pouze pro Sox9. Pozitivni bylo i barveni proti
Cytokeratin/Sox9. V piipadé¢ skupiny bunék skulatou morfologii byla exprese
Cytokeratin/Sox9 snizena stejn¢ jako u Skupiny 1. Analyza genové exprese neprokdzala zadné
velké zmény oproti Skupine I (Tab. 3). Vyjimkou je vysledek RT-PCR pro gen Cypl7al, ktery
nebyl detekovan. Druhy sledovany gen tcastnici se steroidogeneze (Cypllal) byl detekovan.
Dalsi zménou byla relativné snizend exprese Lif oproti Skupiné I. i neovlivnénych XtiSCs.
Z hodnoceni vyplyva, ze se vysledky vyrazng nelisi od prvniho ptistupu pouzitého u Skupiny 1.

a diferenciaci XtiSCs ve zralé Sertoliho buriky se nepodatilo prokdzat ani v tomto piipade¢.
' -
- -

Obr. 16 Diferenciace XtiSCs v maturované Sertoliho buiiky pomoci Diferenciacniho média a
ko-kultivace s TM4. Imunofluorescencni dvojité barveni protilatkami proti Zo-1 nebo Cytokeratin
a Sox9. A) Barveni proti Cytokeratin (zelené)/Sox9 (Cervené) B). Barveni proti ZO-1 (zelené)/Sox9
(Cervené). Jadra jsou barvena DAPI (modie). Bilé Sipky ukazuji malé kulaté bunky s velmi nizkou

expresi Cytokeratinu i Sox9. Cervena Sipka ukazuje na kulatou buitku bez exprese Sox9. MéFitka
reprezentuji 50 um. Barveni bylo provedeno pro A i B u vSech biologickych replikatii nejmeéné 3x.

MERGE
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Skupina I11.

U této skupiny jsem testovala vliv samotnych bun¢k TM4 na XtiSCs po spolecné
kultivaci. Béhem experimentu jsem nezaznamenala zadné viditelné zmény v morfologii.
Nésledné imunofluorescenéni barveni (Obr. 17) proti Cytokeratin/Sox9 bylo pozitivni, nicméné
cytokeratinova sit’ se zdala byt mén¢ expandovana oproti negativni kontrole XtiSCs. Velmi
zajimavy je vysledek druhého barveni protilatkami proti Zo-1/Sox9, ktery prokazal ptitomnost
Zo-1 vovlivnénych buiikdch. Dalsi analyza pomoci RT-PCR odhalila zmény i v expresi
vybranych genti oproti neovlivnénym XtiSCs (Tab. 3). Za zminku rozhodné stoji gen Cyp26b1,
ktery nebyl na trovni mRNA u Skupiny I1l. detekovan. Dalsi zménou je relativné lehce zvySena
exprese zvolenych genli maturovanych SCs (Gatal, Shbg), ostatni geny pro zralé SCs (A4r,
Cldnl1) nevykazovaly viditelnych zmén oproti kontrole. Dals§i zména je v expresi pro Lif, ktera
byla utlumena. Exprese Lif je piitomna v XtiSCs ale nikoli v dospélych varlatech X. tropicalis.
Relativné sniZena byla i exprese genu Acta? v porovnani s expresi genu u XtiSCs. Pro ostatni
sledované geny jsem nepozorovala zmény vic¢i neovlivnénym XtiSCs. Shrnuti vysledki
indikuje, ze v ptipad¢ ko-kultivace s TM4 dochazi k ur¢itému posunu bun¢k XtiSCs smérem

k maturovanému SCs podobnému stavu.

Obr. 17 Diferenciace XtiSCs v maturované Sertoliho buiiky pomoci ko-kultivace s TMA4.
Imunofluorescencni dvojité barveni protilatkami Zo-1 nebo Cytokeratin a Sox9. A) Barveni proti
Cytokeratin (zelené)/Sox9 (Cervene). B) Barveni proti ZO-1 (zelené)/Sox9 (Cervené). Jadra jsou barvena
DAPI (modre). Bila Sipka oznacuje misto pozitivniho barveni proti Zo-1. Mévitka reprezentuji 50 um.
Barveni bylo provedeno pro A i B u vSech biologickych replikatii nejmeéné 3x.
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Skupina 1V.

Kvuli rozdilnym podminkdm kultivace savcich a zabich bunck, které muzou
modifikovat chovéani pfidanych TM4 bunék, jsem zvolila vyuziti kondicionovaného média
TM4. Kondicionované¢ médium bylo nutné fedit 1:2 kvili zvySené umrtnosti oproti obvyklému
fedéni 1:1. ZvySenou umrtnost Ize ptikladat rozdilné osmolarité zabich bunék oproti savéim.
Béhem kultivace jsem nepozorovala zadné viditelné zmény morfologie. Vysledky
imunofluorescen¢niho barveni (Obr. 18) nezaznamenaly zmény v expresi pro Cytokeratin ani
Sox9 a oba proteiny byly bohaté exprimovany. I v téchto experimentech se prokdzala mirna
exprese Zo-1. Prestoze protein neni pozorovan na membranach vSech bun¢k, jeho pfitomnost
je znatelna v endoplazmatickém retikulu bunck ve srovndni s kontrolou XtiSCs. Analyza
genové exprese neprokazala vyrazné zmény oproti neovlivnéné kontrole ve vybranych genech
(Tab. 3). Vyjimkou je gen Lif, ktery nebyl detekovan. Vysledky celkové nepotvrzuji uspésnou
diferenciaci XtiSCs do zralych SCs, nicméné lze pozorovat uréitou zménu exprese ve prospéch

gent pro SCs.

Obr. 18 Diferenciace XtiSCs v maturované Sertoliho buiiky pomoci kondicionovaného TM4 média.
Imunofluorescencni dvojité barveni protilatkami Zo-1 nebo Cytokeratin a Sox9. A) Barveni proti
Cytokeratin (zelené)/Sox9 (Cervené). B) Barveni proti ZO-1 (zelené)/Sox9 (Cervené). Jadra jsou barvena
DAPI (modre). Bild Sipka ukazuje na formujici se tésny spoj. Cervend Sipka oznacuje pozitivni barevni
proti Zo-1 v endoplazmatickém retikulu. Mévitka reprezentuji 50 um. Barveni bylo provedeno pro A i B u
vsech biologickych replikatii nejméné 3x.
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Skupina V.

