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Abstrakt

Abychom zjistili, zda je systém krvetvorby skuteéné spole€nym znakem
obratlovcu, rozhodli jsme se prozkoumat krvetvorbu u fylogenticky nejstarsich Zijicich
zastupcl obratlovcl, tedy kruhoustych, jmenovité u mihule morské (Petromyzon
marinus). U vyssich obratlovcl pochazi vsechny krevni buriky z HSC. Pfedpokladame, ze
je tomu tak i u kruhoustych, nikdo se ale o krvetvorbu u téchto organismu
od sedmdesatych let zvlast nezajimal. Vydali jsme se po cesté reverzni genetiky a hledali
homology gen( dUleZitych pro krvetvorbu vyssich obratlovc( v transkriptomu mihule
morské s dlirazem predevsim na vyznamné receptory a transkrip¢ni faktory, jelikoz se
daji vyuzit jako markery rdznych krevnich bunék a jejich progenitori. Pomoci
bioinformatickych metod jsme v datech z NGS nové generace nalezli homology kli¢ovych
genu krvetvorby, které jsme dale vyuzili pro klonovani téchto sekvenci, méreni jejich
exprese a dalsi praci s nimi. V nasi laboratofi jsme si tedy vybrali mihuli mofskou jako
modelovy organismus, nejen kvuli unikatnimu fylogenetickému postaveni, obzvlast pro

evo-devo studie, ale také kvali absenci zakladnich poznatk( z oblasti krvetvorby.

Kli¢ova slova: Petromyzom marinus, krvetvorba, HSC, evo-devo, hematopoéza



Abstract

To find out if the haematopoietic system is common feature of vertebrates, we
decided to examine haematopoiesis in a sea lamprey (Petromyzon marinus). All blood
cells arises from the haematopoietic stem cells in higher vertebrates. We assume that
this is common for the higher vertebrates and a jawless vertebrates, but nobody was
interested in the jawless haematopoiesis since 1970. Using a reverse genetic, we
identify homologues of important hematopoietic of higher vertebrates in
transcriptome of the sea lamprey with emphasis on important receptors or
transcription factors, because they can be used as the specific markers of different
blood cells and their progenitors. Then we use those sequences for cloning, expression
measurements and other work. We picked up sea lamprey as model organism because
its unique phylogenetic position, important foe evo-devo studies, but also because lack

of elementary knowledge about sea lamprey haematopoiesis.

Key words: Petromyzon marinus, haematopoiesis, HSC, evo-devo
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Seznam zkratek

Cal —karbonicka anhydraza 1

Cdal — cytidin deamindza 1

Cda2 — cytidin deamindza 2

Cebpa/B — CCAAT enchancer-binding protein
CLP — spolecny lymfoidni progenitor

CMP — spolecny myeloidni progenitor

CMRP - spole¢ny myeloidni repopulujci progenitor
Csflr — colony stimulating factor 1 receptor

Csf3r — colony stimulating factor 3 receptor

Cxcr4 - C-X-C motif chemokine receptor 4

Epo - erytropoetin

EPpor — erytropoetinovy receptor

Flil — friend of leukemia integration 1 transcription factor
Gatal — GATA binding protein 1

Gata2 — GATA binding protein 2

Gfil - grow factor independent 1

GMP — granulocyto-makrofagovy progenitor
Gplbp —glycoprotein 1 b beta

HSC — hematopoeticka kmenova burika

Ikaros1 — IKAROS family zinc finger

Jak2 - janus kinase 2

KIf1 - krippel like factor 1

LMPP — lymphoid-primed multi potent progenitor
MEP — megakaryo-erytroidni progenitor

MERP - megakaryocyt-erytroidni repopulujici progenitor

MKRP — megakaryocyty repopulujici progenitor



MPL - myeloproliferative leukemia protein
MPP — multi potentni progenitor

Pax5 — paired box 5

PE - paired end sekvenovani

PFA - paraformaldehyd

Pu.1l — hematopoietic transcription factoe PU.1
Runx — runt related transcription factor 1

Scf — steem cell factor

Scl - steem cell leukemia

SNT - supra neuralni télisko

STATS5 — signal transducer and aktivator of transcription 5
TEP - trombo-erytroidni progenitor

TF — transkripéni faktor

FBS — fetal bovine serum

TPO - trombopoetin



1. Uvod

Systém krvetvorby je u clovéka, zastupcl savch, ptdkl, ryb i obojzivelnikd
pomérné dobre prozkoumadn. U vSech vySe zminénych vétvi obratlovct byl potvrzen
koncept hematopoetickych kmenovych bunék (HSC) a také to, Ze sdili vSechny zakladni
prvky genetické regulace krvetvorby. Je ale toto spole¢né pro vSechny obratlovce?
UzZ Aristotelés pouZil terminu ,krevnati” (ta évawua) a ,bezkrevni” (ta dvawua) jako
jeden ze zplsobl taxonomické klasifikace, ktery odrazel rozdéleni obratlovcl
a bezobratlych [1]. Platnost dlouhodobé zazZitého klasického hierarchického modelu byla
v poslednich patnacti letech ¢astokrat diskutovana. Vyslo najevo, Ze buriky se v urcitych
situacich podle klasického hierarchického modelu nefidi a tak bylo navrzeno mnoho
modell novych, uspokojivé vsak zatim nebyl nalezen Zadny, ktery by klasicky
hierarchicky model zcela nahradil [2-5]. Kromé téchto nejasnosti se zacaly hromadit

i otazky o plvodu krvetvorby a jednotlivych krevnich liniich [6].

Pravé pozndni systému krvetvorby u nejstarsi Zijicich zastupcl obratlovcl by
mohlo pomoct pfinést duleZité poznatky pro vySe zminéna témata. Na zacatku tohoto
stoleti se mihule staly zajimavym modelem pro prace tykajici se adaptivni imunity
a zaCalo se snimi vice pracovat [7, 8]. Je nutné dodat, Ze mihule nejsou zrovna
zivotnimu cyklu a migracnim naroklm. To vylucuje fadu metod pro studium mutanta,
nebo vytvareni transgennich linii. Nové metody vsak pfindsi jiné moznosti, jak se
s problematikou vypotadat. V poslednich letech byla v taxonu kruhoustych vyuzita fada
modernich metod jako sekvenovani jednotlivych bunék nebo mutageneze pomoci
CRISPR-CAS9 systému [9]. V roce 2013 byla navic dokoncena sekvenace genomu mihule
morské, kterd ovSsem byla pfipravovdna z jaternich bunék, které, jak se ukdzalo, ztraci

béhem vyvoje asi 20 % své DNA a na kompletni genom se muselo ¢ekat az do roku 2016.

Nase znalosti o krvetvorbé mihuli kon¢i u praci ze sedmdesatych let, kdy byly
identifikovany zadkladni krevni buriky a ur¢ena pravdépodobna mista krvetvorby a poté
u praci z osmdesatych a devadesatych let, kdy byla zjisténa sekvence par dalezitych
genu, jako je napriklad prenase¢ kysliku v krvinkach [10]. Védomi si nepfitomnosti
zdkladnich poznatk(l o krvetvorbé kruhoustych zacali jsme se tématem zabyvat se
zakladni hypotézou, Ze i u mihule morské hraji dllezitou roli stejné regulacni a signalni

komponenty jako u vyssich obratlovcl



Cile prace
1. Zakladni popis systému krvetvorby u mihuli

2. Identifikace homologli genl dulezitych pro krvetvorbu u vysSich obratlovcl
v transkriptomu mihule mofrské

3. Provéreni existence oddélené erytroidni a trombocytarnilinie bunék u mihule morské



2. Prehled literatury

2.1 Petromyzon marinus jako modelovy organismus

2.1.1 Taxonomie a charakteristika

Mihule moftskda latinsky Petromyzon marinus L. je vodni obratlovec prodélavajici
metamorfézu. Mihule spolu se sliznatkami tvofi taxon kruhoustych a jsou povazovany
za nejstarsi zZijici zastupce obratlovcd, kteti se odstépili od spole¢ného predka priblizné
pred 500 az 550 milidny let. Jakozto nejstarsi Zijici obratlovci jsou kruhousti unikatnim
modelem, zejména pro evo-devo studie [11]. Kruhousti jsou sesterskou skupinou
Celistnatcd s plesiomorfnimi znaky, jako jsou neptitomnost osifikovanych tkani
a nezaskrcend chorda. Na zdakladé nékterych fosilnich nalezd panovaly v minulosti
pochybnosti, zda je taxon kruhoustych skute¢né monofyleticky. Molekuldrni studie

a shodné prvky adaptivni imunity ovsem monofylii potvrzuji. [12]

Obrazek 1 ilustruje fylogenetické postaveni taxonu kruhoustych a mihuli s dlirazem na

dalsi dlilezité modely poZivané ke studiu krvetvorby.

Obrazek 1, Diagram taxomického zarazeni kruhoustych, ikonicky jsou vyznaceny dileZité modelové organismy
pro studium hematopoézy.



2.1.2  Zivotni cyklus a ziskavani materialu

Velkym problémem modelu mihule mofrské je dlouha generacni doba a slozity Zivotni
cyklus. Délka cyklu je zavisla na vnéjsich podminkach a obvykle trva od osmnacti mésicl
do péti let, popfipadé i déle. B&hem cyklu dochazi k anadromni migraci jedinc. Cerstvé
vylihnuty potér je dospélci nepodobny a jako volné plavouci stddium precka v mélkych
sladkovodnich brezich pfiblizné mésic ¢i dva a poté se zaCnou larvicky zavrtavat
v pis€itém podloZzi, kde filtruji potravu. Po tomto stadiu, trvajicim v medidanu zhruba tfi
roky, nastadva metamorfdza, kdy se larva pfipravuje na parazitaci a ziskani velkého
mnozstvi Zivin a nasledné treni. BEhem metamorfdzy se larvé vyviji oci, zuby, pfisavny
ter¢ a dochazi k dalSim anatomickym zménam a také k migraci jedinct dale po proudu
do vétsich vodnich systému se slanou vodou a s vétsi kofisti, kde jako dospélci budou
nasledné parazitovat na lososovitych rybdach, jez budou doslova strouhat zaziva. Po
obdobi intenzivni parazitace zac¢nou jedinci dozravat i sexualné a migrovat zpét
do sladkych vod a proti proudu do mél¢in vhodnych ke tfeni na rozsahlych trdlistich
ve velkych poctech. Do ndsledného lihnuti larev to v zavislosti na vnéjsich podminkach,
predevsim teploté, mlze trvat az 5 tydn(, protoZe ryhovani a gastrulacni pohyby jsou

znacné pomalé [12, 13].

Treni je velka sezonni udalost a také nejlepsi pfilezitost k ziskani vyzkumného
materidlu, jelikoz je moziné odebrat velké mnozstvi mli¢i a jiker, popripadé chytat
dospélce. ProtozZe oplozeni je u kruhoustych vnéjsi, neni ani umélé oplozeni problémem.
U nas je v podstaté nemozné ziskat materidl, ale dobrym mistem pro sbér vzorkd je
Spanélsko a Portugalsko, kde je silna a stabilni populace mihuli a odchyt jedincil je zde
povolen. Nasledujici kultivace larev vlaboratornich podminkdch je ovSem
problematicka, jelikoZz se larvy vétSinou podafi udrZet naZivu okolo Sedesati dni. Tyto
potize jsou spojeny s prechodem volné plavouciho stddia do pis¢itého podlozi
a pocatkem filtrace potravy ztohoto podlozZi. Je pravdépodobné, Ze prechodem
na filtraci v pisku ziskavaji vyvijejici se larvy prvky potravy, moina probiotika nebo
koloidni castice specifickych velikosti, které jsou dulezité pro jejich preziti. To by
vysvétlovalo znaéné problémy pro tento pfechod v in vitro podminkach. Je-li pro praci
potfeba starsSi larvalni stddium, kupfikladu dvou az tfileté, musi se jedinci hledat

zahrabani v piscitych mél¢inach vétsich tokd, kde filtruji potravu.



2.1.3 Ekologie a ochrana mihuli

Pfi ziskdvani materidlu je nutné respektovat zakonné normy tykajici se ochrany
téchto Zivocichu. Kupfikladu u nas je mihule mofska evidovana jako vymizely druh
a zbylé dva u nas se vyskytujici druhy mihuli jsou chranéné podle vyhlasky Ministerstva
Zzivotniho prostfedi 395/1992 Sb. Mihule morska se k nam obcas dostava, ale jde spise o
jedince ztracené pti migraci. Kvlli intenzivni parazitaci pred sexudlni maturaci je mihule
morska v nékterych lokalitach povaZovana za Skodnou a jeji premnoZeni muze zpUsobit
znaéné ekologické hospodariské komplikace, jako tomu bylo naptiklad u Velkych jezer
v Ontariu v USA a Kanadé [14].

2.1.4 Morfologie

Larvy maji odliSnou morfologii i chovani oproti dospélctim a kdysi byly povazovany
za samostatny rod Ammocoetes. Morfologii i stylem Zivota jsou larvy podobné
kopinatclim s velikosti od jednoho centimetru po vylihnuti az po zhruba patnact
centimetr(l tésné pfed metamorfézou. OCi jsou zietelné, ale nefunkéni, pokozka je vsak
fotosensitivni. Zivi se drobnymi Zivocichy a fasami a k tomu maji také uzplisobené ustni
ustroji, podkovovitad usta s véncem filtracnich fasinek a endostylem na dné hltanu.
Béhem metamorfdzy se vyviji savé ustroji, rohovité zuby a jazyk. Endostyl se méni
ve Stithou Zldzu, predni cast ledviny je redukovdna a z pronefros tak vznikaji

opistonefros, zaroven se také zavird osrdecnik, protoZe u larev je otevien do peritonea.

