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1. Abstrakt

ZarodeCna plazma rodu Xenopus vznikd v previtellogennich
oocytech v ramci oblasti bohaté na mitochondrie, ktera se nazyva mitochondrialni
oblak (mitochondrial cloud). Po vzniku je zarode¢na plazma lokalizovana v rdmci
celého vegetalniho kortexu ve formé malych ostrlivkd. Po oplozeni se formuje do
velkych ¢&astic spoc€ivajicich na vegetalnim pélu embrya a nasledné je
distribuovana mezi blastomery pfimo obklopujici vegetalni pdl. Zarode¢na plazma
se skladéa z velkého mnozstvi germinélnich granuli, mitochondrii, ribozomu a RNA.
Je dokazano, Ze nékteré RNA v ni obsaZené jsou zodpovédné za formovani linie
primordialnich zarode¢nych bunék. XDead end protein je zodpovédny za
formovani primordialnich zarode¢nych bunék a za jejich fadnou migraci a preziti.
Fatvg zasahuje do spravné segregace determinantd zarodeénych bunék a
predpoklada se, Ze odstranéni Fatvg z embryi ma za nasledek inhibici kortikalni
rotace a transportu organel. Xdazl je nutny pro ranou diferenciaci PGC a je
nepifimo pozadovan pro migraci PGC pfes entoderm. Nékteré proteiny zarodecné
plazmy, napfiklad Fatvg a Xcat-2 se uplatriuji mimo jiné v ur€ovani dorzo-ventralni

osy.

Kli€ova slova
Zarode¢na plazma, germinalni granule, mitochondrialni oblak, Xcat 2,
Xdazl, Xpat, DEADSouth, Fatvg, Dead end.



2. Abstract

Xenopus germ plasm originates in previtellogenic oocytes in an area rich in
mitochondria - the mitochondrial cloud. After its first appearance, the germ plasm
localises to the vegetative pole of the egg and takes the form of small islands.
After fertilization, the germ plasm aggregates at the apex of the vegetal pole of the
embryo and then it separates into blastomers directly surrounding the vegetal
pole. The germ plasm consists of mitochondria, germinal granules, ribozomes and
various ribonucleic acids (RNAs). In Xenopus, the germ plasm RNAs are
required for the formation of the primordial germ cell line. XDead end is
fundamental for the migration, differentiation and survival of germ cells. Embryos
depleted of fatvg are defective in primordial germ cell (PGC) formation and cortical
rotation and organelle transport are inhibited in these embryos. Xdazl is required
for early PGC differentiation and indirectly contributes to the migration of PGCs
through the endoderm. Some germ plasm proteins, for example, Fatvg and Xcat-2,

also play an important role in the determination of the dorsal/ventral axis.

Key words : germ plasm, germinal granules, mitochondrial cloud, Xcat 2, Xdazl,
Xpat, DEADSouth, Fatvg, Dead end.



3. Uvod

Pohlavni buriky- gamety, které jsou nezbytné pro rozmnozovani Zivocichd,
se formuji z primordialnich zarodeénych bunék. BEhem embryogeneze dochazi
k diferenciaci zarodecné linie riznymi zplsoby.

U savch se pfi vyvoji mnoha tkadni a organovych komplexd uplatiuje
takzvana indukce. Pfi ni jedna skupina bunék pusobi na druhou a ma tak vliv na
jeji budouci diferenciaci. Prvni vyznamné dikazy indukce mizeme zaznamenat u
embryi vétSiny zivo€ichu béhem finalnich stadii gastrulace (Edwards and Beard
1997).

U obojzivelnikl dochazi k oddéleni zarodecné linie ve fazi ¢asného
embryonalniho  vyvoje bunék na zakladé gradientu vnitrobunécnych
kompartment(. V roce 1929 byla na vegetalni ¢asti oocytu objevena ¢ast plazmy,
kterd se liSi v zastoupeni ribonukleovych kyselin. Pfi pokusech s UV zafenim bylo
zjisténo, Ze tento oddil cytoplazmy ma vliv na budouci formaci primordialnich
zarodec¢nych bunék (PGC) a byl pojmenovan jako “zarodecna plazma” (Ikenishi
and Kotani, 1975).

Z&rodecna plazma se objevuje v oocytu kratce po oplozeni. Jeji vyskyt se
da zaregistrovat jiz u oplozeného nesegmentovaného vajicka a formuje se
v oblasti charakteristické vysokym poc¢tem mitochondrii (mitochondrialni oblak).
Mitochondrialni oblak se prvné objevuje jiz v previtellogennich oocytech ve stadiu |
a je charakterizovany velkym mnoZstvim mitochondrii, germinalnich granuli a RNA
(Wilk et al. 2005).