Pro tyto pokusy jsem vyzkousela ko-kultivaci s testikularni suspenzi X. tropicalis
izolované z zab starych 4 roky. Testikularni suspenze z dospélé zaby velmi rychle odumirala,
coz je u primarnich kultur izolovanych z dospélcti obvyklé. Signalni molekuly produkované
umirajicimi bunikami ziejmé ovliviiovaly i1 kulturu XtiSCs, které nésledné vykazovaly vyssi
umrtnost oproti kontrole. Dalsi problém byla ¢astd kontaminace plisnémi, jelikoz suspenzi
z 7ab jsem ptipravovala semisterilné. Pro vSechny tyto divody jsem zkratila dobu kultivace na
jeden tyden oproti ostatnim postupim. Béhem kultivace i po ukonceni ovlivnéni jsem
nepozorovala zddné zmény v morfologii bunék. Vysledky imunofluorescencniho barveni (Obr.
19) prokéazaly pozitivni signdl pro Cytokeratin i Sox9. Protein Zo-1 nebyl protilatkou
detekovan. Pfi srovnani zmén v expresi vybranych genii (Tab. 3) nedosSlo téméf k Zzadnym
zméndm oproti kontrole XtiSCs u vétSiny z nich. Vyjimkou je relativné zvySend exprese
Cyp26b1 a naopak zcela utlumena exprese Lif. Shrnutim vysledka u Skupiny V. lze fict, ze u
bunék nedoslo k diferenciaci smérem k SCs. Zarovei nebyly pozorovany vEétsi zmény v expresi

oproti kontrole, coz lze ptikladat i pravé zkracené dob¢ kultivace.

Obr. 19 Diferenciace XtiSCs v maturované Sertoliho buiiky pomoci ko-kultivace s buiikami 7 X.
tropicalis (4 roky). Imunofluorescencni dvojité barveni protilatkami proti Zo-1 nebo Cytokeratin a
Sox9. A) Barveni proti Cytokeratin (zelené)/Sox9 (cervené) B). Barveni proti ZO-1 (zelené)/Sox9

(Cervené). Jadra jsou barvena DAPI (modrie). MéFitka reprezentuji 50 um. Barveni bylo provedeno
pro A i B u vsech biologickych replikatii nejméné 3x.
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Skupina V1.

Vzhledem ke komplikacim u experimenti Skupiny V. jsem pro tyto experimenty
vyzkousela kondicionované médium Xt4. Médium jsem fedila bézné 1:1 a ovlivnéné bunky
XtiSCs vykazovaly standardni chovani i pfeziti. Béhem kultivace jsem nepozorovala zadné
zmény v morfologii oproti kontrole. Imunofluorescencni barveni (Obr. 20) potvrdilo pozitivni
signal pro Cytokeratin/Sox9. Exprese proteinu Zo-1 se neprokazala. Vysledky exprese na
urovni mRNA (Tab. 3) se ukézaly téméf nezménéné oproti negativni kontrole XtiSCs.

Diferenciace buné€k smérem k maturovanym SCs nebyla prokazana.

Obr. 20 Diferenciace XtiSCs v maturované Sertoliho buiiky pomoci kondicionovaného Xt4 média.
Imunofluorescencni dvojité barveni protilatkami proti Zo-1 nebo Cytokeratin a Sox9. A) Barveni proti
Cytokeratin (zelené)/Sox9 (Cervené) B). Barveni proti ZO-1 (zelene)/Sox9 (Cervené). Jadra jsou barvena
DAPI (modre). Méritka reprezentuji 50 um. Barveni bylo provedeno pro A i B u vsech biologickych
replikatii nejméné 3x.
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6.4 Priprava organoidi z testikularni suspenze X. tropicalis

V nasledujici casti se vénuji vysledkiim piipravy testikularnich organoidii z bunék
samcu X. tropicalis s pouzitim dvou kultiva¢nich materiali (agar6za, matrigel). Ve vysledcich
hodnotim schopnost testikularnich bun¢k X. tropicalis tvotit kompaktni organoidy ve srovnani
s mySim modelem. Testovala jsem celkové Ctyfi pristupy, které jsem do laboratote Skolitelky
nov¢ zavedla a déale optimalizovala pro kultivaci mysich nebo Zabich testikuldrnich bunék v
organoidy. Veskeré experimenty jsem opakovala ve tfech nezavislych replikatech pro oba
druhy, v ramci kazdého takového opakovani jsem pouzila vzdy nejméné 3 samce dané¢ho druhu.
V ramci nésledné charakterizace organoidi X. tropicalis jsem piipravila tyto vzorky pro

hodnoceni pomoci konfokéalni mikroskopie.

6.4.1 Kultivace ve dvouvrstevné agaroze

Bez pre-agregacni faze ve visuté kapce

Jako prvni jsem zvolila metodu kombinujici dvé vrstvy rizn€ koncentrované agardzy
(Obr. 21). Experimenty nejprve s mySimi testikularnimi buikami ukazaly jiz v 1. tydnu
kultivace tendenci bun¢k vytvaret kompaktni organoidy. Ve 2. tydnu kultivace této mysi
suspenze jsem pozorovala zvySujici se pocet kolonii. Buiiky i po 2. tydnu nadéle proliferovaly
a nejevily znamky vétSiho odumiréni.

Jinou situaci jsem pozorovala u experimentd s testikularnimi bunikami X. tropicalis.
Buiiky v 1.tydnu kultivace zaruc¢ené proliferovaly, nicméné¢ jsem nepozorovala Zadnou tvorbu
kolonii oproti mySimu modelu. Ani po 2. tydnu kultivace tyto X.z. buiiky nevytvarely organoidy
ani se neshlukovali. Tuto standardni metodu jsem tedy vyhodnotila jako nedostacujici pro

tvorbu organoidii u druhu X. tropicalis.
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X. tropicalis

1. tyden

2. tyden

Obr. 21 Piiprava testikuldrnich organoidii ve dvouvrstevné agaroze bez predchozi agregace.
Srovnani dvoutydenni kultivace v agardzovém systému s pouzitim X.t. nebo mysi testikuldarni
suspenze. Vlevo kultivace Zabi testikularni suspenze. Vpravo kultivace mysi testikularni
suspenze s pozorovatelnymi organoidy. Cerné Sipky ukazuji na agregujici buitky. Mévitka
reprezentuji 200 um.

S pre-agregacni fazi ve visuté kapce

Po ptedchozim nezdaru vytvofit kompaktni organoidy u modelu X. tropicalis jsem
navrhla postup, ktery by umoznil bunikam blizsi vzajemny kontakt pro usnadnéni mezibunécéné
komunikace a tendenci agregovat. Metodu dvouvrstevné agarozy jsem doplnila o fazi pre-
agregace ve visuté kapce, kterd se bézné¢ pouzivd pro tvorbu embryoidnich télisek
z embryonalnich kmenovych bunék. V kapce o malém objemu média buiiky visi proti gravitaci,
coz jim umoznuje se koncentrovat do urcitého mista. Kultivace ve visuté kapce tradi¢n¢ probiha
2-3 dny a zavisi na poctu nasazenych bunék (Ohnuki a Kurosawa, 2013). Timto se eliminuje
odumirani bun¢k z diivodu nizkého piisunu zivin v kapce média. Dlouhodobé;jsi kultivace ve
visuté kapce neni vhodna i1 kviili chybéjicimu ,,scaffold”. U mysich experiment dochazelo do
3 dni k vytvofeni kompaktnich kolonii (Obr. 22), které jsem nasledn¢ byla schopna ptenést

celistvé do dvouvrstevné agardzy a dale v tomto systému kultivovat az 2. tydny. Vytvorené
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mysi organoidy byly po 2. tydnech kultivace znateln€ vétsi oproti predchozi standardni metodé
bez pre-agregacni faze. Nicméné takto vytvorené organoidy byly pii delsi (déle nez 2.tydny)

kultivaci nachylnéjsi k postupnému odumirani z divodu hypoxie uvnitt velkych kolonii.