Hlavni morfologické znaky mihule morska sdili se vSemi ostatnimi zastupci. Télo
dospélcl je valcovité, az metr dlouhé, s ocasni a rozdvojenou hrbetni ploutvi. Hlavni
oporou téla je pruzna chorda s vysokym turgorem. Na dorzalni strané chordy jsou
utvoreny chrupavcité tycinky, které se povazuji za neurdlni oblouky obratld. | lebka
a paprsky vyztuzujici ploutve jsou chrupavcité a zuby v Ustech jsou rohovitého plvodu,
jelikoZ kruhousti jsou neschopni osifikovat tkané. Na dospélcich je zjevné hlavné ustni
ustroji s masivnim jazykem plné rohovitych zubl a pfisavnym teréem. Ter¢ slouzi

k parazitaci na vétSich rybach nebo pro uchyceni na podkladu, kupfikladu pfi tfeni.



2.1.5 Krvetvorba u mihuli

Co se tyce poznatk( o krvetvorbé u kruhoustych, je toto téma ponékud chudé
a problematika neprozkoumana. Kruhousti maji uzavienou cévni soustavu, kde vendzni
srdce s jednou komorou a predsini pumpuje neokyslicenou krev do Zaber, kde dojde
k vyméné plyn( a poté, co krev projde zbytkem télniho obéhu, je sbirdna Zilnim splavem
vedoucim zpét k srdci. Neni jasné, ktera tkan je u kruhoustych primarnim krvetvornym
organem. Hlavnimi kandidaty jsou ledviny, jako hlavni misto definitivni hematopoézy u
ryb, ddle pak jatra a supra neurdlni télisko (SNT) v anglické literatufe oznaCované
nejcastéji jako fat body. Supra neuralni télisko je tukova tkan, jejiz pozice se méni béhem
metamorfdzy, nazev je ponékud zavadéjici, jelikoz znac¢nd c¢ast této tkané je ve
skutec¢nosti pod neuralni trubici. Pro nds je nejzajimavéjsi ta cast, kterd obklopuje
centralni Zilu a je propojena sledvinami. BEhem metamorfdzy se ¢ast SNT méni ve
spirdlni fasu stfeva. Spekuluje se, Zze SNT by mohlo hrat vyznamnou roli v krvetvorbé,
jelikoZ mikrostruktura této tkané pripomina mikroprosttedi jinych krvetvornych organt
u vysSich obratlovct [15]. Bylo prokdzano, Ze zde dochazi k diferenciaci B-lymfocytl [7].
Také byla identifikovana oblast Zaber, ktera exprimuje homology marker( bunék thymu
vy$sich obratlovcd a dochazi zde k maturaci T-lymfocytl u kruhoustych [7]. U
kruhoustych bylo identifikovano celé spektrum krevnich bunék, ale krevni buriky byly
identifikovany pouze na zdkladé mikroskopické morfologie a barveni a to béhem
sedmdesatych let, coz se odrazi v kvalité pouzitelnosti tehdejsich snimkt [10]. Byly ale
objeveny jiné skutecCnosti zoblasti krvetvorby, jako naptiklad prepinani

hemoglobinovych gen( v pribéhu vyvoje, tak jako u vys$sich obratlovct [15, 16].



Na prelomu tisicileti se zacaly hromadit otazky ohledné schopnosti adaptivni
imunitni odpovédi u zastupcl tohoto taxonu, pficemz vyslo najevo, Ze jak sliznatky, tak
mihule jsou schopny adaptivni imunitni odpovédi prostfednictvim bilych krvinek, jako
u vysSich obratlovc(. Oproti zastupcim z vysSich taxond vSak kruhousti pouzivaji jiné
molekuly jako protildtky a receptory bilych krvinek a také jiny proces diverzifikace
variabilnich oblasti téchto molekul. Kruhousti vyuZivaji pro ucel receptor( a protilatek
molekuly strukturni rodiny na leucin bohatych receptor(, anglicky leucine rich receptor
(LRR), které se u kruhoustych oznacuji jako variabilni receptory lymfocytd (VLR) se
strukturou zcela odlisSnou od imunoglobulinovych molekul [7, 8, 16]. Jisté prvky systému
adaptivni imunity tedy podporuji monofyletickou podstatu taxonu kruhoustych. Systém
adaptivni imunity je skrvetvorbou pevné spjaty, jelikoz buriky adaptivni imunitni
odpovédi maji plivod v hematopoetickych kmenovych burikdch (HSC). Zatim vsak byla
pozornost v tomto taxonu zamérena hlavné na lymfoidni vétev krvetvorby a zbyvajici

erytro-myeloidni ¢ast spolu s kmenovymi burikami zlstala neprozkoumana.



2.1.6 Znamé geny krvetvorby u mihule mofské

U mihuli byl jako prenase¢ molekul kysliku a ¢ervené krevni barvivo identifikovan
hemoglobin podle barvitelnosti benzidinem, molekuldrni analyza vsak ukazuje, Ze
proteinova cast holoenzymu se lisi od hemoglobinu vyssich obratlovcl a je vlastné
orthologem cytoglobinu (Cygb). Molekula hemoglobinu je u kruhoustych v oxidovaném
stavu monomerni, ale po disociaci kysliku prechazi do tetramerniho stavu. Enzymatické
vlastnosti jsou v podstaté shodné s hemoglobinem celistnatcl, véetné kooperativni
vazby O; [17, 18]. Urlznych proteinid tedy doslo k fixovani stejnych vlastnosti
konvergentnim vyvojem. Béhem ontogeneze mihule dochazi, obdobné jako u vyssich
obratlovcu, k pfepindni exprese globinovych gen(, ale u kruhoustych dojde k prepnuti
exprese hned trikrat. Vysledkem je rozdilna exprese sady cytoglobinG jako prenasecu
kysliku v larvalnim stadiu, parazitujicim stadiu a stadiu pohlavné vyzralém, coz odrazi
odlisné naroky na prenasec kysliku béhem migrace z nebo do slanych vod [19]. Déle byla
také ziskana sekvence enzymu karbonické anhydrazy v ¢ervenych krevnich bunkach
[20].

Vétsina doposud identifikovanych homologl genl krvetvorby u mihuli je
dllezita pro diferenciaci lymfoidni linie, jako napfiklad transkripéni faktory Pax5 a lkaros,
receptor chemokind Cxcr4. O proteinu Nic3/Ala, jez byl nalezen u sliznatek, se uvaZzuje
jako o obdobé MHCII receptoru pro peptidové fragmenty v antigen prezentujicich
burikdch u kruhoustych [21]. Dale jsou také znamy enzymy nutné pro diverzifikaci a zrani
T a B-lymfocyt(, jimiZ jsou cytidin deamindza 1 (Cdal) pro T-lymfocyty [7, 8] a cytidin
deaminaza 2 (Cda2) pro B-lymfocyty [8].



2.2 Hematopoéza u vyssich obratlovct

Hematopoéza je proces pfi kterém z hematopoetickych kmenovych bunék (HSC)
vznikaji skrze své prekurzory jednotlivé termindlné diferencované bunécné typy, které
dohromady tvofi krev. BEhem ontogeneze vyssich obratlovci rozliSujeme rzné viny
hematopoézy, a to hematopoézu primitivni a definitivni [22]. Primitivni a definitivni
hematopoéza se od sebe vzidjemné liSi typem produkovanych bunék i genetickou
regulaci, oba tyto systémy vSak maji plvod v mezodermalnich burikdch. Primitivni HSC
maji omezeny jak diferencia¢ni potencial, tak i schopnost sebe-obnovy, proto je
primitivni hematopoéza pouze docasna a tvori omezené spektrum krevnich bunék, tedy

erytrocyty a makrofagy [23].

V dospélém organismu jsou zdrojem vSech krevnich bunék definitivni HSC [24].
Definitivni HSC jsou multipotentni buriky se schopnosti vlastni sebeobnovy. To znamena,
Ze jsou schopny davat vzniknout riznym bunécnym typ(lm a zaroven, je-li tfeba, mohou
dat vzniknout i dalSim HSC. Spektrum bunék, které vznikaji procesem definitivni
hematopoézy, je opravdu Siroké, od ¢ervenych krvinek, jez maji za ukol zasobovat tkané
kyslikem, ptes trombocyty (Ci desticky u savcll), které jsou dUlezité pro hemostazu, az
po bunky hrajici zasadni roli v adaptivni i neadaptivni imunité, jako jsou lymfocyty,
respektive granulocyty. V nasledujicim textu bude hematopoéza kvili jednoduchosti
vysvétlena na klasickém hierarchickém modelu, pfiéemZz rozpory tohoto modelu a
nékterych pozorovani budou diskutovany nize. ZjednoduSené schéma klasického

hierarchického modelu je zobrazeno na obrazku 2.

TROMBOCYTY

CLP B lymfocyty
T lymfocyty

Obrazek 2, Zjednodusene schema Kklasickeho hierarchickeho moaeilu



Aby mohly HSC davat vzniknout tak rozsahlému spektru bunék, je zapotrebi velka
plejada specifickych signal(, komponent intra i extraceluldrni signalizace [25, 26].
V ndsledujicim vykladu se zaméfime na proteiny dilezité pro hematopoézu, jejichZ
homology jsme se rozhodli hledat v transkriptomu mihule morské. Zdlraznujeme, Ze
jsme se zamérné zaméfrili pfevainé na receptory a transkripéni faktory, nebot tyto
molekuly lze pouzit jako specifické markery rliznych bunék.

Terminalné diferencované krevni bunky nevznikaji z HSC pfimo, ale skrze
prekurzory, kterych maze byt rlzny pocet, v zavislosti na tom, jakd burika ma vzniknout.
Zaroven zde vétSinou plati jednosmérnost diferenciacniho procesu, tedy zacne-li
kuprikladu burika diferencovat smérem k erytrocytu, uzavirda se ji tak moZnost
diferenciace kupfikladu do bunék lymfoidni fady. Podle tohoto hierarchického modelu
existuji uzlové body, kde se burika ,rozhoduje”, jaky bude jeji dalsi osud. Diferenciace
krevnich bunék zacina u tzv. dlouhodobych HSC (LT-HSC), coZ jsou HSC v pravém slova
smyslu, jez jsou schopny pfti transplantacich trvale obnovit hematopoézu [27, 28].
Vlivem prostfedi mohou LT-HSC prechazet v kratkodobé HSC (ST-HSC), které maji
snizenou schopnost sebeobnovy a mohou ddle proliferovat za vzniku multipotentnich
progenitord (MPP), jez jsou schopny progresivniho déleni, ale dramaticky ztraci
schopnost sebeobnovy.

Pro udrZeni schopnosti sebeobnovy HSC je dllezitd signalizace pomoci Scf
proteinu, cozZ je ligand tyrosin-kinazového receptoru c-Kit. Schopnost sebeobnovy HSC
mUzZe byt regulovdna koncentraci Scf in vitro a bylo prokazano, Ze je tato signalizace
dllezita také in vivo. Diky zavislosti prezivani HSC na této signalizaci, Ize c-Kit receptor
pouzivat jako jeden z markerd HSC, ale hlavné dalSich progenitor( [29-34].

Béhem definitivni hematopoézy je pro HSC dllezity také transkripcni faktor Scl,
jehoz vysoka hladina je dllezZita pro preziti a patrné i pro udrzeni HSC v GO fazi, pficemz
exprese Scl je u HSC nejvyssi ze vSech krevnich bunék [35, 36]. Co se tyce vlivu Scl
na diferenciaci krevnich bunék do rGznych linii, bylo prokazano, Ze Scl hraje dllezitou
ulohu pti diferenciaci do linie megakaryocytl a erytrocytl a zaroven vysoka exprese Scl
blokuje diferenciaci do myeloidni linie [37-44]. V lymfoidni linii byla zaznamendana
exprese Scl v brzkych prekurzorech B a T-lymfocyt(, kde pfi jejich dal$i maturaci dochazi
k prudkému snizeni tohoto proteinu, pticemz se predpoklada, ze Scl brani dalsi
diferenciaci lymfocytl a snizeni jeho hladiny je tedy nezbytné k dokonceni diferenciace
[45, 46].

Dalsim daleZitym proteinem je receptor Notch1, ktery hraje roli v prezivani HSC
a diferenciaci a to prostrednictvim prfimého bunécného kontaktu. Muize tedy byt vyuZit
i jako marker HSC [47-49].



Podle klasického hierarchického modelu krvetvorby je prvnim z uzlovych bod
rozhodnuti diferenciace MPP bud do lymfoidni linie, kdy ddva vzniknout spole¢nému
lymfoidnimu progenitoru (CLP), nebo spole¢nému myeloidnimu progenitoru (CMP) [50].
Diferencuje-li MPP do CLP, vznikaji z néj dale T a B-lymfocyty a NK buriky, pficemz pro
tuto diferenciaci jsou duleZité transkripcni faktory skupiny lkaros z rodiny zinc-finger
proteind [51, 52]. Dalsi diferenciace v lymfoidni linii je fizena pomoci rozpustnych
cytokin(, tak je tomu prevainé v linii B-lymfocyt(l, kde hraji dllezitou Ulohu receptory
téchto cytokinl, napf. Cxcr4, které ovliviiuji funkci B-specifickych transkripénich faktoru,
jako je kupfrikladu Pax5 [53]. Lymfoidni diferenciace v linii T-lymfocyt( je pak zdvisla
obzvlast na signalizaci zprostfedkovanou pfimym bunéénym kontaktem. Pro diferenciaci
T-lymfocytl je nezbytny mezibunécny kontakt prekurzord se specifickymi bunkami
v thymickych regionech.
diferencovat jako granulocyto-monocytovy progenitor (GMP), ktery umoznuje vznik
monocytl, granulocytll a Zirnych bunék. Nebo jako megakaryocyto-erytrocytovy
progenitor (MEP) u savcl davajici vzniknout erytrocytlim a trombocytim [54, 55].
U nizSich obratlovcd je toto stddium oznacovano jako trombocyto-erytrocytovy
progenitor (TEP) [56]. Studie ukazuji, Ze kliCovymi jsou zde dva transkripéni faktory
plsobici antagonisticky, jmenovité Gatal a Pu.l (Spi). Experimenty s fizenymi knock-
outy téchto genl ukazuji, Ze Gatal je nezbytny pro diferenciaci bunék erytroidni linie
a zaroven inhibuje diferenciaci GMP a naopak Pu.l je potfebny pro diferenciaci GMP
a blokuje diferenciaci erytroidnich bunék [57-60]. DalSimi dulezitymi transkripénimi
faktory fidicimi dalsi diferenciaci GMP a dalSich myeloidnich bunék jsou Cebpa, Gata2 a
Gfil [6, 61-64].