Zda se, Ze vznik zarodecné plazmy koreluje spiSe s aktivaci oocytu, nez
S pfitomnosti spermie.

Po vzniku je zarode¢na plazma lokalizovana v rdmci celého vegetalniho
kortexu ve formé malych ostravkd. Po oplozeni nebo po uméle vyvolané aktivaci
se jeji pozice méni a ve Ctyf az osmibunééném stadiu se formuje do velkych ¢astic
spocivajicich na vegetalnim polu embrya (Whitington and Dixon 1975).

Nasleduji tfi pochody (detailné popsany v kapitole 6), ve kterych je

zarodecna plazma distribuovana mezi blastomery pfimo obklopujici vegetativni pol



a objevuje se hluboko v entodermu ve stadiu gastruly a neuruly (Ikenishi and
Kotani 1975).

Na zacatku gastrulace se daji nékteré bunky obsahujici zarodecnou plasmu
detekovat v presumptivnim entodermu a jsou povaZzovany za presumptivni
primordialni kmenové burnky (pPGC). Tyto buriky potom migruji do genitélni ryhy,
kde u nich nakonec dochazi k diferenciaci v primordialni zarode¢né buriky (Smith
and Williams 1975, Whitington and Dixon 1975, Tanabe and Kotani 1974) .

Ve své bakalarské praci se vénuji problematice zarodecné plazmy
obojzivelnikd se zaméfenim na rod Xenopus. Postupné nastinim funkci a slozeni
zarodec¢né plazmy, jeji formovani a v hlavni kapitole rozeberu zakladni molekuly,

které se v zarodecné plazmé vyskytuji v€etné jejich funkci.

4. Morfologie a slozeni zarode €né plazmy

Zarode¢na plazma raznych obratlovcl i bezobratlych se sklada
z germinalnich granuli (P granule u Caenorhabditis elegans a polarni granule u
Drosophily). Je bohata na mitochondrie, ribozomy a pigmentové granule a velmi
Casto se spojuje s malymi Zloutkovymi destiCkami. Germinalni granule obsahuji
mnoZstvi malych a velkych mitochondrialnich rRNA (Smith and Williams 1975,
Kloc et al. 2002).

Ostravky zarode¢né plazmy jsou snadno pozorovatelné diky silnému
zabarveni anilinovou modfi a diky charakteristickym granulim, které koresponduji
co se velikosti ty€e s mitochondriemi (Ikenishi, Kotani and Tanabe 1974).

Kvantitativni odhady mnoZstvi zarode¢né plazmy v embryich rlznych
vyvojovych stadii ukazuji, Ze jeji zastoupeni se v ruaznych blastomerach lisi;
obycCejné jedna az dvé blastomery obsahuji az 85% zarode¢né plazmy embrya.
Béhem ryhovani se celkovy objem zarodec¢né plazmy neméni (Whitington and
Dixon 1975).

To, Ze nékteré blastomery obsahuji pouze malé mnozstvi zarodecné

plazmy, nas nuti k otazce, zda je jeji objem nezbytny pro definovani buriky jako



presumptivni primordialni z&rode¢né bunky. Nikdy nebyla pozorovana burka
obsahujici zarode¢nou plazmu, ktera by zaroven nevykazovala vlastnosti typické
pro presumptivni primordialni zarode¢né buriky, ale nicméné zni logicky, Ze

alespori minimum zarodecné plazmy je potfeba (Whitington and Dixon 1975).

5. Funkce zarode €éné plazmy

Predpoklada se, Ze zarodecna plazma slouzi jako misto, které chrani urcité
komponenty zarode¢nych bunék pred signaly, specifickymi pro diferenciaci bunék
somatickych a ma tedy vliv na formovani linie primordiélnich zarode&nych bunék
(Kloc et al. 2002).

Germinalni granule si Ize pfedstavit jako organely, diky kterym je zamezeno
predéasnému vycerpani potfebnych molekul, potfebnych v rdAmci embryonalniho
vyvoje (Kloc et al. 2002).

Matrix zarode¢né plazmy slouzi také jako kotva molekul, které se uplatriuji
pfi oogenesi nebo které se potiebuji transportovat do zarode¢nych bunék (Kloc et
al. 2002).

RNA lokalizovana v zarodecné plazmé muize hrat strukturni roli nebo maze
byt zapojena do shlukovani germinalnich granuli ¢i do diferenciace zarodecnych
bunék. PFi experimentech se z oocytd odstrariuje RNA pomoci uziti antisense
oligonukleotidd a zkoumaji se dusledky jeji absence na embryu. Funkce
jednotlivych RNA obsaZenych v zarode¢né plazmé jsou podrobné popsany v
nasledujicich kapitolach (Zhou and King 1996b).