Tento postup jsem vyzkousela i pro model X. tropicalis. Kultivaci bun€k ve visuté kapce
jsem prodlouzila na 1. tyden kviili pomalejsi proliferaci oproti mysim bunkam. I pro pomalejsi
rist bunc¢k se zddlo, Ze visutd kapka netvofila pro zabi buniky ptiznivé podminky. Navic
agregaty nebyly zcela kompaktni a ve vét§in€ piipadl se pfi ndsledném pieneseni do agardzy
rozpadaly. V agar6zovém systému jsem po pieneseni nepozorovala Zadnou formaci organoidii
ani po 2. tydnu a pfi dlouhodob¢jsi kultivaci buitkky odumiraly. Z provedenych experimentii
jsem prokdzala, ze agar6zova matrice neposkytuje dostate¢nou podporu a podminky pro

vytvoreni a kultivaci testikularnich organoidt X. tropicalis.

X. tropicalis

1. tyden
3. den

Obr. 22 Priprava testikuldrnich organoidii ve dvouvrstevné agaroze s pre-
agregaci ve visuté kapce. Srovnani dvoutydenni kultivace v agarozovém systému
s pouzitim X.t. nebo mysi testikularni suspenze. Vlevo kultivace Zabi testikuldarni
suspenze. Vpravo kultivace mysi testikularni suspenze. 1 tyden nebo 3 dny
predstavuji casy, kdy byly agregdty premistény z visuté kapky do agarozové
vrstvy. Méritka reprezentuji 200 um
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6.4.2 Kultivace v savéim matrigelu

Z diavodi predchozich neuspéchu piipravy X.z. organoidi v agardze jsem v dalSich
experimentech pouzila pii kultivaci bun¢k matrigel. Jedna se o proteinovy extrakt produkovany
myS$imi nadorovymi buiikami, které jsou bohaté na proteiny extraceluldrni matrix (kolagen I'V.,
laminin, heparan sulfat, proteoglykany) a rastové faktory. Matrigel polymeruje pii pokojové
teplot¢ do gelovitych kapek, ve kterych bunky uspésné proliferuji a ochotnéji utvareji 3D
struktury.

Jednovrstevny matrigel

V ramci této metody je vytvorena jednoducha vrstva/kapka matrigelu, do které jsou
buniky vmichany a relativné velmi rychle vloZeny s médiem do termostatu. Oproti agarézovému
kultivaénimu systému je pii ptipravé s buitkami méné manipulovdno, coz ma vliv na jejich
prospivani. V ptipadé¢ mysiho modelu jsem jiz v 1.tydnu kultivace pozorovala seskupovani
bunék a misty i formace organoidii (obr. 23). Tyto organoidy proliferovaly i po 2. tydnu
kultivace a pfi srovnani s prvnim piistupem kultivace v agar6ze dosahovaly v matrigelu i vétsi

velikosti. Mysi organoidy ptfezivaly i déle nez 2 tydny.

Postup jsem zopakovala 1 pro testikularni suspenzi X. tropicalis. Po 1. tydnu kultivace
buniky proristaly matrigel a zdalo se, ze misty builky agreguji. Po 2. tydnu bylo mozné
v nékterych mistech matrigelu pozorovat shluky bun¢k, nicméné pii bliZz§im zobrazeni stile
nedochdzelo k utvofeni kompaktnich, odd€lenych organoidd. Dtivodem by mohla byt
nepiitomnost nebo odumfeni nékterého zbunéénych typt testikularniho niche nebo
nedostate¢nad difuze signalnich molekul, které by mohly byt potiebné k utvoreni
mezibunéénych spojii. Jako v prvnim pifipadé kultivace v agardze jsem usoudila, Ze bunky
mohou byt v prvni fazi kultivace ptili§ vzdalené od sebe. Tato metoda se ukézala jako nevhodna

pro tvorbu testikularnich organoidil X. tropicalis.

61



X. tropicalis

2. tyden 1. tyden

Zvétseny detail

Obr. 23 Priprava testikuldarnich organoidii v jednovrstevném matrigelu. Srovnani dvoutydenni
kultivace v matrigelu s pouzitim X.t. nebo mysi testikularni suspenze. Vlevo kultivace X.t.
testikularni suspenze. Vpravo kultivace mysi testikularni suspenze. Bila Sipka ukazuje na
shlukujici se buritky u X.t. kultivace bez pozorovatelné hranice oddéleni. Cervend Sipka ukazuje
na jednoznacné oddeleni bunék a formaci organoidu. Méritka 1. tyden, 2. tyden reprezentuji 200
um. Méritka zvétseného detailu reprezentuji 100 um.
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Trivrstevny matrigel

Pro dalsi experimenty jsem pouZila tfivrstevny gradientni systém, ktery byl vyvinuty a
pouzity pro kultivaci potkanich organoidii. U téchto organoidii byla pozorovana zformovana
hematotestikularni bariéra a proliferujici zdrodecné buiiky (Alves-Lopes et al., 2017). Tento
systém nese vyhody matrigelu 1 visité kapky a zaroven v ném vznikaji dva volné prostory bez
bunék. Zde mize dochazet k vyméné faktori a bunéénych metabolitii mezi vrstvami a buitkami
(Alves-Lopes et al., 2017). Kultivaci v tiivrstevném matrigelu jsem vyzkousela pro oba druhy
(Obr. 24). U mysiho i zabiho modelu jsem jiz po 1. tydnu kultivace pozorovala formovani
solidnich organoidf.. Po dal§im tydnu kultivace organoidy tvofily pozorovatelné tubulovité
struktury. Tento kultivacni systém se ukazuje jako vhodny pro pfipravu testikularnich

organoidil X. tropicalis, které jsou schopné prezivat i vice nez 2. tydny in vitro.

X. tropicalis

1. tyden

Obr. 24 Priprava testikularnich organoidii v tiivrstevném matrigelovém systému. Srovndani
dvoutydenni kultivace v trivrstevném matrigelu s pouZitim X.t. nebo mysi testikuldarni suspenze.
Vievo kultivace X.t. organoidu s pozorovatelnymi tubuliim podobnymi strukturami. Vpravo
kultivace mysi testikuldrni suspenze s vyraznymi tubuly. Cervené Sipky zndzorituji tubulovité
struktury. Meéritka reprezentuji 200 um
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6.5 Pilotni charakterizace testikularnich organoidi X. tropicalis