Co se tyce vzniku erytrocyt(i a trombocytU, vyvoj téchto bunék sleduje stejnou
cestu az k MEP/TEP, kdy se jejich diferenciacni cesty rozchazeji. Podobné jako Gatal
a Pu.1, zda se, Ze zde také antagonisticky pusobi dva transkrip¢ni faktory a to Flil a KIfl
[65, 66]. Diferenciace, proliferace a preziti prekurzorl erytrocytl a trombocytl jsou
zavislé na signalizaci zprostiedkované dvéma receptory, erytropoetinovym (Epor)
pro diferenciaci erytrocytll a trombopoetinovym pro diferenciaci trombocytd (c-
Mpl/Tpor) [55, 56, 65, 67-69]. Na kazdy tento receptor plsobi jeho specificky cytokin,
erytropoetin respektive trombopoetin (Epo/Tpo). Oba receptory jsou si zna¢né podobné

svou strukturou a oba do znaéné miry aktivuji stejné signdlni drahy skrze kinazu Jak2 [6].



V tabulce 1 je shrnut seznam markerd, na které jsme se pfi hledani homologt
rozhodli soustfedit nejvice. Na obrazku 3 je zobrazeno pfifazeni jednotlivych vyse
zminénych markerQ k jednotlivym krevnim liniim. Je vSak potifeba mit na paméti, ze
znacna ¢ast markerd neni zcela specificka pro jeden typ bunék, ale kombinaci rliznych

marker( lze docilit presnéjsiho rozliseni.

GplbpB Receptor | Trombocytarni
Flil TF Trombocytarni
Mpl Receptor | Trombocytarni
cMyb TF HSC

Notch TF HSC

Runx1 TF HSC

Scl TF HSC

Kita Receptor | HSC/MPP

Kitb Receptor | HSC/MPP

Gfil TF Myeloidni

Csflr Receptor | Myeloidni

Csf3r Receptor | Myeloidni
Nic3/Ala Receptor | Myeloidni

Pul (Spi-1) |TF Myeloidni
Cebpa TF Myeloidni
Cebpp TF Myeloidni
Ikaros1 TF Lymfoidni

Pax5 TF Lymfoidni

Cxctd Receptor | Lymfoidni

Cdal Enzym Lymfoidni

Cda2 Enzym Lymfoidni

Tabulka 1, Seznam prioritné hledanych hematopoetickych gend
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Obrazek 3, Schéma klasického hierarchického modelu s vyznacenymi markery jednotlivych linii

2.3 Mezery klasického hierarchického modelu

Klasicky hierarchicky model hematopoézy je obecné pfijimanym a bezpochyby
nejpouzivanéjsim, je vsak nutné podotknout, Ze posledni dobou byly objeveny a
diskutovany alternativni moznosti diferenciace rlznych krevnich typl [2, 3]. Tyto
poznatky sice nejsou v pfimém rozporu s klasickym hierarchickym modelem, avsak
poukazuji na to, Ze tento model nemusi byt zcela Uplny, popfipadé, mize v budoucnu

podlehnout nutnym Upravam.

Velkou pozornost si kupfikladu ziskal tzv. ,myeloid based model“, coZ je model
predpokladajici, Zze diferenciace HSC do myeloidni line je nejplvodnéjsi, tedy Ze
myeloidni linie pfedstavuje prototypickou krevni linii a vSechny ostatni jsou od ni
odvozeny [3]. Tento model je doloZen studiemi, jejichz vysledky ukazuji, Ze vétsSina
progenitort krevnich bunék ma kapacitu diferenciace v myeloidni bunky [4, 5, 70].
Novych objevi na poli krvetvorby a diferenciace krevnich bunék pribyvalo a rychle zacal
vzristat i pocet pripaduy, kdy vysledky neodpovidaly klasickému hierarchickému modelu.
Kupftikladu objev specifickych MPP, jez jsou schopny diferencovat v lymfoidni bunky a
také granulocyty a makrofagy, tento typ MPP byl nazvan LMPP (lymphoid-primed multi
potent progenitor) a pozdéji se zjistilo, Ze se objevuji i pfi primitivni hematopoéze [2,
71]. Byly objeveny i dal$i zajimavé progenitory schopné dlouhodobé repopulace.
Jmenovité MKRP (megakaryocite repopulating progentior), MERP (megakaryocyte-

reythroid repopulating progenitor) a CMRP (common myeloid repopulating progenitor)



[72-74]. Na obrazku 4 je vyznacCené schéma, jez shrnuje soucasny pohled na

diferenciacni drahy hematopoézy u savcl.
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Obrazek 4, Schéma soucasného pohledu na diferenciacni drahy hematopoézy u savci

Nové nalezené diferenciacni drahy a nezndmé progenitory nam fikaji, Ze zatim vime
vlastné pomérné malo o tom, jak dochazi k diferenciaci krevnich bunék in vivo. Klasicky
hierarchicky model byl mimoradné uZite¢ny pfi hledani gen(, jez jsou pro krvetvorbu
klicové, a také nabidl prehlednou predstavu o vzniku jednotlivych krevnich typa. Dnes
jiz ale narazime na vyjimky v tomto zakladnim schématu, které nam fikaji, Ze nékteré
predpoklady tohoto modelu nejsou zcela spravné. Napfriklad vySe zminény fakt, Ze si
lymfoidni buriky jsou schopny ponechat myeloidni potencial, i kdyz klasicky model

predpoklada uplné oddéleni obou linii v brzkych krocich diferenciace MPP.



2.4 Evoluce krvetvorby

Kdyz srovname krvetvorbu u jednotlivych linii vysSich obratlovci, napftiklad ryby,
Clovéka a kurete, zjistime, Ze jsou v mnoha ohledech stejné. U vSech tfi predstavitell
figuruji stejné proteiny v klicovych aspektech diferenciace krevnich bunék a je také
tvoreno stejné spektrum krevnich elementu. U nékterych krevnich typu si vSak mizeme
vSimnout, Ze jejich vlastnosti a nékteré diferenciacni kroky se mezi rlznymi zastupci
obratlovcu lisi. Kupfikladu pfi porovnani diferenciace megakaryo-erytroidni linie savcl a
trombo-erytroidni linie nizsSich obratlovct, jasné rozpozname rozdily, jako je produkce
bezjadernych erytrocytl a trombocytl u savcu. Zretelné navic savéi erytrocyty béhem
maturace prochdzi procesem enukleace a megakaryocyty procesem endoreduplikace
Ptes tyto rozdily jsou v3ak linie ddvajici vzniknout erytrocytlim a trombocytlim u savcu a
nizsich obratlovcl povazovany za ekvivalentni a produkce bezjadernych element(i v této
linii u savcll je vnimana jako evoluc¢ni vylepSeni. Tento zavér mGzeme vyslovit, protoze
mUZeme srovnavat krvetvorbu modell z rGznych linii obratlovcu.

Pokud nds ovSem zajimaji otazky tykajici se krvetvorby a zachazejici hloubéji
v evoluci, nastdva problém, protoze nemame vhodné modely ke srovnani. Vime, Ze
buriky erytroidni a trombocytarni linie pochazi ze stejného progenitoru a prvky
signalizace, dullezité pro diferenciaci koneénych krevnich typl v obou vétvich sdili
spoustu podobnosti. Napfiklad cytokin trombopoetin (Tpo) dllezity pro proliferaci
a Zivotaschopnost prekurzord trombocytl je strukturné podobny Erytropoetinu (Epo),
ktery zastdva podobnou funkci v erytroidni linii. Také receptory téchto cytokinl maji
mnoho spoleéného a vysledkem jejich aktivace ligandem je prenos signalu
po podobnych transdukénich drahach skrze Jak a Stat5 proteiny. Z téchto podobnosti
byly vyvozeny hypotézy, Ze trombocytarni a erytroidni linie se vyvinula po duplikaci
nékterych komponent z plvodné jedné linie [6]. Pravé mihule a sliznatky jako evolu¢né
nejstarsi Zijici obratlovci mizou pfinést dllezité poznatky o tom, jak se krvetvorba
vyvijela. Na obrazku 5 je zobrazeno stovnani trombo-erytroidnich linii savcl a jinych

obratlovcl
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3. Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material
Tkané a dalsi biologické vzorky mihule morské Petromyzon marinus L. byly ziskdny v fece Miid
na severu Spanélska, poptipadé jihu Portugalska pred zacatkem obdobi tfeni. Biologicky materidl
byl odebran za pomoci ¢lenl Laboratore funkéni biologie a zdravotnich véd z Univerzity ve Vigo.
Vzorky pro analyzu DNA a RNA byly odebirdny na misté. Pro ziskani larev za Ucelem in situ
hybridizace (ISH) byly odchyceni jedinci pfipraveni ke tfeni, od nich byly ziskany jikry a mlici.
Ziskané gamety byly pouzity k umélému oplodnéni a vyvijejici se embrya byla kultivovana ve
vodé strvalym pritokem za teploty 18 °C. Jakmile dosahly larvy poZadovaného véku, byly

fixovany.

3.1.2 Vektory
pCR™2.1-TOPO® (Invitrogen)

pCR™2.1-TOPQ® je vektor urceny pro bakterialni a kvasinkové kmeny TOP10. Vektor je konstruovan
pro rychlou ligaci insertd s oligo adeninovymi presahy, pomoci kovalentné pripojené topoizomerazy
I. Vektor disponuje promotorem polymerazy T7, uréenym pro in vitro transkripci. Tento vektor byl
pouzit pro zaklonovani ¢asti transkriptd, ziskanych PCR reakci s polymerazou Taq, jeZz zanechava 3*
oligo A presahy. Nasledné slouZil vektor k produkci sond pro ISH pomoci in vitro transkripce
zprostfedkované polymerazou T7. Vektor byl obdrZen jako soucast kitu TOPO® TA Cloning® Kit

(Invitrogen)

3.1.3 Enzymy
Restrikéni enzymy, polymerdzy a dalsi pouZité enzymy byly zakoupeny u firem Promega,

ThermoFisher, Roche a New England Biolabs.

3.1.4 Bakterie a média

Escherichia coli kmen TOP 10 (Invitrogen), rychle rostouci kmen pouzity pro amplifikaci plazmid(
LB médium: 1% trypton (v/v), 1% kvasinkovy extrakt (v/v), 1% NaCl (w/v)
LB agar: 1.5% agar (w/v) v LB médiu

3.1.5 Antibiotika
Ampicilin (Sigma-Aldrich) ve finalni koncentraci 100 pg/ml.

3.1.6 Primery
Primery  byly navrzeny  programem PrimerBlast na webové strance

http://www.ncbhi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ a objednany ve firmé Sigma-Aldrich.

Seznam poutzitych primeru je uveden v ptiloze, viz tabulka 11 az 13.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

3.1.7 Pufry a roztoky
1xPBS: 150 mM NaCl, 1,5 mM KH2P04, 2,7 mM Na2HPO4, pH 7,4

1xTAE: 40 mM Tris, 40 mM kyselina octovd, 1 mM EDTA, pH 8

Fenol-chloroform: 1:1 objem; fenol pufrovan 0,1 M Tris pH 8

1x Trypsin: 0,05 % trypsin (v/v), 0,02 % (v/v) EDTA
TEG: 25 mM Tris pH 8, 10 mM EDTA pH 8, 50 mM glukdza
Lyzaéni pufr: 0,2 M NaOH, 2% (v/v) SDS

Neutralizaéni pufr: 3 M K+, 5 M Ac

PBT: PBS, 0,1% Tween20 (v/v)

Bélici roztok: 0,8% (w/w) KOH, 1% (v/v) H,0,,0,1% (v/v) Tween

Hybe™: formamid 25 ml, 20x SSC, 12,5 ml, Tween — 20 50 pl, kyselina citronova 1M 450 pl
Hybe*: Hybe", Heparin 50 pl/ml, kvasinkova tRNA 0,5 mg/ml

Blokovaci roztok: tepelné inaktivované ovéi sérum 2%, BSA 2 mg/ml, 0,1M levamisol, PBT

2xSSC: 0,3M citrat sodny, 0,030 M NaCl
NBT/BCIP: 0,4 mg/ml NBT; 0,19 mg/ml BCIP; 100 mM Tris pufr, pH 9,5; 50 mM MgS04

Zastavovaci roztok: 1 mM EDTA/PBS




3.2 Metody

3.2.1 Prdce s nukleovymi kyselinami

Izolace RNA z tkani

W oK NV AE WN

Homogenizace tkané v Trizolu Tri Reagent (BioTech), 200 ug tkané na 1 000 pl
Trizolu.

Inkubace 5 minut pfi pokojové teploté (protfepano)

Pridano 200 pl CHCl; na 1000 pl Trizolu, vortex.

Inkubace 5 minut pfi pokojové teploté, vortex.

Centrifugace 15 minut pfi 12 000 g, pfi 4 °C.

Odebrana vrchni vodné faze s RNA do nové zkumavky.

Pridano 500 ul isopropanolu na 1 000 pl Trizolu (vortex).