6. Zmény v germinalnich granulach zarode ¢éné plazmy b éhem vyvoje

Diky pouziti ultratenkych Casti embryi bylo moZné detailné analyzovat
procesy, pfi kterych dochazi ke zménam zarodecnych granuli b&éhem vyvoje.
Po oplozeni obsahuje zarode€na plazma velké mnoZstvi malych (cca 250

nm v prdméru) sférickych germindlnich granuli. Zjistlo se, Zze dochazi



k postupnému vytvofeni jejich ultrastruktury vembryu mezi oplozenim a
osmibunécnym stadiem (Kloc et al. 2002).

Béhem cCasného ryhovani malé germinalni granule splyvaji do
komplexnéjSich agregatl. Zarode¢na plazma osmibuné&ného embrya obsahuje
par nepravidelnych velkych granuli, které na prifezu vykazuji komplexni a
variabilni morfologii. Mezi oplozenim a stadiem neuruly zmizi velké germinalni

granule a primordialni buriky neuruly obsahuji pouze par malych (Kloc et al. 2002).

Proces umistovani a distribuce zarode¢né plazmy, ke kterym dochazi po
oplozeni, se déli do tfi fazi: 1) agregace, 2) ingrese a 3) lokalizace (Ressom and
Dixon 1988)

6.1 Agregace

V oplozenych oocytech je zarode¢na plazma s jistotou identifikovana po
dvou hodinach od oplozeni (v dvoubunétném stadiu). V této fazi se sklada
z malych ostravku granularni bezzloutkové cytoplazmy, ktera se silné zbarvuje pfi
pouZiti naftalenoveé Cerni.

Ctyfi hodiny po oplozeni ve stadiu 16-ti bunék se mnoZstvi ostravki snizuje
na 4-25 na embryo.

V rozmezi 6 — 8 hodin po oplozeni se pocet Easti nemeéni, coZz znamena, ze
agregace ostrivku do vétSich celkd je kompletni 4 hodiny po oplozeni. V této fazi
hraji velkou roli mikrotubuly a dochazi k syntéze proteina.

PFfi rozdélovani zarode¢né plazmy mezi blastomery je velmi dulezité
ryhovani. V oplozeném vajiCku, poté co je dokonceno shlukovani, jsou od sebe
Casti zarodecné plazmy separovany pomoci membrany blastomer a navic jsou
rovnany podél ryhy. Timto zplsobem je zarode¢na plazma rozdélena mezi prvni 4

blastomery a je pfipravena na dalSi fazi — ingresi (Ressom and Dixon 1988).



6.2 Ingrese

Béhem agregace dochazi k pohybu cytoplazmy paralelné k povrchu
vajiCka. Ingrese jiz podle nazvu zahrnuje pohyb do nitra buriky, které je pfiblizné
kolmé k povrchu.

Distribuce zarode¢né plazmy ve embryich 6 hodin po oplozeni je ve
srovnani se stavem 4 hodiny po oplozeni v horizontalni roviné ponékud uZsi.
Dochazi k rychlym zménam umisténi zarode¢né plazmy z povrchu smérem
hluboko do vegetalni cytoplazmy (Ressom and Dixon 1988).

Ve stadiu 4-6 hodin po oplozeni proudi cytoplazma z mista na vegetalnim
polu dovnitf a nese s sebou pigmentové granule a c¢asti zarodeCné plazmy.
Pigmentové granule za sebou zanechavaji snadno detekovatelnou stopu.

Ingrese nezavisi na ryhovani, mikrotubulech nebo mikrofilamentech a

nezahrnuje syntézu proteini (Ressom and Dixon 1988).

6.3 Lokalizace

Sest hodin po oplozeni se distribuce zarodeéné plazmy vyrazn& neméni.

V rozmezi 8 -10 hodin po oplozeni je poCet a morfologie ¢astic cytoplazmy
stejnd jako v ¢ase 6 hodin. Z toho muZeme vyvozovat, Ze se zarode¢né plazma
zacCina umistovat do prislusného regionu cytoplazmy zhruba 6 hodin po oplozeni
(Ressom and Dixon 1988)