Po uspésném zavedeni vhodné metody pro kultivaci testikularnich organoidi X.
tropicalis, jsem déle navrhla postup pro jejich nutnou charakterizaci. Tato ¢ast vysledkl je
pilotni a bude potteba provést dal§i optimalizace i dalsi metody analyzy. Prvni pokusy
zahrnovaly krajeni organoidti pomoci kryotomu i mikrotomu. Obé¢ techniky obsahuji kroky, pii
kterych je potieba manipulovat se vzorky a pfenaset je. To muze vést ke zbyteCnym ztratdm
vzorkl. Dalsi problém je viditelnost vzorki pti krajeni kvuli jejich velikosti a barve, kterd
splyvéa s montovacimi roztoky. Ani v jednom piipad¢ metody krajeni se testikuldrni organoidy
nepodafilo nakréjet. Pfesunula jsem se k metodé imunofluorescencniho barveni organoidu.
V této prvotni analyze Zabich organoidil jsem se zaméfila na pfitomnost i pozici bunék. Pro
detekci jsem zvolila dva nejvice in vivo zastoupené bunécéné typy ve varlatech — PTMCs a SCs.
Imunofluorescenéni barveni bylo provedeno protilatkami proti a-Sma jako marker PTMCs a
proti Zo-1 jako marker tésnych spoji u SCs. Vysledky z konfokalni mikroskopie potvrdily
ptitomnost obou bunéénych typa (Obr. 25). V ptipadé barveni protilatkou proti a-Sma byl
signal pozitivni pfedevSim v perifernich oblastech testikuldrnich organoidu. I ve varleti se
PTMCs vyskytuji na periferii kanalkti, kde tvofi kontraktilni vrstvu. To by mohlo znacit
tendenci bunék v organoidu zaujimat podobnou pozici, jako buiiky zaujimaji in vivo. Pozitivni
signal byl 1 pro Zo-1, ktery je in vivo exprimovan SCs. Vysledky naznacuji, ze v ramci
organoidu bunky tvofi mezi sebou tésné spoje. V obou piipadech barveni je vSak potieba vice

opakovani.

Obr. 25 Pilotni charakterizace testikularnich organoidit X. tropicalis pomoci
imunofluorescencniho barveni. A) Pozitivni signdl proti anti-a-Sma (zelené), ktery je predevsim
na periferii testikuldrniho organoidu. B) Pozitivni signal proti anti-Zo-1 (zelené). Jadra jsou
barvena DAPI (modie). Meéritka reprezentuji pro A) 100 um a B) 50 um.

64



7. Diskuze
Indukce diferenciace XtiSCs

Pohlavni dospivani je velmi komplexni proces, ve kterém jedinec prochdzi nutnymi
zménami v rastu, fyziologii 1 hormonalni signalizaci. Tyto dilezité¢ zmény se z velké ¢asti tykaji
piedevsim testikularniho niche, kde dochazi k morfologické a funkéni maturaci somatickych
bun¢k tak, aby bylo umoznéno spusténi spermatogeneze. Velkou tlohu v zahdjeni
spermatogeneze hraji SCs, které jsou jediné¢ v pfimém kontaktu se zarode¢nymi bunkami.
Robustni analyza genové exprese lidskych SCs ukazala velkou dynamiku zmén mezi nezralymi
a zralymi SCs béhem puberty. Také se ukédzalo, Ze k matura¢nimu procesu bun€k v ramci
jednoho kanalku dochazi asynchronné (Guo et al., 2021). SCs jsou velmi komplexni buiky
s ¢etnymi funkcemi, kterymi se vyznamné podili na fungovani varlat. Specifické vlastnosti SCs
v dané fazi zivota jedince jdou ruku v ruce s expresi specifickych gent. K tomu je potieba
ptihlédnout pfi sledovani diferenciacnich fazi SCs. Nékteré specifické geny pro SCs mohou byt
exprimovany pouze v urcitém obdobi samce, jiné mohou byt exprimovany konstantn¢. V
diplomové préci jsem se zabyvala indukci diferenciace progenitorti XtiSCs v dospélé SCs in
vitro. Pro prokazéani uspésné diferenciace bunck jsem zvolila kombinaci specifickych gent pro
nematurovany i maturovany stav SCs, a poté detekovala jejich expresi pomoci RT-PCR u vSech

vytvotenych Skupin.

Gen pro transkripcni faktor Sox9 je ¢asto pouzivan jako obecny marker SCs. U savct je
Sox9 exprimovan jiZz béhem embryondlniho vyvoje a podili se vyznamn€ na determinaci
pohlavi jedince. Jeho exprese je pfitomna i v dospé€lych varlatech, kde zabratiuje reprogramaci
SCs v sami¢i granuldzni bunky (Barrionuevo et al, 2016). Provétila jsem expresi Sox9 ve
varlatech X. tropicalis. Vysledky ukazuji, ze Sox9 je stabilné exprimovan v juvenilni 1 dospélé
fazi zivota X. tropicalis (Obr. 12). Exprese Sox9 lze povazovat za marker vSech vyvojovych
stadii SCs 1 u druhu X. tropicalis. Dale jsem provétila expresi Sox9 v ovlivnénych bunikach
jednotlivych Skupin. VétSina bun€k exprimovala Sox9, coz znamend, ze u nich nedoslo po
ovlivnéni k transdiferenciaci v jiny bunécny typ, nez jsou SCs. Vyjimka se vyskytla u urcité
populace bun¢k v ramci Skupiny I. a II. (Obr. 15, Obr. 16). Obé populace bunék se lisily
rozdilnou morfologii i expresi Sox9. Dalsi analyza genové exprese Skupiny I. 1 II. odhalila
pozitivni expresi gentl cypllal i cypl7al. Tyto geny koduji enzymy cypllal a cypl7al, coz
jsou proteiny exprimované pouze LCs in vivo. Jejich exprese je stimulovdna vazbou LH na