Centrifugace 15 minut pti 12 000 g, pfi 8 °C.

Odsati supernatantu, pfidano 1000 pl 75% (v/v) na 1 000 pl Trizolu.

10. Centrifugace 5 minut pfi 12 000 g, pfi 4 °C.

11. Odsati supernatantu a vysuseni peletu na vzduchu.

12. Pelet byl resuspendovan ve vhodném objemu H,0 bez nukledz (Ambion).

Kvantifikace nukleovych kyselin

Koncentrace a cistota nukleovych kyselin byla stanovena spektrofotometricky pfistrojem

Nanodrop ND 1000, ptipadné fluorometricky pomoci ptistroje Qubit.

Fenol-chloroformova extrakce

Tato procedura byla pouZita, pokud DNA nevykazovala dostatecnou Cistotu, nebo preventivné

pfed procedurami nachylnymi na kontaminaci.

Osetfeni RNA DNazou

Procedura byla provedena s vyuzitim reagencich zakoupenych u firmy Promega (RQ1 RNase-
Free DNase, cat. No. M610A; RQ1 DNase 10X Reactio Buffer, Cat No. M198A; Stop solution, Cat.
No. M199A). Vstupnim materialem bylo z pravidla 300 ug RNA rozpusténé v 8 ul H,0 bez nukleaz

(Ambion).

K RNA rozpusténé v 8 ul H,0 byl pfidan 1 ul reakéniho pufru RQ1 a 1 pl RQ1
DNazy.

Inkubace 30 minut pfi 37 °C.

Pridan 1 pl Stop solution

Inkubace 5 minut pfi 65 °C



Reverzni transkripce

Procedura byla provedena s vyuZitim reagencich zakoupenych u firmy Promega s vyjimkou

12,5mM dNTP a hexamernich primer( (ThermoFisher) a H,0 bez nukledz (Ambion)

1.

PCR

K 300 pg RNA rozpusténé v 10 pl H,O bylo pfidéano 0,5 pl ndhodnych
hexamernich primer(

Inkubace 5 minut pfi 70 °C a nasledné 5 minut pfi 4 °C

Pridan premix (2,5 ul 10X M-MLV RT Buffer, 1 ul 12,5mM dNTP, 0,5 ul RNasin,
10 pl H,0).

Pfidan 1 pl M-MLV reverzni transkriptazy (promichano).

Inkubace 1 hodinu pfi 37 °C

Zastaveni reakce inkubaci pfi 95 °C 2 minuty

Templatova cDNA (100-200 ng) byla rozpusténa v 15 ul H,0 bez nukledz (Ambion). Byl zhotoven
premix z 1 ul 4mM dNTP (Thermofisher), 2,5 pl 5uM smési FW RV primert a 2 pl 10X Taq

ug/mlPolymerase Buffer (BioLabs). Templatova cDNA byla smichana a nasledné byla pridana Taq

polymeraza (BioLabs) a smés promichana.

Nastaveni cykl( pro PCR bylo nasleduijici:

1.
2
3.
4
5

Pocatecni denaturace 94 °C 2 minuty.

Cyklicka denaturace 94 °C 40 sekund.

Nasedani primerd 59-63 °C, dle primer par(, 50 sekund.
Elongace 72 °C 90 sekund.

FindIni elongace 72 °C 10 minut.

Cyklus od bodu 2. do bodu 4. byl opakovan 34krat



aqPCR

Jako templat pro reakci gPCR bylo pouZito 200 ng cDNA. RNA, jeZ slouzila jako templat
pro reverzni transkripci byla oSetfena DNdzou. Templatova cDNA byla rozpusténa v 1,5 ul H,O
(Ambion). Na ledu bylo k templatové cDNA byl pfidano 1 pl 5uM primerd a 2,5 pl supermixu
LightCycler® 480 SYBR Green | Master a smés byla promichana. Reakce byla provedena
na pfistroji Light Cycler®480 (Roche) a hodnoty T, produktl a C, byly ziskany pomoci software

dodavaného s pfistrojem.
Nastaveni cykl( pro PCR bylo nasleduijici:

Pocatecni denaturace 95 °C, 2 minuty
Cyklicka denaturace 95 °C 15 sekund
Nasedani primertd 61 °C 20 sekund
Elongace 72 °C 15 sekund

Anylyza teploty tani produktd (Trm)

A

Kroky 2 aZ 4 byly opakovany 40 krat.

Kvali verifikaci ziskanych dat byly zhotoveny technické duplikaty. Pfi sestavovani vysledk( reakce
byly nejdrive kontrolovany hodnoty T, produktd, zda se netvofi dimerové pary, ¢i neni pfitomna
gDNA. Nasledné byly extrahovany hodnoty C, pro jednotlivé primery a templaty a nasledovala

statisticka analyza dat v programu Excel.

Elektroforéza DNA na agarézovém gelu

Pro elektroforézu byly pouZity 1-1,5% agardzové gely pfipravené v TAE pufru s interkalacni
barvou Ethidium Bromidem (Sigma-Aldrich) v koncentraci 5. Hodnota napéti byla nastavena na
7-9 V/cm.



Izolace DNA z agarosového gelu

Pro izolaci DNA z agarézového gelu byl pouzit QUIAEX Il Gel Extraction Kit® (QUIAGEN). Tento
kit umoZnuje extrakci 40 bp az 50 kb velkych molekul DNA za pomoci QIAEX Il silikatovych ¢astic
v pfitomnosti vysoké koncentrace soli. Ostatni kontaminace jako soli agardza a ethidium bromid
jsou odstranény béhem promyvacich krokd za pomoci pufri (QX1 a PE pufry). DNA je nakonec

eluovana vodou nebo roztoky s nizkym obsahem soli.
Sada obsahuje:

QIAEX Il suspenze — castecky silikatu

Pufr QX1 s ph indikatorem — slouZi k solubilizaci agardzy a navazani DNA na castecky

silikdtu
Pufr PE — odstranuje kontaminace soli
Postup

1. Zvazenivyfiznutého agardzového gelu, pfidano 300 pl QX1 pufru na 100 mg gelu

2. Zvortexovani QIAEX Il po dobu 40 sekund

3. Pfidano 10 ul QUIAEX II

4. Smés inkubovana 10 minut pti 50 °C, vortexovano po dobu 5 sekund kazdé
2 minuty
Centrifugace 30 sekund pfi 12 000 g, odstranén supernatant

6. Pelet resuspendovan intenzivnim vortexem v 500 pl QX1 pufru, centrifugovan
30 sekund pti 12 000 g, a nasledné byl odstranén supernatant

7. Pelet byl dvakrat resuspendovan intenzivnim vortexem v 500 ul PE pufru,
centrifugovan 30 sekund pfi 12 000 g, a nasledné byl odstranén supernatant
Pelet byl ponechan vyschnout
DNA byla eluovana do 10 pl H,O (Ambion) po dobu 5 minut pfi 50 °C
za ob&asného vortexovani

10. Centrifugace a prevedeni supernatantu obsahujiciho DNA do nové zkumavky



Ligace DNA do vektor(

Pro ligaci byl pouzit TOPO® TA Cloning® Kit (Invitrogen), ktery obsahoval vektor pCR2.1 TOPO
s kovalentné vazanym liganim enzymem a roztok soli zvySujici efektivitu nasledujici

transformace.
Postup:

1. Pfriblizné 300 ng DNA bylo pfevedeno do objemu 4 pl HO (Ambion)
2. Pridadn 1 pl roztoku soli a 1 pl vektoru

3. Reakce byla promichdna a inkubovana 5 minut pfi laboratorni teploté

Restrikéni Stépeni DNA

Sté&peni DNA probihalo pomoci restrikénich enzym@ od firmy Thermofisher. Obvykla reakce se
skladala z DNA do 1 ug, jez byla rozpusténa v 17 pl DNA do 1 pl H,0 (Ambion) a nasledné byly
pridany 2 pl pfislusného pufru a 1 pl restrikéni endonukledzy. Reakéni smés byla ddle promichana
a ponechana kultivovat pfi teploté, ktera byla pro dany enzym deklarovana vyrobcem (obvykle

37 °C). Doba kultivace se lisila podle potteby od 6 aZ po 16 hodin.

In vitro transkripce

Konstrukty pro ISH byly ziskdny z pomoci metody mididiprep, plazmidy byly linearizovany
restrikéni endonukledzou BamHl. Linearizované konstrukty byly dale precistény fenol-
chloroformovou extrakci za pouziti materidlu uréeného pro praci s RNA. Pro in vitro transkripci
byly pouzity enzymy od firmy Promega a nukleotidy znacené digoxygeninem byly pofizeny od

firmy Roche.
Slozeni reakéni smési:

e Linearizovany plazmid 1 pg ve 12 ul HO (Ambion)
e Znacené nukleotidy 2 ul

e 10X transkripcni pufr 2 pl

e T7 polymerdza 2 ul

e RNAsin 1 pl

Reakéni smés o celkovém objemu 20 pl byla dale pipetou promichdna a inkubovana 2 hodiny pfi
37 °C. Po dvou hodindach byly pfidany 2 pl DN4zy | a smés byla ponechana inkubovat pfi 37 °C
dalSich 15 minut. Nasledné byla reakce zastavena pfidanim 0,8 ul 0,5M EDTA. Transkribované
sondy byly dale srazeny pfidanim 2,5 ul 4M LiCl a 75 pl 96% (v/v) ethanolu a naslednou inkubaci
v -70 °C po dobu dvou hodin. Pelet byl nasledné centrifugovan 15 minut pfi 10 000 g a 4 °C. Poté
byl odstranén supernatant a pelet byl promyt v 50 ul 70% (v/v) ethanolu. Nasledovala dalsi
centrifugace, 5 minut pfi 10000 g a 4 °C. Po odebrani supernatantu byl pelet ponechan

vyschnout a poté byl rozpustén v 50 pl H,O (Ambion) a roziedén po alikvotech 5 pl.



3.2.2 Préace s bunkami

Transformace bakterii metodou teplotniho Soku

1.

8.

Cely obsah ligacni smési byl smichan s 50 ul TOP10 kompetentnimi burikami E. coli a
inkubovan na ledu po dobu 10 minut

Inkubace 42 sekund pfi 42 °C

Inkubace na ledu 2 minuty

Pfidan 1 ml LB média a nasledné byla smés prenesena do bakteridlni zkumavky a
inkubovana hodinu pfi 37 °C a 150 ot/min.

Buriky byly centrifugovany 5 minut pfi 600 g v eppendorfce

Supernatant byl odsan a bunky byly resuspendovany v 200 ul ¢erstvého média

200 pl bunécné suspenze bylo rozetfeno na agarovou plotnu s ampicilinem a IPTG a X-
galem

Plotny byly inkubovany 12-16 hodin pfi 37 °C

Jednotlivé kolonie byly vybirany a inkubovany 16 hodin na tfepacce pfi 37 °C ve 2 ml LB média

s ampicilinem pro miniprep a v 50 ml pro midiprep.

Analyticka izolace DNA z bakterii — miniprep

1.

10.
11.
12.
13.

2,5 ml bakterialni kultury (TOP10), ktera byla ponechana pro kultivaci pfes noc, bylo
preneseno do zkumavky eppendorf a centrifugovana pfi 3 400 g po dobu 2 minuty
Supernatant byl odstranén a pelet byl resuspendovan 50 ul TEG pufru

Pridano 50 ul lyza¢niho pufru, smés byla promichana opakovanym otocenim zkumavky
a ponechana inkubovat 5 minut pti laboratorni teploté

Pfidano 50 pl neutralizaéniho pufru, promichano opakovanym otocenim zkumavky
Centrifugace 5 min pfi 12000 g

Supernatant prenesen do nové zkumavky, pfidano 150 ul fenol/chloroformu,
vortexovano

Centrifugace 5 minut pti 12 000 g

Horni vodna faze odebrana do nové zkumavky, k ni pfidano 100 pl isopropanolu
Centrifugace 15 minut pfi 12 000ga 12 °C

Supernatant odsan, pelet resuspendovan v 500 ul 75% (v/v) ethanolu

Centrifugace 10 minut pti4C

Supernatant odsan, pelet ponechdan vyschnout na vzduchu

Pelet resuspendovan v 20 ul H,0 (Ambion)



Preparativni izolace DNA z bakterii - midiprep

Pro preparativni analyzu byl pouZit jetStar Midiprep kit (Genomed). Izolace probiha za pomoci
kolonek s anexovou matrici, kde kapalina protékd pomoci gravitace. Dna je z bunék uvolnéna
alkalickou lyzi s pomoci detergentl a nasledné je DNA navazdna na anexovou matrici, coZ

umoznuje jeji snadné promyti.
Sada obsahuje:

Roztok E1 - (Resuspendace bunék) — 50 mM Tris-Cl, 10 mM EDTA, pH 8,0 s pridanou RNazou
(ThermoFisher) s koncentraci 100 pg/ml

Roztok E2 - (Lyzacni) — 200 mM NaOH, 1% SDS (w/v)
Roztok E3 - (Neutralizacni) — 3,1 M octan draselny, pH 5,5

Roztok E4 - (Vyvazeni pH kolonek) — 600 mM NaCl, 100 mM octan sodny, 0,15% TritonX-100,
pH5,5

Roztok E5 - (Promyvaci) — 800 mM NaCl, 100 mM octan sodny, pH 5,0
Roztok E6 - (Elu¢ni) — 1,25M Nacl, 100 mM Tris, pH 8,5
Postup:

1. Na kolonky bylo nalito 10 ml roztoku E4

2. 50 ml bunécné kultury, ktera byla kultivovana pres noc, bylo centrifugovano 5 minut pfi
4 500 g a supernatant byl odsan
Pelet byl resuspendovdn ve 4 ml roztoku E1
Pridany 4 ml lyza¢niho roztoku E2, smés byla promichana prevracenim zkumavky

Pridany 4ml neutralizacniho pufru E3, smés promichana prevracenim zkumavky
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6. Centrifugace 15 minut pfi 8 000 g

7. Supernatant byl pfenesen na kolonku JetStar a ponechan protéct

8. Kolonka byla dvakrat promyta 10 ml roztoku E5

9. DNA byla eluovéna do Cisté zkumavky pomoci 50 ml roztoku E6

10. DNA byla percipitovana 3,5 ml isopropanolu

11. Centrifugace 30 minut pfi 8 000 g a 12 °C

12. Supernatant byl odstranén a pelet byl promyt v 3,5 ml 70% (v/v) ethanolu
13. Pelet byl ponechan uschnout na vzduchu a poté resuspendovan ve 100 ul vody bez

nukleaz (Ambion)



3.2.3 Insitu hybridizace
Fixace embryi

Embrya rGzného stafi byla fixovana v paraformaldehydu (PFA) a methanolu nasledovné podle

nasledujiciho protokolu.