Pozorovanim bylo zjisténo, Zze v 85 % embryich ve stadiu ryhovani, jsou
ostrovy zarodecné plazmy asociovany s jednim polem mitotického vieténka. Toto
spojeni je primarné zodpovédné za udrzeni zarodeCné plazmy v nejspodnéjSi
tfetiné vajiCka. Na druhou stranu je zarode¢na plazma obcas k vidéni hned pod
blastocoelem, a to nejspiSe proto, Ze neni nikterak vazana. Jako néasledek
lokalizace Casti zarodecné plazmy uvnitf blastomer dochazi v pribéhu ryhovani
k rozdéleni zarodeCné plazmy pouze do jedné z dcefinnych bunék pfi kazdé

cytokinezi (Ressom and Dixon 1988).
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Obr.1 Distribuce a reorganizace zarodecné plazmy v normalnich embryich zafixovanych
v intervalech 2 hodin. Casti zarodeéné plazmy jsou oznaceny Sipkou.(A,B) 2h p.f.; (C,D) 4h p.f;
(E,F) 6h p.f.; (G,H) 8h p.f.; (1,J) 10h p.f. (Pfevzato z Ressom and Dixon 1988).
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Obr.2 llustrace tfi fazi pfemistovani a reorganizace zarode¢né plazmy oocytl Xenopa po oplozeni
(A-C) agregace, (D) ingrese, (E) lokalizace. (Pfevzato z Ressom and Dixon 1988).

7. Molekularni podstata zarode €né plazmy

Zarodecna plazma obsahuje determinanty rozhodujici o osudu zarodecnych
bunék. Pokud je pfi experimentu z oocytl odebrana, dojde k abnormalni migraci
zarodecnych bunék, ke snizZeni jejich poctu nebo ke kompletni sterilit¢ dospélych
jedincu. PFi definované davce UV zareni na vegetativni stranu oocytu tésné pred
prvnim ryhovanim dochazi ke sterilizaci ve 100% pfipadt (Czolowska 1969),
(Ikenishi et al. 1974).

Pokud ovSem je vegetativni plazma neozafenych oocytd injikovana do
vegetativni poloviny ozafeného embrya, dojde k obnoveni zarodecné linie.

Z téchto vysledkl muazeme vyvodit, ze UV citlivy material umistény v okoli

-12 -



vegetativniho poélu oplozeného oocytu je zodpovédny za diferenciaci zarode¢né
linie (Czolowska 1969, (Ikenishi et al. 1974).

7.1 Distribuce RNA v rdmci oocytu

Zda se vysoce pravdépodobné, ze funkce riznych RNA mohou souviset
s jejich distribuci mezi specifickymi kompartmenty zarodeéné plazmy.
Na toto téma byla provedena studie distribuce RNA v rliznych oddilech zarodeéné
plazmy béhem oogeneze a embryogeneze (Kloc et al. 2002).

Bé&hem oogeneze Xenopa existuji dvé hlavni cesty lokalizace RNA:

7.1.1 METRO neboli Casna draha

METRO (the message transport organiser) je Cast mitochondrialniho
oblaku, kterda se nachazi na jeho vegetalnim polu. Tato oblast obsahuje velké
mnozstvi germinalnich granuli a lokalizovanych RNA. V oocytu ve stadiu Il se
zaCina mitochondrialni oblak vzdalovat od jadra a sluCuje se do nedaleké
kortikalni oblasti, ¢imz pfenasi RNA a germinalni granule. Lokalizované RNA tak
vyuZzivaji mitochondrialni oblak jako prostfedek pfenosu na vegetalni kortex (Billett
and Adam 1976, Kloc et al. 2002).

NejznaméjSi RNA, které se transportuji METRO drahou jsou napfiklad
Xlsirts, Xcat2, Xwntll, Xdazl, Xpat, Dead South, B7/Fingers, and C10/XFACS
(Kloc et al. 2002).

Vysledky ukazuji, Ze z jedenacti studovanych RNA vyuZivajicich METRO
drdhu jsou pouze 3 (Xcat2, Xpat and DEADSouth) lokalizovany v granulich,
zatimco Xdazl a FatVg se nachézi mezi granulemi (Kloc et al. 2002).

7.1.2. Vgl draha

RNA, které se vydavaji Vgl drahou jsou pfitomny jiz v oocytu ve stadiu I,
ale zacinaji se lokalizovat az poté, co mitochondrialni oblak dojde k vegetalnimu
kortexu. NejznaméjSi RNA, které se takto lokalizuji, jsou Vgl a VegT a nové také
XDead (Chang et al. 2004).

-13-



Ve chvili, kdy se mitochondrialni oblak zacina rozptylovat, jsou tyto RNA
nashroméazdéné v okoli a nasledné se pfemistuji do tenké subkortikalni vrstvy

pomoci mikrotubult a kinesinu | a Il (Chang et al. 2004).