receptor, ktery se ve varlatech nachazi pouze na cytoplazmatické membrané¢ LCs. Vazba
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stimuluje signalizacni kaskadu, kterd vede k zahdjeni exprese proteinii vcetné cypllal a
cypl7al dilezitych pro biosyntézu testosteronu. Ukazuje se, ze u zebticky dochazi ke stimulaci
steroidogeneze i pomoci FSH signalizace (Baudiffier et al., 2012; Garcia-Lopez et al., 2010).
V ptipadé Skupiny I. 1 Skupiny I1. bylo FSH soucasti pouzitého diferencia¢niho média. Je tedy
mozné, ze 1 v piipadé bunécné kultury X. tropicalis by FSH mohlo stimulovat expresi
steroidogennich enzymi. Nicméné jelikoz analyza genové exprese byla provedena z celého
objemu bun¢k dané Skupiny, nelze s urcCitosti fict, ze prave kulaté buiky byly zdrojem exprese
cypllal 1 cypl7al. Vysledky shrnutim vSak naznacuji, Ze u této populace doslo
k transdifernciaci do jiného bunécného typu, nejspisSe podobnému LCs. Diferenciace SCs do
LCs byla prokazana u mysi, ve kterych byl deletovan gen WT1 (Wilms’ Tumor Gene 1). V této
studii byla provedena také transfekce konstruktu obsahujiciho gen WT1 do LCs, ktera naopak
zpusobila transformaci bun€k do fenotypu podobnému SCs (Zhang ef al., 2015). Experimenty
dokazuji vzdjemné moznou reprogramaci obou bunéénych typa, kterd je pod kontrolou genu
WTI. Otazkou zustava, pro¢ doslo k transdiferenciaci pouze u nékterych bunék v ramci
Skupiny. Moznym vysvétlenim je, ze XtiSCs ptedstavuji smiSenou kulturu bunék. Bylo jiz
publikovano, ze XtiSCs se v dlouhodobé kultivaci pti standardnich podminkéach oddéluji na
dvé rozdilné populace. Prvnim typem jsou butiky, které vytvareji podplrnou vrstvu, a druhym
typem jsou buiiky vytvarejici kolonie. Analyza geni pomoci RT-PCR odhalila odliSnou expresi
ve vybranych genech mezi témito populacemi (Tlapakova et al., 2016). To dokazuje, Ze bunky
nejsou konzistentni a pfi nasledném ovlivnéni se mohou chovat odlisné. V této praci byly
pouzity buniky kolonii. Nicméné pii odd€lovacim procesu mohlo dojit ke smiSeni kolonii
s podptirnou vrstvou. Dalsi otazkou zlstava, které molekuly v pouzitém diferenciacnim médiu
ve Skupiné I. a II. spustily reprogramacni proces XtiSCs. Pouzité faktory v diferencia¢nim
médiu mimikovaly fyziologii testikularniho niche. Tento protokol pro diferenciaci byl vybran
na zakladé¢ studie podle Shlush ef al. (2017), ktera se vénuje diferenciaci MSCs izolovanych
z pupecniku v SCs 1 GCs. V této studii prokazali uspésnou diferenciaci bun¢k v SCs. Dilezité
je vsak zminit, ze publikovana analyza ziskanych diferencovanych SCs se nezabyvala jejich
vyvojovou fazi (Shlush et al., 2017). Nelze tedy fict, ze v této studii doslo k diferenciaci bun¢k
v SCs s dospelym fenotypem. Vhodné by bylo provéftit piisobeni jednotlivych slozek pouzitého
diferencia¢niho média na XtiSCs. Zajimavé by bylo otestovat u¢inky thyroidnich hormont,
které nebyly v experimentech této diplomové prace vyzkouSeny, ale jejich pozitivni G¢inky na

diferenciacni proces SCs in vitro byly potvrzeny (Buzzard et al., 2003; Sun et al., 2015).
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Jeden z Casto pouzivanych znaktli pro nematurované SCs je produkce enzymu Cyp26bl.
Tento enzym hraje roli v degradaci RA. Soucasti maturaéniho procesu SCs béhem puberty je
prave aktivace produkce a stabilizace RA, kterd je potiebna pro zahajeni meidézy v GCs a k
tvorbé spermii. Exprese Cyp26b1 je zahdjena v mySich embryonalnich varlatech a pokracuje az
do zahgjeni puberty, kdy je utlumena (Edelsztein et al., 2019). Rozhodla jsem se otestovat
pritomnost genu v XtiSCs i v ovlivnénych Skupindach. Transkripty testovaného Cyp26b1 byly
pfitomny v negativni kontrole, coz potvrzuje nematurovany fenotyp té€chto bunck. Detekce byla
pozitivni i ve v§ech ovlivnénych Skupinach kromé Skupiny II1. Ve Skupiné I1I. nebyl gen zcela
detekovan. K relativnimu sniZeni oproti XtiSCs doslo i ve Skupiné IV. V obou téchto Skupinach
byla vyuzita kultura mysich SCs zvana TM4. Tato imortalizovana kultura byla izolovana
z prepubertalnich mysi. Zda se vsak, ze tyto buiiky jsou schopny produkovat urcité molekuly
ovlivilyjici expresi fady genl vcetné Cyp26b1 1 u XtiSCs. Mechanismus, ktery zplsobuje
utlumeni exprese Cyp26bl in vivo neni stale zcela objasnény. Nedavna studie na mysich pouze
potvrdila, Ze mechanismus je nezavisly na androgennim pusobeni (Edelsztein et al., 2019).
Jednim z unikatnich genii SCs je gen Amh. Exprese tohoto genu je pfitomna u savci jiz béhem
fetalniho vyvoje a pokracuje 1 po narozeni. S nastupem puberty je jeho exprese zcela potlacena.
Za patologickych podminek, jako jsou napiiklad testikularni atrofie a rakovina varlat, 1ze Amh
detekovat i v dospélych SCs (Giudice et al., 2014). In vitro studie ukazaly regulacni funkci
Amh, ktery pifi standardnich koncentracich stimuloval proliferaci SCs. Naopak vysoké
koncentrace Amh spustily negativni zpétnou smycku a doslo k inhibici proliferace a aktivaci
programované bunééné smrti SCs (Rehman et al., 2017). Studie dokazuji, Ze exprese Amh hraje
vyznamnou roli pi1 vyvoji SCs. Navic kviili jeho transientni expresi, je pfitomnost Amh v SCs
vyuZivana jako indikator nematurovaného fenotypu bunék. V této praci jsem provéfila expresi
Amh pomoci RT-PCR i u ovlivnénych bunék XtiSCs. Ve vSech Skupindch vetné negativni
kontroly XtiSCs nebyla exprese Amh detekovana. U zab druhu X. tropicalis byla potvrzena
stadii byla urovenn mRNA pro Amh ve ¢tytech tydnech po metamorfoze relativné nizké (Jansson
et al., 2016). XtiSCs byly izolovany z vyrazn¢ starSich jedinci (5 mésicl), je tedy mozné, ze
vtomto veéku samce X. fropicalis je exprese Amh jiz zcela utlumena. U savcli dochézi
k utlumeni produkce Amh diky pisobeni androgend (testosteronu), které se vazi do
promotérové oblasti genu Amh a inhibuji jeho expresi (Edelsztein et al., 2018). Jak jiz bylo
zminéno, testosteron je nepostradatelny pro maturaci SCs 1 maturaci celého testikularniho niche
a jeho produkce se zvySuje béhem puberty. Jeho pisobeni je skrze AR a pouze SCs, které