Promyti larev v PBS

Fixace v PFA 24 hodin pfi 4 °C

Dvakrat promyti larev v PBS

Fixace 50% methanolem (v/v) 5 minut

Fixace 75% methanolem (v/v) 5 minut

o vk w NP

Fixace 100% methanolem (v/v) 5 minut
Rehydratace — fixovana embrya byla rehydrovdna v PBT nasledovné:

1. 75% methanol/PBT (v/v), 5 min
2. 50% methanol /PBT (v/v), 5 min
3. 25% methanol /PBT (v/v), 5 min
4. PBT Ctyrikrat po 5 minutach

Depigmentace

Byl pridan bélici roztok a ponechan plsobit 20 minut pfi laboratorni teploté, poté byly larvy

trikrat promyty v PBT, pficemz roztok PBT byl vyménén za Cerstvy po 5 minutach.

Permeabilizace proteazou

Do roztoku k larvam bylo pfidano 500 pl proteinazy K1 (ThermoFisher) v koncentraci 10 pg/ml a
ponechdana plsobit 45 minut pfi laboratorni teploté. Poté byly larvy ¢tytikrat promyty v PBT,

pficemz roztok PBT byl vyménén za Cerstvy po 5 minutach.
Refix

Larvy byl prevedeny do 4% PFA v PBS pfi laboratorni teploté po dobu 20 minut. Poté byly larvy

Ctyrikrat promyty v PBT, pfi¢emz roztok PBT byl vymeénén za €erstvych po 5 minutach.
Prehybridizace

K larvéam bylo pfidano 500 ul roztoku Hybe* a ponechano inkubovat 2 hodiny pfi 68 °C.

Hybridizace

Larvy byly prevedeny do 250 pl PBT, pfedehratého na 68 °C, ve kterém bylo rozpusténo 50 ng
digoxygeninem znacenych RNA sond. Larvy v hybridizacni smési byly inkubovany v 68 °C 16
hodin.



Promyti
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75% Hybe/25% (v/v) 2xSSC 15 minut pfi 68 °C

50% Hybe/50% (v/v) 2xSSC 15 minut pfi 68 °C

25% Hybe/75% (v/v) 2xSSC 15 minut pfi 68 °C

100% 2xSSC 15 minut pfi 68 °C

100% 0.2xSSC 30 minut pfi 68 °C

100% 0.2xSSC 30 minut pfi 68 °C

75% 0.2xSSC/25% (v/v) PBT 10 minut pfi laboratorni teploté
50% 0.2xSSC/50% (v/v) PBT 10 minut pfi laboratorni teploté
25% 0.2xSSC/75% (v/v) PBT 10 minut pfi laboratorni teploté

10. 100% PBT 10 minut pfi laboratorni teploté

Blokovani a vazba protilatek

K promytym vzorkim bylo pfidano 500 pl blokovaciho roztoku a ponechano inkubovat

3 hodiny pfi laboratorni teploté a poté bylo priddno 250 ul proti digoxigeninu a ponechano
inkubovat pfi 4 °C po 16 hodin.

Barveni

1. Odstranéni veskeré kapaliny

2. Pétkrat promyti PBT po dobu 15 minut

3. Trikrat promyti AP pufrem, po druhém promyti larvy pfeneseny do Sesti jamkové
desticky

4. Odstranéni AP pufru a ptidani 600 ul NBT/BCIP roztoku

Dale byly vzorky umistény do tmy a kontrolovany kazdych 30 minut dokud nedoslo

k dostatecnému obarveni (pfiblizné 2 hodiny)

Promyti a zastaveni barveni

Prebytecna kapalina byla odstranéna a larvy byly promyty dvakrat v 1,5 ml zastavovaciho

roztoku s inkubaci 5 minut

Rehydratace

1.

vk wnN

Zastavovaci roztok byl odstranén a larvy byly pfeneseny do 100% methanolu po dobu
1 hodiny pfi 4 °C

75% (v/v) methanol /25% (v/v) PBT 5minut

50% (v/v) methanol /50% (v/v) PBT 5minut

25% (v/v) methanol /75% (v/v) PBT 5minut

Dvakrat 100% PBT 5 minut



3.2.4 Histochemické barveni

Barveni roztokem Giemsa-Romanowski

1. Zaschnuté krevni natéry byly fixovany po dobu 5 minut v methanolu, a opét ponechany
zaschnout

2. Preparat byl ponofen do roztoku Giemsa-Romanowski a ponechan inkubovat 5 minut
pfi laboratorni teploté

3. Preparat byl promyvdn pod lehkym proudem destilované vody 5 minut a ponechan

zaschnout

3.2.5 Meéreni pritokovym cytometrem
Krevni buriky byly sbirdany do predpfipraveného roztoku 1% FBS (v/v) v PBS s pridanim 0,5 ug
heparinu (ThermoFisher) na 1 ml nebo byla krev (cca 1ml) nejdfive nanesena na ficollovy
sloupec a nasledné centrifugovana 20 minut pfi 800 g. Po centrifugaci byla odstranéna vrchni
plasmaticka faze a ndsledné odebrdna vrstva obohacena o progenitory a lymfoidni buriky a ta
byla pfenesena do roztoku 1% FBS (v/v) v PBS s pfidanim 0,5 pg heparinu (ThermoFisher) na
1 ml. Méfeni nasledné probihalo na pritokovém cytometru LSR Il (BD) a data byla

vyhodnocena pfislusnym software.



3.3 Prace s bioinformatickymi daty

3.3.2 Statisticka analyza dat gPCR
Ze software uréeného k prohlizeni vysledkl reakci, jez byl doddn spolu s pfistrojem Light
Cycler®480 (Roche), byly extrahovany hodnoty Cp pro jednotlivé primery a odpovidajici
templatové cDNA. Hodnoty Cp vypovidaji o tom, ve kterém cyklu zacala signifikantné
stoupat fluorescence a tedy i koncentrace produktu, pficemz podle této hodnoty Ize
spocitat relativni expresi hledané RNA v plvodnim vzorku. Relativni proto, Ze je tato
exprese vztazena k expresi referenéniho genu, tzv. housekeep genu. My jsme jako
referencni gen zvolili B-actin. Hodnota po statistickém zpracovani tedy vypovida o tom,
o kolik vice, ¢i méné je zkoumany gen exprimovan oproti referenénimu genu. Pro

vypocet relativni exprese byl pouzit program Microsoft Excel.
Postup statistického zpracovani vysledk(:

1. Vypocet hodnoty Q — fce POWER (2;-Cp), tedy Cislo 2 je umocnéno na zapornou
hodnotu Cp

2. Zprlmérovani hodnoty Q pro technické duplikdty - fce AVERAGE
pro odpovidajici technické duplikaty

3. Samostatné byla vypocitdna standartni odchylka z hodnot Q — fce STDEV
pro odpovidajici technické duplikaty

4. Nasledné byla zjistén podil prGmérné hodnoty Q vici priméru Q hodnoty

referencniho genu



3.3.3  Sekvenovani transkriptomu
Pro sekvenaci transkriptomu jsme zvolili metodu ,Paired end” (PE) NGS- ilumina
sekvenovani . RNA byla sekvenovdna firmou. Pfi této metodé je analyzovana RNA
fragmentovana a na 5‘a 3 konec kazdého fragmentu je pfipojen adaptor (jiny na 5‘a 3°),
pomoci néhoz se precte sekvence, jak z 5/, tak z 3‘ konce. Vysledkem tohoto sekvenovani
jsou tedy dva .fastq soubory, jeden se sekvencemi prectenymi z 5 konce a druhy se
sekvencemi ¢tenymi z 3‘ konce. Soubory .fastq kéduji jednak pfislusné baze v sekvenci
a také kvalitu sekvenovani. Sekvence z jednotlivych soubord pak mohou byt sparovany
a vylepsit tak kvalitu, hlavné pfi ,de novo” sestavovani transkriptomu bez pomoci
genomové sekvence, ale kladou vyssi poZzadavky na programy pracujici se soubory z PE
pred sloZenim transkriptomu, nebot se musi brat v potaz, Ze kazda sekvence ma svou
sesterskou sekvenci v druhém souboru a program musi s témito sekvencemi pracovat
spolecné. Na obrazku 6 je zobrazeno schéma slozeni transkriptomu metodou de novo

assembly.

Schéma sestaveni transkriptomu de novo

SEKVENACE TRANSKRIPTOM

S 7

DE NOVO ASSEMBLY

Obrdzek 6, schéma sestaveni transkriptomu metodou de novo assembly



3.3.4 FastQC analyza vstupnich dat

Aby bylo dosazeno co nejlepsi kvality vysledného transkriptomu, musi byt
vystupni data ze sekvenovani zkontrolovdna a zhodnocena, aby se mohly provést
pfislusné upravy, které zamezi vzniku artefaktl pfi sestavovani transkriptomu,
poptipadé zlepsi jeho kvalitu a informacni hodnotu. Vybornym nastrojem pro vizualizaci
zdkladnich charakteristik sekvenovanych dat je program FastQC. Prvni dulezitou
charakteristikou dat je histogram skdére kvality vzhledem k pozici v sekvenci, jelikoz
kvalita ¢teni sekvence od pocatecniho bodu sekvenace klesd. Pro dalsi zpracovani a
zvysSeni hodnoty kvality je dobré zbavit se nekvalitnich ¢asti sekvence. Data sekvenovani
Casto obsahuji i kontaminacni sekvence, které nejsou soucasti zkoumaného vzorku.
Nejcastéjsi je kontaminace sekvencemi primer(i a adaptora vyuzitych pro sekvenaci. Pro
dalsi zpracovani dat je nutné odstranit rizné kontaminacni sekvence. Program FastQC
vyhleddva sekvence, které se objevuji ve vysokém poctu a porovnava je s databazi
pouzivanych adaptord a jinych technickych sekvenci. Kromé vySe zminénych
charakteristik jsou soucasti vystupu programu FastQC i dalsi, jako tfeba celkovy pocet
sekvenci, distribuce jejich délek, % GC par0 atd. Pro Upravu naSich dat jsou vSak

nejdulezitéjsi tyto dvé [75].

3.3.5 Trimmomatic

Tento program je oblibenym nastrojem pro odstrafiovani nechténych sekvenci
Ci jejich ¢asti, hlavné pro zpracovani dat z PE sekvenovani. Trimmomatic umi odstranit
kontaminace sekvencemi, které pfiloZite ve fasta formatu, takZze ve spojenis programem
ktery sekvence téchto kontaminaci odhali, jako je tfeba FastQC, mizZeme vy istit data
sekvenovani od nechténych sekvenci nebo jejich fragment(l. Dale umi program
odstranovat z databaze nekvalitni sekvence nebo jejich nekvalitni ¢asti a to pomoci dvou
pristupd. Algoritmus Sliding window prochdzi sekvence od 5 konce a odstrani Cast
sekvence, kdyZ kvalita v definovaném rozmezi bazi spadne pod hraniéni Uroven skore
kvality. Druhy algoritmus, Maximum quality filtering, bere v Uvahu délku sekvence,
protoZe kratké sekvence maji vétsi pravdépodobnost, Ze se v genomu vyskytuji nezavisle
vickrat a mohou tak pfi de novo sestavovani transkriptomu tvofit artefakty. Proto je tedy
tendence penalizovat kratké sekvence a preferovat ty delsi, na druhou stranu je brdno

v Uvahu, Ze kvalita kddovani s délkou sekvence klesa [76].



3.3.6 Trinity

Jde o sloZeninu tfi program, Inchworm, Chrysalis a Butterfly, které maji za ukol
poskladat zdat sekvenovani, coz jsou utrzky jednotlivych transkriptd, vSechny
transkripty v pIné délce. Nejdfive podprogram Jellyfish rozkouskuje data na tzv. K-mery,
coz jsou utrzky plvodnich sekvenci's délkou K nukleotid(l. Ve standardnim pfipadé K=25
a program rozdéli sekvence na utrzky o 25 nukleotidech a spocitad ¢etnost jednotlivych
K-mer(l. Nasledné se snazi program Inchworm prodlouzit jednotlivé sekvence pomoci
vytvorenych K-meru s preferenénim vyuzitim téch nejvice zastoupenych. Poté program
Chrysalis sdruzuje prekryvajici se sekvence do skupin a pro kazdou skupinu vytvori de
Brujintv graf, ktery ukazuje jaké K-mery a v jakém poradi nejpravdépodobnéji sekvenci
vytvareji. Nakonec program Butterfly s pomoci de Bruijnovych grafl vytvotri jednotlivé

transkripty spolu s jejich paralogy a sestfihovymi variantami [77].