Nedavno bylo dok&zano, Zze RNA jako fatVg a DEATHSouth vyuZivaji pfi
lokalizaci jak mitochondrialni oblak, tak i pozdni drahu.

8. Nejvyznamn éjSi molekuly zarode €né plazmy

NejvyznamnéjSimi molekulami zarodecné plazmy jsou Xcat 2 , Xdazl, Xpat,
DEADSouth, Fatvg a Dead end. V kapitole je také zminéna Vgl RNA, ktera
vykazuje mezoderm indukujici vlastnost, ovSem neni typickou souc¢asti zarode¢né

plazmy

8.1 Xcat 2

Xcat 2 RNA je komponent zarode¢né plazmy, ktery je translacné
reprimovan béhem oogeneze. Xcat 2 nebyl nalezen v oocytech v dobé pred nebo
poté, co byla jeho RNA lokalizovana v zarode¢né plazmé. Predpoklada se, ze
Xcat 2 RNA je funkéné oddélena brzy po transkripci (Zhou and King 1996a).

Ve &tyfbuné&ném embryu je Xcat 2 RNA koncentrovana do cca 80ti malych
ostrivkd na vegetalnim poélu embrya. V pozdéjSich stadiich se soustfeduje do
vétSich subbunéénych ostrovu, které se nachazeji pouze ve Ctyfech bunkach,
predpokladaném poc¢tu pPGC. Xcat 2 RNA se zda byt exprimovana pouze
maternalné a je lokalizovana se zarode¢nou plasmou béhem oogeneze a ve
Ctyfbunééném stadiu. V posledni dobé se ukazuje, Ze je soucasti germinalnich
granuli, které se formuji v mitochondrialnim oblaku (Zhou and King 1996a).

Sekvenéni analyzy potvrdily, Ze Xcat 2 mRNA koduje protein, ktery patfi do
CCHC RNA-binding rodiny zinc finger proteint. NejblizSi pfibuznd RNA Xcat 2
v této rodiné je nanos, RNA lokalizovana na posteriornim p6lu oocytu Drosophily,
jejiz proteinovy produkt funguje jako supresor translace transkripéniho faktoru

hunchback (Mosquera et al. 1993). Umisténi a maternalni exprese Xcat 2 RNA
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naznacuje, Ze role jejiho proteinu spociva v nastavovani regiondalnich rozdild
genové exprese, které se projevuji v asném vyvoiji.

Dlouho se predpokladalo, Ze Xcat 2 mMRNA muZze slouZit jako RNA vazebny
protein v presumptivnich entodermalnich burnkach, ktery potlacuje reakce na
podnéty spoustéjici indukci mezodermu. Experimenty, které se snazily dokazat
platnost této teorie viak selhaly.

Je mozné, Ze Xcat 2 ustanovuje vegetalni dorzalizujici region nebo
Nieuwkoopovo centrum tak, Ze kontroluje translaci maternalniho dorzalniho
mezodermalniho signélu (nejspiSe noggin nebo ¢lena wnt rodiny)(MacArthur et al.
1999).

Experimentalné se také zjistilo, Ze Xcat 2 by mohl mit funkci pfi naruSovani
vazby nukleovych kyselin, coz umoznuje translaci dorzalniho signalu (MacArthur
et al. 1999).

8.2 Xdazl

Xdazl je RNA obsazena v zarodecné plazmé, kterd kéduje RNA binding
protein, jenz maze vystupovat jako funkéni homolog proteinu Boule u Drosophily.
Protein Boule je potfebny pro vstup bunky do mitototického déleni. Xdazl i Boule
jsou pfibuzné lidskému DAZ a DAZL a mySimu Dazl genu, které jsou také
zapojeny do diferenciace gamet (Houston and King 2000).

Dle umisténi Xdazl vzarodeCné plazmé se usuzuje, Ze Xdazl je
zodpovédny za vyvoj PGC u Xenopa. Xdazl je pfitomen v mitochondridlnim oblaku
oocytu ve stadui | a zustava exprimovan az po stadium neuruly.

Xdazl RNA je exprimovana také v zarode¢nych burikach varlete, ale
v Zadné ze somatickych tkani.

Specifické vyCerpani maternalni Xdazl RNA ma za nasledek absenci Ci
nedostatek PGC. Pfi odstranéni Xdazl, PGC nemigruji Uspésné z ventrainiho
k dorsalnimu entodermu a nemlzou dosahnout dorsalniho mesenteria. Agregace
zarodecné plazmy a vnitrobunééné pohyby znaci, Ze se defekt projevuje az po
formaci PGC. Xdazl je nutny pro ranou diferenciaci PGC a je nepfimo poZadovan
pro jejich migraci pres entoderm.