exprimuji AR, jsou schopny reagovat na zvysené davky testosteronu. Navic mysi s vyfazenym
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AR v SCs nebyly schopné zahdjit meidzu a formovaly defektni BTB (Willems et al., 2010).
AR je vyznamny pro maturacni procesy SCs a jeho exprese je Casto povazovanad za marker
maturovanych SCs. Vysledky této prace prokazaly expresi genu AR u XtiSCs i v nekterych
ovlivnénych Skupinach. Je dilezité zminit, Ze ackoli je exprese spojovana s maturovanymi SCs,
prvni zndmky AR se u mnoha druht objevuji jesté pfed zahdjenim puberty a pfed zastavenim
proliferace SCs (Sharpe et al., 2003). To by souhlasilo i s detekovanou expresi AR u XtiSCs,
které jsou izolované z juvenilli X. tropicalis, ale zfejm¢ se samci uz nachazeli v urcité fazi
blizici se obdobi dospivani, a tudiz je exprese AR u XtiSCs aktivni. Je jisté, ze pravé exprese
AR spolu s produkovanym testosteronem jsou aktivnimi spoustéci nékterych zracich procest.
V téchto vysledcich doslo ke kompletni ztraté signalu AR u Skupiny 1. a II. Tyto ob& Skupiny
nejspise pod vlivem diferenciaéniho média inhibovaly expresi AR. Otdzkou zistava, ktera
molekula zpisobila tuto inhibici. Zajimavé je, Ze vin vivo podminkach je AR bézné
exprimovan dospélymi SCs, LCs 1 PTMCs, tedy vSemi hlavnimi somatickymi buitkami varlat
(O’Hara et al., 2015). Mezi dal$Simi provéfenymi geny dilezitymi pro maturované SCs byly
geny pro transkrip¢ni faktor Gatal a ABP. Exprese obou téchto geni je spusténa béhem puberty
a jsou diilezité pro maturacni proces SCs. Pfi analyze ovlivnénych Skupin 1 negativni kontroly
nebyl v z&dné z nich prokdzan pozitivni signal. Velmi slabou expresi pro oba geny jsem
pozorovala pouze u Skupiny III. To je v souladu i s ostatnimi vysledky v ramci Skupiny II1.,
které dale potvrzuji urcitou diferenciaci XtiSCs v buniky podobné SCs s dospélym fenotypem.
DalSim zajimavym genem je Lif, ktery je dileZity pro normalni vyvoj varlat u hlodavci a jeho
hlavnim zdrojem jsou primarn¢ dospélé PTMCs. Lif je pfitomen i v prepubertalnich SCs a
v dospélych SCs je mozné detekovat pouze jeho receptor Lifr (Curley et al., 2018). Lif je
exprimovan i v XtiSCs, ale v dospélych varlatech X. tropicalis jeho exprese nebyla detekovéna.
To souhlasi i s pfedchozimi vysledky laboratofe Skolitelky (Tlapakova ef al., 2016). Produkce
Lif stimuluje proliferaci a tvorbu kolonii v XtiSCs. V piipadé ovlivnénych Skupin nebyl Lif
detekovan ve Skupindch III. IV a V. Kokultivace s buitkami TM4 a primarni kulturou ze 4-
letého samce X.tropicalis nejspiSe zpusobila aktivni prinik n€kterych signaliza¢nich molekul,

které inhibovaly expresi Lif.

Findlni maturace SCs se poji se zvySenou produkci proteint BTB. Vystavba BTB je
jednim z dilezitych milniki pro zahdjeni spermatogeneze. Jednim z nejvice zastoupenych
proteinti BTB je claudin 11, ktery je soucasti molekuldrniho komplexu tésnych spojii. U ¢lovéka
je jeho exprese konstantni v priibéhu zivota a transientné zacina od utlého veku jedince (de

Michele et al., 2018). Obdobné¢ tomu je 1 u mysi, u které jeho exprese zac¢ina velmi brzy po
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narozeni a dale je konstantn¢ pfitomen v prabehu zivota nehledé na pohlavni zralost (Morrow
et al., 2010). Jeho exprese neznaci maturovany stav SeCs, ale lze jej vyuzit pro detekci spravné
funkce SCs. V této praci jsem detekovala gen cldnl 1 ve vSech pozorovanych Skupindch véetné
kontroly. Jako vhodnéjsi marker maturace SCs se jevi claudin 3, ktery je exprimovan az
s nastupem puberty a ucastni se remodelace BTB béhem transportu GCs smérem k lumen
(Smith a Braun, 2012). Nicmén¢ tento protein byl ve varleti detekovan pouze u mysi, nikoli u
Cloveka ani potkana (Stammler et al, 2016). U X. tropicalis existuje gen pro claudin 3
(Regnault et al., 2016), v literatuie vSak nebylo nalezeno, Ze by se claudin 3 nachazel pfimo v
SCs. Jako dalsi marker spravné funkce SCs je povazovana exprese Zo-1, ktery je soucasti
komplexu BTB, kde kotvi proteiny tésnych spoji k aktinovému cytoskeletu uvniti bunky.
Ukazuje se vsak, ze Zo-1 interaguje i s konexinem 43 a reguluje tak integritu mezerovych spoju,
respektive reguluje distribuci a velikost konexinu 43 (Schimenti et al. 2013). Bylo prokazéano,
7e prave absence konexinu 43 u mysi zptisobuje u SCs ptetrvavajici proliferujici stav (Sridharan
et al., 2007). Roli v proliferaci SCs hraje i claudin 11, ktery je také regulovan Zo-1. Dospélé
mys$i SCs, které byly deficientni pro claudin 11, vykazovaly stalou proliferaci (Mazaud-Guittot
et al., 2010). Zo-1 mize mit nepfimy vliv na proliferaci SCs. Zo-1 byl u mysi lokalizovan 1 ve
spojeni s ES, coZ jsou specifické spoje tvoiené pouze dospélymi SCs (Byers et al., 1991). Kvuli
své vyznamné roli v testikularnim niche, byl pro tuto diplomovou praci zvolen Zo-1 jako
marker SCs, jehoz exprese je nezbytna v ramci maturaéniho procesu SCs a spravné formaci
BTB. Roli pfi vybéru hral i fakt, Ze existuje komeréné€ vyrabéna spolehliva protilatka vhodna k
pouziti pro rod Xenopus. U dvou jedincl X. tropicalis v riznych fazich reprodukéniho Zivota
byla nejprve provéfena  pifitomnost tohoto  adaptérového  proteinu.  Pomoci
imunofluorescencniho barveni ez z juvenilnich (3 mésice) a dospélych (4 roky) varlat byl Zo-
1 detekovan u obou riizné starych vzorkl. Zda se tedy, Ze exprese Zo-1 neni zavisla na pohlavni
zralosti jedince a protein je pfitomen jiz béhem prepubertdlniho obdobi. Stejny vysledek se
ukazal 1 pfi experimentech skupiny Byers et al. (1991) s juvenilnimi (5 dni) 1 pubertalnimi (15
dni) mySmi, u kterych také pozorovali ptitomnost Zo-1 jiz od utlého v&ku jedince. V téchto
studiich byla zajimava dynamika lokalizace Zo-1 béhem vyvoje a zrani varlat, kdy byl protein
nejprve distribuovdn na apikolateralni membrané SCs a behem puberty dochazelo k
jeho rekrutaci do bazalni ¢asti, konkrétné do mist, kde se nachdzely komplexy té€snych spoji
(Byers et al., 1991). U naSich pozorovani Zabich varlat byla distribuce Zo-1 pozitivni 1 na
nekterych mistech apikélniho konce dospélého kanalku. Divodem rozdilné distribuce mezi
myS$im a zabim modelem varlat by mohl byt odliSny zpiisob spermatogeneze, kdy zaby