4. Vysledky

4.1 Analyza transkriptomu
4.1.1  Analyza vstupnich dat
Vstupni data jsme ziskali sekvenovanim RNA. Nasim vstupnim materidlem byla
MRNA odebrana ze Ctyr tkani, kde by podle nas, s nejvétsi pravdépodobnosti a ¢etnosti,
mohly byt exprimovany dulezité geny krvetvorby. Témito tkdnémi jsou jatra, ledviny a
SNT. RNA byla odeslana k sekvenaci na platformé NGS-ilumina a zpét ndm byly zaslany
neupravené vystupni data ke kazdé tkani. Bioinformaticka prace probéhla pod vedenim

doktora. Jana Pacese.

Na datech z NGS sekvenace byla provedena analyza pomoci programu FastQC.
Vysledky obecnych charakteristik vstupnich soubor( jsou shrnuty v tabulce 2. Nalezené
kontaminacni sekvence jsou pak v pfiloze, v tabulce 10. Histogramy skoére kvality

v zavislosti na délce jsou zobrazeny na obrazku 19 v pfiloze.

celkem sekvenci 42 260288 | 41209320 45834792 | 43649571
délka sekvenci (bp) 101 101 101 101
% GC 52 49 48 53

Tabulka 2, Charakteristika vstupnich dat



4.1.2 Uprava dat a sestaveni transkriptomu

Nasledné jsme pomoci programu Trimmomatic zjistili, kolik sekvenci bude
sparovano, a kolik odstfizeno kvlli nedostatecné kvalité a jaké nastaveni parametru
pfikazového radku je pro nase data optimalni. Vystup programu poslouZil jen ke kontrole
zpracovani dat a nebyl pouzit pro dalsi praci, jelikoz program Trinity zahrnuje i
Trimmomatic jako podprogram. V tabulce 3 je shrnut vystup programu Trimmomatic.
V pfiloze jsou na obrazku 20 zobrazeny histogramy zavislosti skére kvality na pozici

v sekvenci, které slouzi jako kontrola kvality sparovanych sekvenci.

Krev 28 405 734 68,2 6 649 344 15,7 3230224 7,6 3574080 |85
SNT 28 806 640 68,9 6 456 598 15,8 3130902 7,5| 3216086 |7,8
Ledviny 31 715 005 69,9 7 026 292 15,3 3478782 76| 3614713 |7,2
Jatra 29 659 446 67,8 7112 985 16,3 3 367 865 7,7| 3509275 |82

Tabulka 3, Statistiky poctu sekvenci po spusténi programu Trimmomatic

Po ovéreni nastaveni parametr( pro program Trinity a kontrole kvality dat byl
spustén program Trinity, ktery sestavil fasta soubor s presumptivnimi transkripty.
Na tomto souboru byl nasledné spustén program Transdecoder. Transdecoder
identifikoval mozné Cteci ramce transkriptll. Vysledna statistika sestavenych sekvenci
pro jednotlivé tkané programem Trinity je v tabulce 4, stejné jako pocet ctecich ramcu

nalezenych programem Transdecoder.

Sestaveno transriptﬁ 123 688 100 603 189 483 75 666
Identifikovano ORF 33471 28 850 43 685 20 220

Tabulka 4, Konecnd statistika transkriptomu

4.1.3 Hledani homolognich sekvenci a stanoveni expresniho profilu

Sekvence ctecich ramcl nalezené programem Transdecoder byly nasledné
prohleddny programem Blast+, zda zde budou nalezeny dlleZité homology genu
krvetvorby. Jako databaze ndmi zvolenych homologl byl pouzit fasta soubor se
sekvencemi transkriptl zebtic¢ky (Danio rerio) a mysi domdaci (Mus muscullus). Sekvence
s nejvyssi homologii pro jednotlivé geny byly poté znovu ovéreny programem Blast, nyni

vSak online verzi programu na https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi a to proti databazi

transkriptl organismu Danio rerio, Mus muscullus a celé tfidy mihuli.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_061824.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/20339653
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/20339645
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/18150505
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

V tabulce 5 jsou shrnuty udaje o sekvencich, které jsme shledali dalezitymi pro

dalsi praci. V tabulce jsou zaneseny ndazvy hledanych orthologl, a nalezenych spolu

s identifikacnim kédem databaze NCBI. Transkripty, jejichZ sekvence jiz byly v databazi

anotovany, jsou oznaceny hvézdi¢kou. Dale je v tabulce zaneseno hodnoceni homologie

nasi vybrané sekvence z transkriptomu a partnera s nejlepsi shodou vybraného online

programem BLAST. Hodnoceni homologie je v tabulce vyjadieno procentem prekryvu,

tedy na kolik procent jsou obé sekvence shodné, dale E-hodnotou, kterd ukazuje, s jakou

pravdépodobnosti narazime v databazi na sekvenci, u které by byla nalezena homologie

stejnd, nebo lepsi. Cim nizsi je toto &islo, tedy &m vic se blizi nule, tim ma homologie

vétsi vahu. Kuprikladu pokud je E-hodnota rovna jedné, mizeme cekat, Ze v databazi

narazime na jednu sekvenci se stejnym hodnocenim homologie, naopak je-li E-hodnota

rovna nule, miZeme ocekdvat, Ze uz nenalezneme sekvenci s lepsSim hodnocenim.

Flil Trombocytarni | TF Mus musculus Flil, mRNA 69 % 7E-161 | NM_008026.5
Mpl Trombocytarni | receptor | Mus musculus Mpl, mRNA 19% 7E-11 | NM_001285497.1
GplbB Trombocytarni | signal Danio rerio glycoprotein Ib (platelet), mRNA 43% 7E-15 | XM_009303730.2
c-myb HSC TF Mus musculus Mybl1, mRNA 52 % 1E-75 | XM_011238349.1
Notch HSC receptor | Lethenteron camtschaticum Notch, mRNA 89 % 0.0 | AB292627.1
*Runx1 HSC TF Lethenteron camtschaticum RunxB, mRNA 92 % 0.0 | KJ787784.1

Scl HSC TF Danio rerio SCL (tal-1) mRNA, complete cds 57 % 3E-38 | AF045432.2

*KitA HSC/MPP receptor | Mus musculus c-kit (Kit) mRNA, complete cds 87 % 2E-74 | AY536431.1

*KitB HSC/MPP receptor | Danio rerio v-kit (kita), mRNA 74 % 1E-82 | XM_009294635.2
Gfil Myeloidni TF Homo sapiens GFI1, mRNA 53 % 1E-95 | XM_005270749.3
Pul (Spi-1) | Myeloidni TF Danio rerio spila, mRNA 54 % 2E-37 | XM_017354096.1
Cebpa Myeloidni TF Mus musculus C/EBP, alpha (Cebpa), mRNA 68 % 1E-24 | NM_001287514.1
Cebpp Myeloidni TF Danio rerio C/EBP, beta (cebpb), mRNA 31% 2E-17 | NM_131884.2
Csflr Myeloidni receptor | Homo sapiens CSF1R 60 % 1E-133 | NM_001288705.2
*Cxcrd Lymfoidni receptor | Danio rerio Cxcr4A mRNA, complete cds 73 % 1E-62 | AY057095.1
Ikaros1 Lymfoidni TF Danio rerio ikaros mRNA, complete cds 49 % 3E-66 | AF416370.1
*Pax5 Lymfoidni TF Danio rerio paired box 5 (pax5), mRNA 90 % 3E-62 | XM_005170922.3

Tabulka 5, Vysledky programu BLAST pro nalezené hematopoetické geny



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_158254178
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/158254178?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=84STY1RJ014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_7677497
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/7677497?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=84U445H9014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1039792072
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1039792072?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=84UHRASK015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_449310785
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/449310785?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=84UV0E2K014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1039757206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1039757206?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=84V1W0ZN014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_225543579
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225543579?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=84WT9VR2014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_671183103
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/671183103?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=86HZJEP5015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_550822143
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/550822143?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=84XU7106014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1040696841
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1040696841?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=86JNYB2E015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_755491691
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/755491691?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=84XKK1KD014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_218156211
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/218156211?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=B8TW9FSA013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_756656993
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/756656993?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=84ZDRGUF015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1125135204
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1125135204?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=86H5NCXW015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_42768813
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/42768813?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=60&RID=86HGK8GC015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1040673468
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1040673468?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=86HHPEEJ014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_767903760
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/767903760?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=B8TEH1V5016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1040681946
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1040681946?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=86JRK06B015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_566559968
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/566559968?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=86K1500X014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_42476259
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/42476259?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=86JPEFS7014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1111244447
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1111244447?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=B8V40PRG016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_17223090
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/17223090?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=86HYMS9B015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_15987100
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/15987100?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=86J3ZDUN015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1040654557
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1040654557?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=86J4WAMG015

V tabulce 6 je zobrazena exprese jednotlivych markert v rlznych tkanich.

Flil +

Mpl
gp1bp +
CSF1R
GFI1

PU1 (Spi-1)
CEBPa
CEBPB
c-myb
Runx1

SCL +
KITA
KITB
Notch
CXCR4
Ikaros1

+ [+ |+ |+ [+ |+ |+

+ [+ |+ |+ |+ |+

+
+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+

+ [+ [+ |+ [+
+

Pax5 +
Tabulka 6, Expresni profil sekvenovanych tkdani

Karbonickd anhydrdza 1 (Cal), hemoglobin mihule, jez je orthologem
cytoglobinu (Cygb), chemokinovy receptor Cxcr4 a Runx1 jiz byly v databazich NCBI pro
mihuli morskou anotovany. E-hodnoty pro tyto geny byly velmi nizké a rozdily v nasSich
sekvencich a témi zanesenymi v databdzi, mohou byt vysvétleny prostou existenci
polymorfism( v populaci. Vyjimkou byla ovSem Cal, nebot ndami nalezend sekvence
homologni k Cal vyssich obratlovcl nalezla v online BLAST nejlepsi shodu s Ca7 Dania
reria. Pro dalsi praci jsme se pro jistotu rozhodli vyuzit sekvence Cal uloZené v databazi
NCBI, jelikoZ s touto sekvenci jiz byly provedeny nékteré studie a jeji funkénost by méla
byt ovérena. Ktémto sekvencim byly pridany jesté dalSi sekvence, které jiz byly
anotovany a to Nic3/Ala, Cdal a Cda2.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_6002450

Kromé vyse zminénych homologl, které jsme v transkriptomu nalezli, zGstalo
v naSem seznamu genl zapojenych do krvetvorby u vyssich obratlovcli mnoho gend,
jejichz homology v transkriptomu identifikovany nebyly. Tabulka 7 ukazuje, které

homology nebyly v transkriptomu identifikovany.

AChE Erytroidni Enzym
BND3 Erytroidni Cytoskelet
BND4.1 Erytroidni Cytoskelet
beta-TG Trombocytarni Chemokin
CD 42 (GPlb) Trombocytarni Receptor
Cdx4 HSC TF

CEBPe Myeloidni TF

coagul factorXllla Trombocytarni Cytoskelet
CSF2R Myeloidni Receptor
E47 HSC TF

EGFR HSC,MPP Receptor
elastase Myeloidni Cytoskelet
ERBB4 HSC Receptor
FBXL14b HSC Signalizace
Flt3 HPSC Receptor
FOG Erytroidni TF
glycophorin a Erytroidni Cytoskelet
glycophorin b Erytroidni Cytoskelet
GP VI Trombocytarni Receptor
HoxA10 HSC TF

HoxA9 HSC TF

HoxC4 HSC TF

Id2 Myeloidni TF
IKAROS3 Lymfoidni TF

IL3R MPP,HSC Receptor
IL6R Trombocytarni Receptor
IL7R Lymfoidni Receptor
CD 41 (GPllb) Trombocytarni Receptor
CD 61 (gplll) Trombocytarni Receptor
MMP2 HSC Enzym
MMP9 HSC Enzym
gplba Trombocytarni Receptor
NFE2L2 Erytroidni TF

MPO Myeloidni Enzym
SMAD3 HSC signalizace, TF

Tabulka 7, Geny nenalezené v transkriptomu




4.2 Stanoveni hematopoeticky aktivnich tkani pomoci gPCR
Z vybranych homogenizovanych tkani byla izolovana RNA pomoci Trizolu a ta,
spolu s jiz pfipravenymi vzorky RNA, byla pouZita jako templat pro reverzni traskripci.
RNA pouzitd k vyrobé cDNA pro kvantitativni méreni byla pred reverzni transkripci
zbavena DNA.

Na vybrané sekvence byly navrieny primerové pary pro standardni PCR a qPCR.
Primery pro standardni PCR byly navrhovany pro vizualizaci exprese pomoci
elektroforézy a pro klonovani. Délky produktli jsou zavislé na velikosti délkach
transkriptu, pficemZz sohledem na vyuziti zaklonovanych produktl pti ISH byly
preferenéné vybirdny pary s velikosti produktl mezi péti sty a tisici bazi. Primery
pro qPCR byly navrhovany v rozsahu sto padesat az dvé sté padesat nukleotidl. Oba typy
nukleotidl byly navrhovany pro teplotu tani co nejblize 62 °C. Pro ndvrh primerG byl

pouzit program PRIMER BLAST. Seznam primer( je soucasti ptilohy.

Abychom ziskali predstavu o kvantitativnich rozdilech v expresi krvetvornych
markerdv jednotlivych tkanich, vybrali jsme nékolik gend pro qPCR. Pro vylouceni
kontaminace genomovou DNA, popfipadé vzniku nechténych produktd byla
kontrolovana denaturace a teplota tani produktl a zhotoveny technické duplikaty. Jako

referenc¢ni gen byl zvolen Bactin.

