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ABSTRAKT

Vyvoj haploidnich parthenogenetickych embryi mysi (Mus musculus) nedosahuje
stejné urovné jako je tomu u normalnich embryi. Cilem této diplomové
prace bylo zjistit, zda se haploidni parthenogenetickd embrya mysi odlisuji
nukleocytoplasmatickym pomérem. Objem jadra parthenogenetickych embryi
roste s ploiditou. Nukleocytoplasmaticky pomér haploidnich embryi se
mezi dvoubunécnym a ¢tyrbunéénym staddiem statisticky nelisi (p = 0.052),
u diploidnich a tetraploidnich embryi byl naopak statisticky vyznamny rozdil
(p <0.001). Nestandardni nukleocytoplasmaticky pomér by mohl souviset
s problematickym vyvojem. Pochopeni faktort ovliviiujicich preimplantaéni vyvoj
parthenogenetickych embryi zvysi efektivitu derivace haploidnich embryondlnich
kmenovych bunék.

KLICOVA SLOVA: myS, embryo, parthenogenese, haploidni, diploidni, tetraploidni

ABSTRACT

The development of mouse (Mus musculus) haploid parthenogenetic embryos
does not reach the same level as normal embryos. The aim of this diploma thesis
was to find out whether haploid parthenogenetic embryos of mice differ in the
nucleocytoplasmic ratio. The volume of the nucleus increases with ploidity. The
nucleocytoplasmic ratios of haploid embryos do not significantly change between
the two-cell and four-cell stage (p = 0.052), there is a significant difference
(p <0.001) for diploid and tetraploid embryos. Non-standard nucleocytoplasmic
ratio could be related to the problematic development. Understanding the
regulation of preimplantational development of parthenogenetic embryos will

increase the efficiency of haploid embryonic stem cell derivation.

KEYWORDS: mouse, embryo, parthenogenesis, haploid, diploid, tetraploid
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SEZNAM ZKRATEK

AC stridavy proud
alternating current
BSA hovézi sérovy albumin
bovine serum albumine
DAPI  4,6-diamidin-2-fenylindol
4’,6-diamidino-2-phenylindole
DC stejnosmérny proud
direct current
DNA  deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonucleic acid
EGTA kyselina ethylenglykol tetraoctova
ethylene glycol tetraacetic acid
ESCs  embryondlni kmenové bunky
embryonic stem cells
hCG lidsky choriovy gonadotropin
human chorionic gonadotropin
HTF lidska tubarni tekutina
human tubal fluid
ICM embryoblast
inner cell mass
IgG imunoglobulin G
immunoglobulin G
IU mezinarodni jednotka
international unit
KSOM draslikem obohacené jednoduché optimalizované médium
potassium simplex optimized medium
MHC  hlavni histokompatibilni komplex
major histocompatibility complex
PBS fosfatovy pufr
phosphate buffer saline
PMSG gonadotropin ze séra brezich klisen

pregnant mare serum gonadotropin



UvoD

Porozuméni faktorim ovliviiujicim vyvoj embryi je pro klinickou praxi
i dalsi vyzkum, nejen v oblasti reproduk¢ni biologie, zdsadni. Zaroven
s fadou onemocnéni souvisi fizeni velikosti buinky a jejich organel.
Nukleocytoplasmaticky pomeér, tedy vztah mezi objemem jadra a objemem
cytoplasmy, je jiz nyni soucasti 1ékatské diagnostiky. V této prdci byla obé témata
propojena.

Pro ovéreni, zda mnozstvi DNA ovliviiuje velikost jadra a muze tedy byt
hlavni pti¢inou problematického vyvoje, bylo navrzeno porovnani haploidnich,
diploidnich a tetraploidnich parthenogenetickych embryi. Zejména haploidni
parthenogenony se potykaji s vyvojovymi problémy, které by mohly souviset
s nestandardnim nukleocytoplasmatickym pomérem. Parthenogenetickd embrya
jsou vynikajici srovndvaci model, protoze maji konstantni objem blastomer.

Cilem této prace je prispét k poznani nukleocytoplasmatického poméru
parthenogenetickych embryi mysi. V prvni, teoretické ¢dsti je téma zarazeno do
kontextu predchozich publikaci. Ve druhé, experimentdlni ¢4sti je uvedeno, které
metody byly zvoleny, co bylo k praci potieba a jakych vysledkt bylo dosaZeno.
Pouzité techniky zahrnuji pripravu haploidnich, diploidnich a tetraploidnich
embryi mysi (Mus musculus) a mérenti jejich blastomer. Jednotlivé skupiny byly
porovnany mezi sebou jak podle ploidity, tak podle vyvojovych stddii. Zdvérecnou
casti je diskuse, srovnavajici postupy a ziskané vysledky s drive publikovanymi
poznatky.






TEORETICKA CAST






1. Parthenogenese a vyuziti

parthenogenetickych embryi

V prvni kapitole je vysvétlen pojem ,parthenogenese“ a ndsleduje popis vyuZiti

parthenogenetickych embryi v dalsim vyzkumu i v klinické praxi.