Jako RNA binding protein, Xdazl miZe regulovat translaci nebo expresi

faktord, které zprostfedkovavaji migraci PGC (Houston and King 2000).
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8.3 Xpat

Xpat RNA je jeden z hlavnich komponentl zarode¢né plazmy Xenopa a
predpoklada se, Ze hraje roli v jeji lokalizaci, formovani a udrzovani (Machado et
al. 2005).

Xpat mRNA je nepretrzité pfitomna od previtellogenniho stadia | oogeneze
az po stadium pulce, ve kterém PGC migruji a vstupuji do dorzalniho mezenteria a
dosahuji vyvijejicich se gonad. Xpat je koncentrovan v ostrovech zarodeéné
plazmy béhem oplozeni a b&éhem jejich hromadéni kolem vegetélniho polu vajicka
(Machado et al. 2005).

Na rozdil od Xpat RNA, Xpat protein neni vyluéné obsaZen pouze
v zarode¢né plazmé. V Casnych oocytech a pozdnich stadiich primordialnich
zarodec¢nych bunék se nachazi pfevazné v jejich jadrech. Xpat byl také detekovan
v jadie a cytoplazmé nékterych somatickych bunék (ektodermalnich bunkach
puléich embryi). Cytoplazmicky Xpat pfestava byt rozptyleny v pozdnich stadiich
PGC a jeho lokalizace je perinuklearni. Proto, i kdyz se Xpat nachazi na raznych
mistech v bunce, v zarode¢né plazmé je vice koncentrovany a nabyva jedine¢né
strukturalni vlastnosti (Hudson and Woodland 1998).

Experimenty dokézaly, Ze Xpat protein ma schopnost se premistovat do
vegetalniho kortexu v pIlné narostlych oocytech a shromazdit se do struktur, které
vypadaji a chovaji se jako ostrovy zarodecné plazmy. To je zajimavé, protoze
zarode¢na plazma se normalné formuje a lokalizuje do vegetalniho kortexu
mnohem dfive béhem oogeneze a predpoklada se, Ze jeji formovani je omezeno
pouze do takto ranych stadii (Machado et al. 2005).

Zda se, Ze v oocytu se Xpat pfemistuje pomoci asociace s mikrotubularnimi
motory, coZz je chovani, které muze vést kjejich shromazdovani
v mitochondrialnim oblaku.

Objev, Ze se Xpat protein muze transportovat do vegetalniho pélu a muze
formovat struktury podobné zarodecné plazmé dokonce i v plné vyvinutém oocytu,
ukazuje, Ze formovéani zarodecné plazmy a udrZovani jeji struktury je aktivni,

trvajici proces (Machado et al. 2005).

-16 -



8.4 DEADSouth

SloZzka zarode¢né plazmy DEADSouth je specificka DEAD-box RNA
helikaza pfibuzna elF4A.

Experimentalné bylo ukazano, Ze DEADSouth je exprimovan jako
samostatnd 3.1 kb dlouh&d RNA pouze ve vajec€nicich a varlatech (MacArthur et al.
2000).

DEADSouth RNA zastava v konstantnich Udrovnich po celou dobu
oogeneze, zvySuje své mnozstvi béhem gastrulace a neda se detekovat na konci
gastrulace.

Pfi zkoumani drah lokalizace DEADSouth RNA bylo objeveno, Ze
DEADSouth RNA uZziva obou znamych zpusobl- jednak ¢asnou drahu pomoci
mitochondrialniho oblaku, tak i pozdni drahu uzivajici asociace s mikrotubuly (Kloc
et al. 2002).

DEADSouth RNA muze byt detekovana v ooplazmé ¢asnych oocytd
v diplotennim stadiu. V prdbéhu formovani mitochondridlniho oblak v ném
DEADSouth RNA akumuluje. V oocytech stadia Il se DEADSouth RNA vyskytuje
ve vegetalnim kortexu stim, Ze jeji lokalizace je identickd jako u ostatnich
popsanych RNA specifickych pro mitochondrialni oblak. Mezi stadii Ill a IV se
DEADSouth signal zeslabuje a rozSifuje se po celém vegetalnim kortexu. Expresni

profil se pak jizZ neméni do konce oogeneze (MacArthur et al. 2000).

8.5 Fatvg

Fatvg je mRNA nachazejici se na periferiich vesikuld umisténych ve
vegetalnim kortexu mezi mitochondriemi a malymi organelami typickymi pro
zarode¢nou plasmu a v cytoplazmé vegetalniho kortexu (Chan, Kloc and Etkin
1999).