Podle dat transkriptomu by se méla byt vétSina marker( exprimovana v Utvaru
SNT, zatimco ledviny a periferni krev mély expresi se znacnym prekryvem, jatra by méla
byt na vyskyt markerd vyrazné chudsi. Pro kvantitativni analyzu byl vybran marker Kitb,
ktery by mél byt exprimovan v HSC a dalSich progenitorech, dale KIf1 jezZ je specificky pro
erytroidni progenitory a také Cygb, jez by mél byt exprimovan v dozravajicich
erytrocytech. Pro méreni exprese byly vyuzity tkané z dospélce. Exprese téchto tfi

markeru na rliznych tkanich je zobrazena na obrazku 7.
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Obrdzek 7, Vysledky qPCR pro zkoumané tkdné



Podle ocekavani byla exprese Kita nejvétsi ve SNT, dale pak v ledvinach.
V souladu s predpoklady byla i vy$si mira exprese tohoto markeru v burikdch
odebranych z mezifaze po centrifugaci ve ficollovém gradientu. Pfekvapenim ovsem
byla i pomérné vysoka mira exprese v jatrech. Marker KIf1 byl jednoznacné nejvice
exprimovan v ledvinach. U tohoto markeru byla pfekvapivd mira exprese ve svalech,
ktera byla srovnatelna s expresi ve SNT. Expresi Cygb jsme oCekavali nejvétsi v periferni
krvi, zdlvod( nejvétsi koncentrace erytrocytll, ale exprese v bunkach ziskanych
z periferni krve pomoci ficollového gradientu byla ndsobné vyssi. To by mohlo znamenat,
Ze maturované erytrocyty jsou nejspiSe malo transkripéné aktivni. Protoze exprese Cygb
nebyla vysoka ani v ledvinach, mély by tuto mRNA exprimovat dozrdvajici erytrocyty,
které se uz uvolnuji do periferni krve, ale zaroven v nich neni nahromadén dostatek
hemovych kofaktor(, které by znemoznily odebrani téchto bunék z ficollové mezifaze.
Podle méfeni exprese téchto markert, by méli byt ledviny a SNT hlavnim sidlem HSC,
pricemz ledviny by méli byt centrem erytropoézy, coz ovsem dokladaly i vysledky reakci
PCR.

4.3 Mapovani transkripce gent béhem ¢asné ontogeneze pomoci ISH
Pro vizualizaci exprese a ziskani insertd pro klonovani, byly zhotoveny PCR reakce
jednotlivych primerl na dvou templatech. Prvni byl vytvofen smichanim cDNA
z periferni krve a SNT a druhy templat tvoftila smés cDNA jater a ledvin. Pfipadné
pozitivni produkty PCR reakci o ocekdvané délce byly izolovany z gelu a pouzity
pro pripravu konstrukt( pro vyrobu ISH sond, jak je popsano nize. Vysledky PCR nebyly
v rozporu s expresnimi daty z qPCR ¢i transkriptomu. Na obrdzku 8 jsou zobrazeny

pozitivni ndlezy na elektroforéze, které byly pro klonovani pouzity.



Obrdzek 8, Vysledky PCR se zvyraznénymy produkty pouZitymi pro ISH



Metoda in situ hybridizace spociva v detekci specifickych mRNA pomoci
antisense znacenych sond. Takto Ize vizualizovat expresi vybranych gen(
v Casoprostorovém kontextu. Na obrazku 9 je zndzornéno schéma pfipravy

experimentu.

PCR na cDNA z tkani In vitro T7 transkribce

—

NANANNS

ISH znacena sonda

ISH

mRNA
PCR 2.1-TOPO ’ o

Obrdzek 9, Schéma pripravy sond pro ISH

Jako templat pro vyrobu sond byly pouzity useky cDNA amplifikované pomoci
PCR. Tyto useky byly nasledné zaklonovany do vektord pro in vitro transkripci a pouzity
k transformaci kompetentnich bunék. Transformované klony bylo nutné selektovat
nejen na pritomnost inzertu, ale protoze pro ucely ISH mohou byt pouzity jen sondy
s antisense orientaci, bylo nutné selektovat klony s inserty ve spravnych orientacich
vzhledem k promotoru pro in vitro transkripci. Testované klony tak byly nejdfive
podrobeny Stépeni restrikéni endonukleazou EcoRlI, kterd potvrdila spravnou velikost
insertd. Nasledovalo Stépeni pro urceni orientace insertu vc¢i promotoru transkripce.
Takto byly konstrukty Stépeny restrikénimi endonukledzami tak, aby se pfi rozdilnych
orientacich vektoru tvorily produkty o jinych délkach a bylo je tak mozné rozeznat. Pro

koneéné potvrzeni sekvence byly konstrukty odeslany na sekvenaci.



Pro ndas je hlavnim Gcelem ISH zjiSténi expresni aktivity klicovych gen(
hematopoézy béhem ¢asné ontogeneze. Pro ISH byla fixovana stadia v rozmezi od osmi
az po Ctyricet pét dnli. Domnivame se, Ze tento interval zahrnuje i klicové momenty
z hlediska krvetvorby primitivni a definitivni. Zaroven bylo nutné pokryt takto rozsahly
interval i kvlli zna¢né pomalému embryondlnimu vyvoji mihule morské. V tabulce 8 je
srovnan ¢asovy vyvoj casné ontogeneze u Dania reria a mihule morské a na obrazku 10

jsou snimky tficet dva a devadesat dn( staré larvy.

Zygota 0-2 hod 0-1 hod
Ryhovani 2-8 hod 1-2 hod
Blastula 24-64 hod 2-5 hod
Gastrula 64-104 hod 5-10 hod
Neurula 5-6 dni 10-16 hod
Segmentace 6-12 dni 16-24 hod
Faryngula 12-13 dni 24-48 hod
Larva 32 dni 72 hod

Tabulka 8, Srovndni ¢asné ontogeneze Dania r. a Petromyzon m.

Obrdzek 10, Tricetidenni larva (vlevo) a devadesdtidenni larva mihule morské (vpravo)



ProtoZe jsme neméli k dispozici protokol pro ISH na larvach mihule mofiské,
rozhodli jsme se vyzkouset standartni protokol hybridizace pro Danio rerio. Na nékolika
zafixovanych Sestnactidennich larvach bylo provedeno zkusebni ISH. Pro zkusebni sérii

hybridizaci byly vybrany sondy pro Cygb, Gatal a Flil. Vysledky barveni ISH jsou

zachyceny na obrazku 11.

Obrdzek 11 Vysledky ISH, barveni NA FLI (vlevo nahore), GATA1 (vpravo nahore), CYBG (vlevo dole) a kontrola
barveni bez sondy (vpravo dole).

Vysledky barveni vsak byly neuspokojivé a bylo ziejmé, Ze je nutné provést
optimalizaci protokolu. Pfikldanime se ktomu, Ze predlozené vysledky jsou
znehodnoceny nespecifickym barvenim, jelikoZ se sonda akumulovala v povrchovych
strukturach a pro rdzné markery jsme ziskali obdobnou distribuci signalu. Navrzena
optimalizace se tyka hlavné v prodlouzeni doby permeabilizace tkani pomoci protedz,
jelikoZ i po dvojnasobné dobé plsobeni protedzy zlstdvaji mihuli larvy dosti tuhé,
zatimco Danio je v tuto dobu jiz pfilis kiehké pro dalsi praci. Zaroven bylo nutné do

protokolu u starsich stadii zahrnout depigmentaci.



4.4 Krev mihule na bunécné drovni

4.4.1 Krevni natéry

Abychom vidéli, jak vypadaji bunécné komponenty krve, zhotovili jsme sadu
krevnich natérd, které jsme obarvili pomoci roztoku Giemsa-Romanowski a zkoumali
mikroskopem. Nejvice zastoupenym prvkem byly samoziejmé erytrocyty, které maji
jadro a obsahuji granula neznamého plvodu. Erytrocyty jsou znacné heterogenni ve své
granularité i velikosti. Pro pfipravu preparatl byla pouZita krev larev i dospélcu.
Erytrocyty dospélce byly co do velikosti vice variabilni sjemnéjSi granularitou a
dosahovaly celkové vétsich velikosti, navic se v natéru dospélce objevovaly pomérné
Casto i bezjaderné erytrocyty, ale jde spiSe jen o artefakty vytvorené pfi zhotovovani
krevnich natérd. Na obrdzku 12 je snimek krevniho natéru dospélce a na obrazku 13
snimek krevniho natéru larvy. V krevnich natérech se nam podafilo identifikovat razné
granulocyty, monocyty a makrofagy a také lymfocyty, nebo mozné progenitory krevnich

bunék. Srovnani velikosti a diverzity krevnich bunék dospélce a larvy je zndzornéno na
obrazku €. 14.

Obrdzek 12, Krevni natér dospélce, zvétseno 100X
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Obrdzek 14, Srovndni velikosti a diverzity krevnich bunék larvy a dospélce, horni série jsou buriky dospélce,

spodni série jsou buriky larvy



DetailnéjsSimu urcovani pomoci mikroskopické morfologie a histochemickych, popfipadé
imunohistochemickych metod se budeme dale zabyvat. Kromé klasickych metod
chceme pro urcovani krevnich bunék pouzZit i expresni analyzu jednotlivych bunék
pomoci metod kvantitativniho PCR jednotlivych bunék, nebo sekvenovani

transkriptomu jednotlivych bunék.



4.4.2 Analyza krve pratokovou cytometrii

Vybornym nastrojem pro tfidéni krevnich bunék u Dania reria je pritokovy
cytometr, ktery dokaze pocitat a tridit buniky na zakladé rtznych parametrd. Rozhodli
jsme se podrobit analyze pratokovym cytometrem krev nékolikaro¢ni larvy mihule
morské. U jednotlivych bunék byly sledovany dva parametry, za prvé pfimy rozptyl (FSC),
ktery zjistuje velikost ¢astic, a boc¢ni rozptyl (SSC), ktery charakterizuje vnitfni komplexitu
Castic. Vysledky jsou vyjadieny klasickym bodovym histogramem s logaritmickou
stupnici. Na obrazku 15 mGzZeme vidét, jak dobre se rozdéli riizné populace bunék podle

velikosti a vnitfni komplexity u Dania reria.

E Prog 9.96

10% B Myeloid 30.4
] B Lymph 11.2
W Ev 361

. . —_ —_—
) 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K
FSC-A FSC-A

Obrazek 15, Vlevo analyza celkové krve Dania r., vpravo diagram rozmisténi jednotlivych linii
Oproti tomu na obrazku 16 muiZeme vidét, Ze u mihule mofské je situace
slozZitéjsi. Zaprvé situaci komplikuji erytrocyty. Kvili vysoké heterogenité ve velikosti i

v poctu obsaZzenych granul se erytrocyty roztahnou po velké plose v grafu.

| |: LI B
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Obrazek 12, Analyza celkové krve mihule morské




PFi tridéni podle kritérii, FSC a SSC budou vzdy erytrocyty kontaminovat ostatni
populace. Pro odstranéni kontaminace erytrocyt je tfeba vyuzit centrifugace krve ve

ficollovém gradientu, kterym byly odstranény erytrocyty (obr.xx).

—
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Obrdzek 17, Analyza krve po odstranéni vétsiny erytrocyti
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Po osetreni ficollem se rysuji subpopulace krevnich bunék, ve kterych midzeme
ocekdvat rlizné typy krevnich bunék na zakladé velikosti a vnitfni komplexity. Kuptikladu
vime, Ze makrofagy nebo granulocyty jsou znacné velké bunky s vysokou granularitou, a
tak ocekavame jejich vyskyt v populacich s nejvétsimi hodnotami vnitini komplexity a
velikosti. Proto tedy predpokldddame, Ze populace dosahujici na stupnici pfimého
rozptylu hodnot okolo 10° a na stupnici bo¢niho rozptylu pohybujiciho se mezi 103 a 10%,
bude tvorena hlavné myeloidnimi burikami. Oproti tomu progenitory, kmenové buriky a
lymfocyty maji nizkou vnitfni komplexitu i velikost, a tak ofekdavame jejich vyskyt
v populacich blizko po¢atku grafu. Pratokovy cytometr je tedy uzite¢nym nastrojem pro
pocitani, nebo selekci riznych krevnich typld u mihule morské, obzvlasté ve spojeni
se specifickymi fluorescenénimi protilatkami, tak jak je tomu béZzné u vyssich obratlovcu

véetné clovéka.



5. Diskuse

V transkriptomu jsme identifikovali mnoho klicovych genl hematopoézy a ziskali
tak markery naptic¢ celym spektrem krevnich bunék. Hodné genl jako fli1, gfil nebo kif1
byly identifikovany svelmi presvédcivou homologii, oviem u nékterych je tato
homologie nejednoznacénd. Kupfikladu nami nalezeny homolog csfir je prodlouzena
sekvence transkriptu v databazi jiz identifikovaného jako kitb. Vysledky programu BLAST

naznacovaly lehce vy$si homologii nalezeného transkriptu s receptorem kit, viz tabulka
9.

Oproti tomu analyza proteinové struktury naznacovala spiSe podobnost

s receptorem csflr, viz obrazek 18.

kit receptor b precursor [Danio rerio] 93% |5,00E-171|NP 001137390.1
macrophage colony-stimulating factor 1 receptor precursor [Danio rerio] 95% |3,00E-169(NP_571747.1

Tabulka9, Vysledky programu BLAST pro homolog Csf1r

Petremyzon Marinus CSF1R
" L '
Query soq,

RTP bindine site
Specific hits -
Superfanil.ies .Ig superfamily | I3 zuperfamil I3 zuperfamily { PKC_like super‘f ami lg
Wulti-donains I6.Like T Phina
Danio Rerio CSF1R
1] L]
Query 289, active nite !
AP binlng oiba § ) s bk
roluretide mbwiroke blvdin wdbe ) 5L
actieriion Zoop CA=loopd Y
Specific hits - ” PTKc_CSF-1R
SuperFanilies .Ig superfmi. Ia superfami || I3 supert
MLt donains TG mlike
Danio Rerio KIT
] (1] ]
uery 20q. ATP binding wite
Superfanilies I3 supsrfami |[ I3 superfami { PKc_like superfamily }
Hulti-donains G_Llike e

Obrdzek 13, Srovndni homologie pomoci proteinovych domén



Ovsem vysledky analyzy proteinové struktury a homologie pomoci programu
BLAST nebyly dostatecné presvédcivé, abychom mohli vyrknout jasny verdikt. P¥i
ovéfovani homologie miZe pomoct analyza genomovych oblasti. JelikoZ genom mihule
morské je od roku 2016 pomérné dobre osekvenovan, mohou byt transkripty alokovany
v genomu a analyzovany v plné délce i s pfilehlymi regulacnimi oblastmi, ¢i prilehlymi
geny. Zatim nezbyva neZ mit pfi praci s témito sekvencemi na paméti, Ze nami pfifazena
orthologie nemusi byt ve skutecnost spravnd. Zatim nebyl Zadny z ndmi nalezenych
homologl spojen s fenotypem, jenz by potvrdil i jeho funkéni orthologii. Nejjednodussi
cestou se zde zdd byt vyuZziti metod pro snizeni exprese specifickych geni béhem vyvoje
a to bud prostfednictvim rdznych antisense mRNA molekul, nebo pomoci CRISPR-CAS9

nukleazového systému, ktery uz byl u kruhoustych pouzit [9, 78].