vyuzivaji cystickou spermatogenezi. Pii tomto typu spermatogeneze je cela cysta obsahujici
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diferencované spermie oteviena na adluminalnim konci a spermie jsou uvolnény do lumen.
DalSim hojné zastoupenym proteinem podilejicim se na tvorbé BTB v sav¢ich SCs je IF
vimentin. Bylo prokazano, ze selhani v tvorbé vimentinu vede k poruseni testikularni fyziologie
a k apoptéze GCs (Alam a Kurohmaru, 2014). Jeho exprese v kanalcich je stabilni v pritbé¢hu
postnatalniho zivota jedince, a proto neni vhodnym markerem pro urceni dospélych SCs.
Ptechodné lze v SCs pozorovat jiny protein IF — cytokeratin. Obecné jsou cytokeratiny
v ostatnich tkdnich (ktze, neurony, stfeva) stdle pfitomny. V pifipadé savc¢ich varlat dochazi
pouze k jeho transientni expresi, kdy je cytokeratin detekovatelny pouze do obdobi pohlavni
zralosti. Pfitomnost cytokeratinu je spojovana s nezralym fenotypem SCs (Giudice et al., 2014).
V diplomové praci jsem detekovala transientni exprese cytokeratinu u fezii varlat X. tropicalis.
Ve spojeni s pfitomnosti stabiln¢ exprimovaného markeru pro SCs, lze cytokeratin vyuzit jako
ukazatel nematurovan¢ho stavu SCs 1 u Zab. Transientni exprese cytokeratinu se zda byt
evolu¢né konzervovana napfi¢ obratlovci. Nicméné funkce tohoto IF v ramci diferencia¢niho
procesu SCs neni stale zcela objasnéna. Recentni studie naznacuje jeho roli v udrzovani
adherentnich spoji mezi nezralymi SCs, pravé cytokeratin zde interaguje a kotvi B-catenin
v membranach (Nguyen ef al., 2019b). V jinych studiich provedenych na primatech navrhuji
funkci cytokeratinu v regulaci ERK 1/2 signalni drahy (Zhang ef al., 2006). Je znamo, Ze tato
dréha je aktivovana pod vlivem FSH a je potfebna pro proliferaci prepubertalnich SCs. V této
praci jsem provetila pfitomnost Zo-1 a cytokeratinu v ovlivnénych Skupindch 1 negativni
kontrole. Nejprve XtiSCs potvrdily pozitivni signal pii barveni protilatkami proti cytokeratinu.
Pozitivni barveni proti Zo-1 nebylo u XtiSCs detekovano. Oba tyto vysledky dopliuji dalsi
charakteristiku t€chto bunck a potvrzuji jejich nematurovany fenotyp. Proteiny byly detekovany
1 vovlivnénych Skupinach. Exprese cytokeratinu se ukdzala byt pfitomna ve vSech
diferenciacnich pokusech jak na Grovni mRNA, tak na Urovni proteinu. Detekce Zo-1 byla
potvrzena u Skupiny III. a IV. V téchto dvou Skupinach byly pii analyze genové exprese
pozorovany geny ve prospéch maturovanych znaki SCs. Z celkového hodnoceni vysledki I1ze
tedy fict, ze kompletni maturacni proces nebyl spustén u zadné z vytvotenych Skupin. Nicméné
Skupina III. prokéazala expresi nékterych dulezitych genli Gcastnicich se maturacniho procesu
SCs (AR, ABP, Gatal, Zo-1) a zaroven sniZzenou expresi genl vyznamnych pro fazi
prepubertalni (Amh, Cyp26b1, Lif). Podobnd Skupina IV., kterd také vyuzila bun€k TM4, se
v expresi liSila oproti Skupiné I1l., a to 1 pfestoze prokazala v expresi Zo-1 pozitivni signal.
Diivodem rozdilii mezi obéma Skupinami by mohl byt aktivni pfispivani zivych bunék a

vzéjemna komunikace obou typti bunék, kterd byla buiikdim umoZnéna pifi ko-kultivaci u
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experimentl s TM4 by mohl byt fakt, Ze TM4 ptedstavuji kulturu izolovanou z mysich samcti,
kteti se nachazeli ve fazi zivota pted zahajenim puberty. Oproti Skupindm L., II., V. i VI mohly
byt v téchto bunkach spustény signalni drahy a aktivni exprese molekul pfipravujici buiiky na

zahajeni puberty. Tyto molekuly mohly ovlivnit i bunky XtiSCs.

Testikularni organoidy X. tropicalis

Obojzivelnici jsou zastupci nizsich obratlovel a jsou evoluéné relativné vzdaleni od
Clovéka. Nicméné poptavka po zébach jako modelu pro studium geni, molekularnich
mechanismi a bunéénych interakci v souvislosti s modelovanim lidskych onemocnéni stoupa
na popularité (DeLay et al., 2019; Popov et al., 2019). Diky relativné novym technologiim pro
editovani genomi byl pfipraven i1 zabi model pro studium lidské rakoviny (Nieuwenhuysen et
al., 2015). Jednou z dulezitych vlastnosti, ktery tento model ma, je zvySend sensibilita na
prostiedi, ve kterém se nachazeji. To z obojzivelniki ¢ini velmi vhodny model pro in vivo i in
vitro studie U¢inka farmako-toxikologickych latek a endokrinnich disruptantti (Regnault ef al.,
2018). Dramaticky ubytek populaci obojZivelniki souvisi se zvySenou koncentraci téchto latek.
Pro obojzivelniky je larvalni obdobi kritické pro diferenciaci organu ale 1 pohlavi, kdy je toto
obdobi Uzce spjato s pusobenim thyroidnich a steroidnich hormont. Dalsi kritickou fazi je
reprodukéni obdobi, kdy plozeni u vétSiny druhd, 1 téch terestridlnich, probihd ve vodé.
Expozice zivo€ichii chemicky aktivnim latkdm muliZe zplsobit poruchy ve vyvoji a uvoliovani
fertilnich gamet (Séfholm et al., 2014). Dalsi vyhodou modelu obojzivelniki je jejich mozné
vyuziti pro testovani toxickych latek vypusténych do vodniho, ale 1 terestrického ekosystému.
Polutanty vypousténé do prostfedi ovliviiuji hormonalni systém a tim 1 reprodukci.
Reprodukéni systém je u vétSiny obratlovell velice konzervovany (Grier et al., 2016). Pro
vSechny zminéné vyhody by model Zabich testikularnich organoidi mohl pfedstavovat slibny
nastroj pro studium mechanismu t€inku toxickych latek i modelace onemocnéni reprodukéniho
systému. Testikularni a organoidy obecné ptedstavuji in vitro platformu, kterd snizuje pocet
pouzitych zvifat na experimenty v souvislosti s konceptem 3R (replacement, reduction,

refinement) pro ochranu pokusnych zvitat.