Fatvg se dostava do vegetalniho kortexu METRO i pozdni drahou. Frakce
Fatvg mRNA, ktera vyuziva METRO dréhu, je sdruZzovana se zarode¢nou
plazmou, zatimco frakce vyuZivajici pozdni drdhu asociuje s veSkerym

vegetalnim kortexem (Kloc et al. 2002).
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Dle souc€asnych studii se da vyvodit, Ze maternalné exprimovany Fatvg
hraje dvoji roli ve specifikaci téIni osy a linie zarode¢nych bunék. Tato dvoji funkce
zpusobuje, Ze maternalni dorsalizujici faktory a determinanty zarode¢nych bunék
se nejsou schopné oddélit v embryich ochuzenych o Fatvg (Chan et al. 2007).

Je to také prvni pfiklad kodujici RNA, kterd hraje dualezitou roli jak
v urCovani zarodec¢né linie, tak i dorzo-ventralni osy.

V embryich ochuzenych o Fatvg je utlumena dorzalni akumulace -
kateninu, ktery za normalnich okolnosti aktivuje expresi gent dullezitych pro
formovani dorzélnich struktur. U embryi ve stadiu ¢asného ryhovani je B-katenin
shromazdén v subkortikélni cytoplazmé& dorzalniho sektoru. Uroven B-kateninu
narlista dorzalné a ve stadiu 32 bunék je p-katenin pfemistén do jadra dorzalnich
blastomer (Chan et al. 2007).

Embrya s odebranym Fatvg jsou fenokopiemi embryi ochuzenych o (-
katenin. Dorzalni akumulace B-kateninu byla naruSena v embryich ochuzenych o
Fatvg, vtéchto pfipadech se [(-katenin shromazdoval ve vegetalnim pdélu.
V embryich bez Fatvg také dochézi kinhibici kortik&Ini rotace a transportu
organel.

Odstranénim Fatvg z embryi jsou zpusobeny defekty ve formovani PGC.
Takova embrya vykazuji snizeni poc€tu nebo Uplnou absenci zarode¢nych bunék.
Fatvg ovliviiuje formovani zarodeCnych bunék tim, Ze zasahuje do spravné
segregace jejich determinantd béhem procesu specifikace PGC (Chan et al.
2007).

8.6 XDead end

Dead end mRNA koduje RNA vazebny protein a byla jiz dfive identifikovana
jako komponent zarode¢né plazmy u Danio rerio (Weidinger et al. 2003) stejné tak
jako u embryi Xenopa. V oocytech stadia | a v ranych stadiich Il je XDead end
MRNA obsazen v ramci celé cytoplazmy.

Od pozdniho stadia Il se transkripty zacinaji nachazet vice ve vegetalnim
kortexu. Ve stadiu llI- IV je tato mMRNA obsazena v celém vegetalnim kortexu, kde

zUstava az po stadium VI.
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Dle tohoto vzorce se usuzuje, Zze XDead end mRNA patfi do skupiny
pozdné se lokalizujicich RNA a je prvnim objevenym komponentem zarodecné
plazmy, ktery vyuZiva pouze pozdni cestu lokalizace (Horvay et al. 2006).

Po prvnim buné&ném déleni je XDead end RNA distribuovana na vegetalni
konec obou blastomer, coZz je charakteristické pro transkripty asociované se
zarode¢nou plasmou. V 8-16-ti bunéném stadiu se XDead end RNA nachazi
v ostrivkach zarodec¢né plazmy na vegetalnim polu.

Ve stadiu gastruly je XDead end mRNA detekovana jako izolovana a
rozptylena v ramci Zloutkové zatky. B€hem neurulace neni exprese zvenci embrya
vidét, ovSem v Castech embrya ve stadiu neuruly je zfetelné, Ze XDead end je
exprimovan v izolovanych burikach umisténych v okoli budouciho stfeva.

Ve stadiu ocasniho pupene se daji transkripty slabé detekovat v migrujicich
primordialnich zarodec&nych burnkach (Horvay et al. 2006).

Pro zjisténi funkce XDead end byla provena mikroinjekce antisense
morpholino oligonukleotidd (DE-MO). Pozorovani ukazala, Zze XDead end je
nezbytny pro fadnou migraci zarode¢nych bunék a nejspiS také pro jejich
diferenciaci a preziti.

Velmi zajimavé bylo také zjiSténi, Ze po injikaci Dead end z Danio rerio
spolu s DE-MO doslo k znovuobnoveni linie zarode€nych bunék. Z toho vyplyva,

Ze funkce Dead end je zachovana mezidruhové (Weidinger et al. 2003).