Potize s metodou ISH prameni z vyuzZiti protokolu pro Danio rerio. Vysledky
prvniho barveni jsme urcili jako nespecifické, jelikoz se sonda akumulovala
v podpovrchovych strukturach a pro rlizné markery jsme ziskali obdobnou distribuci
signalu. Nebyly-li larvy dostate¢né permeabilizovany, nemohly sondy proniknout
dostatecné hluboko. Pred dalsi hybridizaci je tak potfeba odzkouset spravné davkovani

a interval pusobeni proteazy. Popfipadé zvazit uZiti jiné protedzy.

Co se tyce stanovovani hematopoetické aktivity jednotlivych tkanich, v popredi
vidy stal utvar SNT. Podle bioinformatickych dat je nejvice hematopoetickych markert
exprimovano zde, véetné exkluzivni exprese Epor, Mpl a Scl, coZ délad z SNT kandidata na
misto kde by se mohly nachazet HSC. Pfi méreni exprese nékterych markerd pomoci
kvantitativniho PCR bylo ve SNT exprimovano i nejvice mRNA pro Kita, ktery byl zvolen
jako marker HSC a MPP. Druha nejvétsi exprese tohoto markeru pak byla pfitomna
vledvindch a to také ve znacné mire. Prekvapujici ovSsem byla vyssi exprese
transkripéniho faktoru KIfl v ledvinach nez ve SNT. Nicméné tyto dva organy jsou do
znaéné miry propojené skrz centralni Zilu, u larev dokonce pfechazi plynule jedna tkan
v druhou, teprve az u dospélcl je SNT zanoren do stfeva jako spiralni fasa. Zde ovsem
nesedi expresni profil z transkriptomu, jelikoZz kupfikladu erytropoetinovy receptor byl
nalezen exkluzivné ve SNT a data z bézného PCR to potvrzuji. Vysvétleni by mohlo
spocivat ve zménach struktury ledvin pfi metamorfdze, pfi které se redukuje predni ¢ast
ledvin, a jednotlivé ¢asti tohoto orgdnu se stavaji neekvivalentnimi, proto mohla byt pro
analyzu odebrand nereprezentativni ¢ast organu. Jatra se podle transkriptomu jevi jako
chuda na expresi riznych markerd, coz potvrzuji i vysledky PCR a qPCR, nicméné porad
neni vylou¢ena moznost, Ze jsou do hematopoézy zapojena béhem ontogeneze.
Nejlepsim vychodiskem pro ujasnéni problematiky se tak zda byt analyza exprese téchto

markerd v jednotlivych organech u larev. Zde by mohla pomoci metoda ISH, jelikoZ



provadénim hybridizace na malém kousku vypreparovaného fixovaného organu, nebo
na tenkych sekcich larev, by mohl odpadnout problémy, jez zatéZzuji ISH na celych

larvach.

Zretelné rozdily v krvi larvy a dospélé mihule naznacuji, Ze po metamorfdze
dochazi ke znacnym zméndm v hematopoéze. Krev dospélce byla vyrazné chudsi na
diverzitu krevnich typ(, kde byly zastoupeny z minoritnich bunék krve hlavné neutrofily
a bunky nejspiSe lymfoidniho charakteru. V krvi larvy se nam podafilo identifikovat
vSechny tfi hlavni zdstupce granulocytl. Makrofagy a také bunky, u nichz bez dalsi
analyzy neni mozné rozlisit, zda jsou lymfoidniho plivodu, ¢i se snad jednd o progenitory
hematopoetickych bunék. V malém mnozstvi jsme nalezli v krvi larvy i trombocyty.
Erytroidni a trombocytarni linie je tedy u mihuli rozdélena jako u vysSich obratlovcu.
Vzhledem ktomu, Ze byly vtranskriptomu nalezeny homology genl podminujici
diferenciaci trombocytarni linie, pfedpokldaddme, Ze bunécné elementy hemostazy jsou
pfitomny. KrozreSeni této otazky muize pomoci kupfikladu vyuZiti starSich
histochemickych metod, uréenych k barveni specifickych produktt hledanych bunék.
Z novéjSich metod, kterych hodlame také vyuzit v dalsi praci, je také sekvenovani a
kvantitativni PCR jednotlivych bunék. NavrZzené primery jsou nyni testovany, zda mohou
byt vyuzity pro gqPCR jednotlivych bunék na platformé Fluidigm, a vilastné méreni
pratokovym cytometrem ma byt vyuzZito pro selektovani bunéénych typt kvili nasledné

analyze jednotlivych bunék.



Souhrn

V transkriptomu mihule morské bylo nalezeno mnoho homologli hematopoetickych
genl dileZitych u vyssich obratlovci, véetné nékterych gen( s klicovou roli.
Hematopoeticky nejaktivnéjsimi organy dospélce se zdaji byt ledviny a Utvar SNT.
Krvetvorba u mihuli stoji na stejnych genetickych zakladech jako krvetvorba vyssich
obratlovcl a da se predpokladat, Ze mnoho mechanizmi zde bude fungovat obdobné.
Homology genl duleZitych pro diverzifikaci erytroidni a trobocytarni linie byly

v transkriptomu identifikovany, stejné tak byly identifikovany trombocyty v krvi larvy.
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Histogramy zavislosti skére kvality na pozici v sekvenci (bp)
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Obrdzek 19, Histogram zdvislosti skére kvality na pozici v sekvenci pro vstupni soubor:

10 20 30 40 50 60 70 & 90 100



Krev_FORWARD GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACACAGTGATCTCGTATGT 161 222 0,381 |[TruSeq Zdapter
AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACACAGTGATCTCGTATG ge 157 0,204 |TruSeq Adapter
CGGGAAGTTACGTTGGTTGTAATTACGCCCGAATTACCATCGCGTGACAT 58 124 0,138 |24dnd shoda
CGGGAAGTTACGTTGGETTGTAATTACGCCCGAATTGCCATCGCGTGACAT 52 539 0,125 |£24dnd shoda
GGATCATCATCGCTGATAACCTCCARAAGTAATCACCARCCATGCCGATT 45 425 0,117 |24dné shoda
CTTCAAGGTGCTGGECCGCGETCATTGTCGACACCETCCTGCCGEGCGATE 45 713 0,108 |24dn& shoda
CACAGGATCATCATCGCTGATAACCTCCARAAGTAATCACCARCCATGCC 44 §13 0,106 |24dn& shoda
CTTCARAGGTCCTGGECCGCGETCATTGCTGACACCETTGCCGCAGGCGATG 42 628 0,101 |24dn& shoda

Erev REVERSE |AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGARAGAGTGTAGATCTCGETGETCECC 84 5295 0,200 |[Illumina Single End PCR Primer 1
CTTCARAGGTCCTGGCCGCGETCATTGCTGACACCGTTGCCGCAGGCGATG 55 084 0,130 |£2&4dna shoda
CGGGRAAGTTACGTTGGTTGTARTTACGCCCGAATTACCATCGCGTGRACAT 53 601 0,127 |24dnd shoda
CTTCRARAGGTGCTGGCCGCGETCATTGTCGACACCGTCCTGCCGGGCGATG 53 303 0,126 |24dnd shoda
CGGGRAGTTACGTTGGTTGTARTTACGCCCGAATTGCCATCGCGTGRACAT 48 727 0,115 |24dna shoda
CTTTTTTTGTGCARAATCACACGCGGCAGGCGTALGCGECGAGCGTTCTT 43 143 0,102 |24dnd shoda
GEATCATCATCGCTGATAACCTCCARRAGTAATCACCARCCATGCCGATT 43 0S1 0,102 |Z4dna shoda

FatBody FORWARD |GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACGCCARTATCTCGTATGT 89 775 0,218 |TruSeq Adapter, Index &
AGATCGGARAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACGCCARTATCTCGTATG 57 736 0,140 |[TruSeq Adapter, Index &

FatBody REVERSE |RGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGARAGAGTGTAGATCTCGGTGGTCGCC 53 811 0131 |I1lumina Single End PCR Primer 1
CTTTGATCCACATTCTGCCGGRAATCTCATARTATTCCAGTTARATAGTGE 44 315 0,108 |24dnd shoda

Ledvina FORWARD |GATCGGAAGAGCACACGTCTGRACTCCAGTCACCAGATCATCTCGTATGC 130 088 0,284 [TruSeq Adapter, Index 7
AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACCAGATCATCTCGTATG S5 865 0,218 |TruSeqg Adapter, Index 7

Ledvina_REVERSE AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGARAGAGTGTAGATCTCGETEETCEIC 97 S20 0,214 [T1lumina Single End PCR Primer 1
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Obrdzek 20, Histogramy skore kvality pro soubory po cisténi dat



Forward primer

GGACATCACTGGGGGTATGG

Reverse primer

CGAGGGGTCATAGTCGAGGA

Délka produktu

Forward primer

601

CTTAGATCCCAACGGCTCCC

Reverse primer

ATCCCCCTCGGAGACGAC

Délka produktu

Forward primer

607

ATCGTTGACACTGGAAGCGT

Reverse primer

CAACGGTGTCAGCAATGACC

Délka produktu

Forward primer

379

CGGCACACAGAGAGACGAAA

Reverse primer

TTGCGGCTCTTCTTCGACTT

Délka produktu

Forward primer

737

AGTACGTCGCCGAGGAAATC

Reverse primer

CTTCCTGCAGTGTCGCAAAC

Délka produktu

Forward primer

864

GTGCGGGAAGATTTACACCA

Reverse primer

TGGTCGGAGCGAGCAAATC

Forward primer

204

CACGAAGCCAGACCCATCTT

Reverse primer

ATAATAGGTGCCCAGGTGCG

Délka produktu

Forward primer

870

CTTCCCCGTGCATGAAGACA

Reverse primer

CGTTCCCACCTCTTTCCTCC

Délka produktu

Forward primer

709

CACTGCGACTGCAACCTGA

Reverse primer

AGGCGAGGAAGCAGACGA

Délka produktu

430

Tabulka 81, Seznam primer( pouZitych pro PCR



Forward primer

GGACCGTGGACTAAGGAGGA

Reverse primer

CTCCTCCGGCTGATGCTG

Délka produktu

Forward primer

615

GCGGTGGCGTCTGGATGGAT

Reverse primer

TCAGGGGTCTCGGGGGAAGG

Délka produktu

Forward primer

695

CCGAGAGGCTGAGTGAGTTG

Reverse primer

ATATGGCCTCCACACGGACT

Délka produktu

Forward primer

968

CTCCTTACTCTGAGCACGCC

Reverse primer

ATCTGGTTGATCCCTACGCC

Délka produktu

Forward primer

302

GGCCGAAGACACTGACAAGGA

Reverse primer

CCATGCGGTATCCATCACGA

Délka produktu

Forward primer

540

GAACGTGCTGGTGCAATGAT

Reverse primer

GTCCACTCTGATGCCACTGT

Délka produktu

Forward primer

438

GTCAGCAAGGGGAACCAAGA

Reverse primer

AGTGGATGAGCAGGTGTGTG

Délka produktu

Forward primer

736

CACTCCAGACATCGAGGATCG

Reverse primer

TTCACCTTGCGAATCTCCCC

Délka produktu

Forward primer

536

ACCACAAGACGGAGCTGGCG

Reverse primer

CCCAGTTGGTTGTGCGCGTG

Délka produktu

505

Tabulka 12, Seznam primer( pouZitych pro PCR



Forward primer

CGGCGGGAGAGGAATAACAT

Reverse primer

CAAGACTCCCGACCGCC

Délka produktu

Forward primer

221

GTCGCTGCTCGGCTGTG

Reverse primer

CTGATCCTCGCGTCTCCGAA

Délka produktu

Forward primer

427

TGGCGTGCATTCAAGGTACT

Reverse primer

CTTGTCCAGACACCGCTTGC

Délka produktu

Forward primer

631

TGGAATCTGGCATGGGGACT

Reverse primer

GCAGCAGGTTCCCTTTTTGT

Délka produktu

Forward primer

459

TCCGATGCCTGTTTCGGG

Reverse primer

GATGCTGCCTGTCTCGTAGT

Délka produktu

Forward primer

204

CTATGGGCTCGTGTGTCTCC

Reverse primer

TGGGATGTGGCCTATTGCTG

Délka produktu

Forward primer

721

CGACGCTGAGTACGTGAGAAT

Reverse primer

AATGGACAACTCGCTCCGTC

Délka produktu

Forward primer

573

GGGCACGGTCATTCTCTTCT

Reverse primer

TCGCGCTTGATCTCTTCTCG

Délka produktu

843

Tabulka 13, Seznam primer( pouZitych pro PCR



Tabulka 149, Cp hodnoty gPCR