Soucasti této diplomové prace byla ptiprava organoidil z testikularni jednobunécné
suspenze odebrané zabim samcim rodu X. tropicalis. Na zakladé dosavadniho vyhledavani
v literatufe nebylo vytvofeni Zabich testikularnich organoidi publikovano. Prvni feSenou

otazkou bylo, jaky kultiva¢ni systém pro formaci zabich organoidii zvolit. Mezi klasické
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kultivacni systémy patii takzvand kultivace vrozhrani vzduchu a média (Gas/liquid
interphase). Kultivace na rozhrani vylepSuje podminky pro tvorbu a rist organoidii, protoze
buiikky maji pfistup k vyzivé v médiu a zaroven netrpi hypoxii. Tento kultivacni systém lze
jednoduse pfipravit a jeho vyhodou je snadné vneseni potencialnich modifikaci. Jednou z
takovych modifikaci mize byt vybér baze, a to tkanového nosice. V této diplomové praci jsem
vyzkousela dva typy nosicl. Prvnim z nich byla agardza, ktera se jiz v ptedchozich studiich
kultivace mysich i lidskych testikularnich organoidi osvédcila (Yokonishi et al., 2013;
Gholami et al., 2018a; Gholami ef al., 2018b). Vyzkousela jsem kultivaci testikuldrnich bunék
z juvenilnich mysSi 1 X. tropicalis ve dvouvrstevné agardze podle upraveného protokolu
Gholami et al. (2018b). Vysledek u mysSich organoidl potvrdil, ze tento systém indukuje
v bunikkach schopnost tvofit kompaktni organoidy. Tvorba téchto mySich tutvard byla
pozorovatelnd jiz v prvnim tydnu kultivace a nadéle rostla az do konce druhého tydne.
Vysledky u bunék X. «. ukdzaly pouze rist ve 2D sméru. Divodem neschopnosti buné¢k tvofit
organoidy muze byt nizky pocet bun¢k v suspenzi a velkd vzdalenost mezi jednotlivymi
bunéénymi typy v agarézovém systému. Zahrnula jsem pre-agregacni fazi do experimentt
s testikularnimi bunikami. Jako agrega¢ni metodu jsem zvolila kultivaci ve visuté kapce, ktera
zamezuje bunikam kontakt s povrchem, a tim jsou buiiky vice odkézany na sousedni buniky a
tvorbu mezibunéénych kontaktd. Tato metoda byla neddvno pouzita pro formaci lidskych
testikularnich organoidd za ucelem studia vlivu gonadotoxickych latek in vitro (Pendergraft, et
al. 2017). Vysledky v diplomové praci potvrdily schopnost tvorby testikularnich organoidi u
mysi. V piipadé experimentt s X.«. m€ly buiky ve visuté kapce problém formovat kompaktni
agregaty. Problém pietrvaval i po pfeneseni, kdy se slabé agregaty Casto rozpadaly a déle rostly
ve 2D vrstvé bunék. Neptiznivé kultivaéni podminky visuté kapky pro buiky X. tropicalis
demonstrovala i pomalej$i proliferace bun¢k oproti mySimu modelu, u kterych kultivace
probihala maximaln¢ 3 dny a poté bylo kompaktni organoidy jiz moZné pienést do
dvouvrstevné agardzy. Ve studiich na mySich byla pouzita kultivace v destic¢kach s dnem do
tvaru V (Yokonishi et al. 2013). Takto dochéazelo ke shlukovani buné€k diky gravitaci na jedno
misto. Dno desticky ve tvaru V umoznilo bunkdm urcity kontakt s povrchem kultiva¢ni nddoby,
ale zaroven neporusilo tvorbu mezibunécnych spojii. To by mohlo ptinést feSeni pro agregaci
testikuldrnich bun€k X.z. Pro dal§i experimenty jsem se pfesunula k druhému zvolenému
tkanovému nosi¢i, a to matrigelu. Vysledky kultivaci v jednovrstevném a tiivrstevném
matrigelu prokazaly formovani testikuldrnich organoidi u mysiho modelu v obou piipadech a
pouze u tiivrstevného dochazelo k formaci organoidl i u bunék X. tropicalis. Autofi studie

zabyvajici se formaci potkanich testikularnich organoidt diskutuji vyhody tohoto tiivrstevného
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systému, ve kterém vznikd koncentracni gradient latek mezi jednotlivymi vrstvami (Alves-
Lopes et al., 2017). Vyhody jsou i ve vyuziti matrigelu, ktery je velmi bohaty na nékteré
proteiny extracelularni matrix pottebné pro formaci testikularni trubice in vivo (Van Der Wee
a Hofmann, 1999), coz z matrigelu ¢ini naprosto jedinecny tkanovy nosi¢ pro in vitro

rekonstrukce semenotvornych kanalki.

Pro charakterizaci in vitro organoidii by méla byt demonstrovana funk¢nost a piitomnost
BTB. Prvotni analyza X.t. organoidi ukazala pozitivni expresi Zo-1 mezi sousednimi bunkami
pritomnych SCs. Nicméné je nutné provést dalSi opakovani barveni proti Zo-1 a ostatnim
proteiniim BTB. Také barveni organoidi napiiklad v Evansové modii by ukazalo propustnost
zformované BTB, jelikoz molekuly modfi jsou nepropustné ve zdravé BTB in vivo (Alves-
Lopes et al., 2017). V rdmci charakterizace jsem provedla barveni proti a-Sma, coz je marker
PTMC:s. Pilotni vysledek ukézal pozitivni signél pfi barveni proti a-Sma v organoidech X.z.
Exprese proteinu byla pozorovatelnd predevSim na periferii organoidu, coz mize souviset
s ptirozenou pozici PTMCs v testikularnim niche, kde obklopuje kanalky. Pfitomnost PTMCs
byla pozorovana i1 u potkanich testikularnich organoidi kultivovanych v tfivrstevném
matrigelu, kde PTMCs vytvarely sit’ okolo formovanych tubulovitych struktur (Alves-Lopes ef
al., 2017). Oba vysledky barveni naznacuji, Ze v testikularnich organoidech X. tropicalis se
vyskytovaly SCs 1 PTMCs. Déle bude nutné provést detekci pfitomnosti ostatnich somatickych
bunék varlat a jednotlivych stadii GCs. Zajimavé by bylo provétit in vitro produkci testosteronu
a schopnost organoidu reagovat na stimulaci LH a FSH. Rozhodné bude nutné provéfit i
pusobeni vhodnych kombinaci médii a suplementl, které by mély potencial zefektivnit
formovani testikularnich organoidli a zvysily by i prezivani jednotlivych bunéénych typi.
Jednim z téchto ptikladi by mohlo byt pouZiti tzv. knock-out serum replacement namisto FBS.
Pouziti ndhrady séra se ukazalo jako klicové pro uspéSnou produkci funkénich spermatozoa in
vitro (Sato et al., 2011). V budoucnu bude potieba provétit pisobeni riiznych riistovych faktort
a hormont stimulujicich fungovani testikularniho niche in vivo, jako jsou RA, testosteron a

GDNF.
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8. Zavér

e Byla prokdzana transientni exprese Cytokeratinu u X. tropicalis jako marker
nematurovanych SCs.

e Bylo potvrzeno, ze XtiSCs piedstavuji kulturu nematurovanych SCs.

e Nebyla prokazana indukce diferenciace XtiSCs v dospélé SCs pomoci vybranych latek ani
s vyuzitim primarni kultury X. tropicalis.

¢ Bylo potvrzeno, ze TM4 maji schopnost indukovat ¢aste¢nou diferenciaci XtiSCs v buiiky
podobné dospélym SCs.

e Standardizovala jsem vybrané kultiva¢ni systémy pro formaci in vitro testikularnich
organoidd mysi.

e Ptipravila jsem in vitro testikularni organoidy z bun¢k X. tropicalis.

e Pilotni analyza in vitro organoidi X.z. ukdzala na pfitomnost dvou nejbéznéjSich typt

testikularniho niche, a to SCs a PTMCs.
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