8.7 Vgl

Vgl mRNA je ¢len TGFB rodiny a je jednou z prvnich objevenych
specifickych mRNA nachazejicich se v oocytech. BEhem oogeneze se Vg1l mRNA
omezuje do vegetalni cytoplazmy oocytll a je nakonec je detekovatelna v nejvice
vegetalnich blastomerach embrya. Vgl neni typickym komponentem zarodecné
plazmy, je vSak dulezitym faktorem indukujicim mezoderm (Birsoy et al. 2006).

Vegetalni bunky blastuly maji dvé dllezité funkce: diferencuji se v entoderm
embrya a signalizuji pfilehlym marginalnim regioniim aby formovaly mezoderm.
Proto je Vgl pravdépodobnym signalem indukujicim mezoderm (Birsoy et al.
2006).

-19-



Embrya se sniZzenou expresi Vgl se vyviji normalné az do stadia gastruly.
Poté pfi porovnani s kontrolnimi embryi u nich dochézi k nékterym abnormalitdm.
Po oplozeni mnoZstvi Vg1 mRNA a proteinu klesé pres stadium gastruly, protoze
v této dobé nedochazi k Zzadné transkripci zygotické Vgl (Elisha et al. 1995) .

Redukce Vgl proteinu pod 50% zastavi vyvoj ve stadiu gastruly.
K podobnému efektu dochazi, pokud se Vgl protein vyCerpa aplikaci morpholino
oligo VgiMO.

Nacasovani formovani blastoporu je u embryi se snizenym mnozstvim Vgl
opozdéné a blatoporus zustava zvétSen ve stadiu pozdni gastruly. Ve stadiu
neuruly vykazuji embrya ochuzena o Vgl rliznou miru poSkozeni v ramci utvareni
anterioposteriorni a dorzo-ventralni osy.

6ng antisense oligo zpusobi, Zze se embrya vyviji se ztratou hlavovych
struktur, zatimco nizSi davky maji za nasledek vyvoj zakrslych embryi.
Z histologického hlediska je vidét, Ze u Vgl ochuzenych embryi ve stadiu
ocasniho pupene se vyskytuji vSechny tfi zarode¢né vrstvy. Byly vSak pozorovany
absence chordy, fuze somitd a redukované nebo abnormalni neuralni struktury
(Birsoy et al. 2006).

9. Zaver

Cilem mé bakalarské prace je shrnuti zakladnich poznatki o molekularni
podstaté zarode¢né plazmy rodu Xenopus.

Na zakladé laboratornich vysledku je dnes jiz jasné, ze zarodeéna plazma
je komplexni struktura, kterd obsahuje RNA kodujici proteiny majici dalezitou roli
v diferenciaci zarodec¢né linie bunék. Z hlediska spravného vyvoje je vyhodné,
kdyz se germinalni burniky oddéli zahy po oplozeni, protoze s kazdym délenim
narlsta riziko poSkozeni DNA zplsobené mutacemi.

Protein XDead end je zodpovédny nejen za formovani PGC, ale také za
jejich fadnou migraci a preziti. Fatvg ovliviiuje formovani zarode€nych bunék tim,
Ze zasahuje do spravné segregace determinantu zarodec¢nych bunék. Xdazl je
nutny pro ranou diferenciaci PGC a je nepfimo zahrnut do migrace PGC pres

entoderm.
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V dnedni dobé probihd vyzkum, zabyvajici se zjiStovanim dalSich funkci
komponentt zarodec¢né plazmy. Nékteré jeji proteiny, napfiklad Fatvg a Xcat-2 se
uplatiuji mimo jiné v uréovani dorzo-ventralni osy. Pfedpoklada se, Zze odstranéni
Fatvg z embryi ma za néasledek inhibici kortikaIni rotace a transportu organel.

RNA obsaZené v zarodecné plazmé se lokalizuji do vegetalniho kortexu
bud drahou uZivajici mitochondridlni oblak nebo pozdéji pomoci mikrotubuld.
Mnoho védeckych praci se zabyva otazkami, kterou drahu RNA vyuZivaji. Hlavni
komponenty zarode¢né plazmy migrujici pomoci mitochondrialniho oblaku jsou
Xcat2, Xdazl, Xpat. Oproti tomu XDead end RNA se transportuje pouze pozdni
drahou. Nedavno bylo dokazano, Zze fatVg a DEATHSouth vyuzZivaji jednak
mitochondrialni mrak, tak i Caste¢né pozdni drahu.

Velky vyznam ma také zjisténi, Ze u nékterych proteini zarode¢né plazmy
muze dochazet k mezidruhové interakci, jak je tomu napfiklad v pfipadé Dead end

u Xenopa a Danio rerio.
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