Parthenogenese (z fectiny, Cesky také samoplozeni, pannobfezost) oznacuje
zplisob rozmnozovani bez oplozeni. RozliSuje se apomixie a automixie. V ptipadé
apomixie je gameta vytvofena mitosou a potomci jsou pak presné klony matky.
Vyskytuje se predev$im u rostlin, ale je popsana i u nékolika druhti bezobratlych,
konkrétné mezi clenovci. Pfi automixii meiosa probéhne, ale misto oplozeni
dojde k predmeiotickému zdvojeni chromosomu, pripadné ke spojeni dvou
oocytll termindlni fuzi, takZe vznikly jedinec je opét diploidni. Pokud reduplikace
nebo flize nenastane, zustava zygota haploidni. Automixie je popsdna u celé
fady obratlovc — u paryb, ryb, obojZivelnika, plazti a ojedinéle i ptakda.
K parthenogenesi u nich vsak dochdazi jen za vyjime¢nych podminek a bézné
se rozmnozuji pohlavnim zptisobem (shrnuto v Mirzaghaderi a Horandl, 2016;
Ramachandran a McDaniel, 2018).

Pokud oplozeni nastane, ale na dal$im vyvoji se podili jen jedna z parentalnich
genomd, nazyvd se takovy zpusob rozmnozovani gynogenese, respektive
androgenese. V prvnim ptipadé se ve vyvoji uplatiiuje pouze maternalni genom,
v ptipadé druhém zustava aktivni jen paterndlni ¢ast (shrnuto v Leeb a Wutz,
2013).

Savci popsané typy rozmnozovani prirozené nevyuzivaji. Zda se, ze maji
dokonce vyvinuté ptisné mechanismy, které vzniku a vyvoji parthenogenetickych
potomkt pfimo zabranuji. Ani tato kontrolni opatfeni ovSem nefunguji na 100 %
a ke vzniku parthenogenont miiZze dojit. Vyvoj takovych embryi je vSak zahy
ukoncen.

Dnes ale sav¢i parthenogenetickd embrya (takzvané parthenogenony nebo
parthenogenoty) dokdzeme vytvofit in vitro. Nejvétsi pozornost je v poslednich
letech vénovana haploidni parthenogenesi. Problém vSak nastdva jiz na
urovni preimplantacniho vyvoje a uspésnost ziskani blastocyst je nizka.
Pri¢iny naruseného vyvoje nejsou zcela znamy, ale pravdépodobné souvisi
s nedostatetnou aktivaci, naruSenou genovou expresi nebo abnormadlnim

nukleocytoplasmatickym pomérem.



1.0.1 Vyuziti parthenogenetickych embryi

Vzhledem k hemizygotnosti parthenogenetickych embryi a polovi¢nimu poctu
chromosomt haploidnich parthenogenonti jsou z nich derivované kmenové
bunky idedlnim prostiredkem k zakladnimu i aplikovanému vyzkumu (Wutz,
2014). Kmenové bunky maji extenzivni prolifera¢ni potencidl a mohou
diferencovat v nejrizné;jsi typy bunék.

Embryonalni kmenové bunky (ESCs), derivované z blastocysty, jsou
pluripotentni, takze mohou dét vznik téméf vSéem bunéénym typum. Mys$i ESCs
byly ziskdny poprvé v roce 1981 (Evans a Kaufman, 1981; Martin, 1981) a zdhy
po nich také mysi parthenogenetické ESCs (Kaufman et al., 1983). Mysi haploidni
parthenogenetické ESCs (obrazek 1.1) byly popsany az v roce 2011 dvéma
vyzkumnymi tymy (Elling et al., 2011; Leeb a Wutz, 2011). Jelikoz haploidni
embrya nejsou plnohodnotna ve smyslu tvorby nového zivotaschopného jedince,
mohou byt pro vyzkum na lidskych burikach a zarodcich z etického dtvodu
prijatelnéjsi (Bos-Mikich et al., 2016; Brevini a Gandolfi, 2008).
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Obrazek 1.1: Derivace haploidnich embryondlnich kmenovych bunék.

1: Haploidni (n) embryo. 2: Haploidni blastocysta s embryoblastem. 3: Parthenogenetické
embryonalni kmenové buiiky, prevazné zdiploidizované. 4: Cista linie haploidnich
embryondlnich kmenovych bunék.

Nasledky recesivni mutace se u haploidnich bunék projevi hned v prvni
generaci. Jsou proto vhodné ke genetickému screeningu, pri kterém se objasiuje
vztah mezi genotypem a fenotypem. Pro vyvojovou a evoluc¢ni biologii jsou
zajimavé naptiklad moznosti zkoumani mechanismu inaktivace chromosomu X
(Monfort et al., 2015) a parentalniho imprintingu. S pomoci umlceni jedné z alel
dvou vybranych gent se v roce 2004 narodily diploidni bimaternalni mysi (Kono
et al., 2004), blize popsané v kapitole 2.2. Tento tspéch naznacuje, Ze jednou
z hlavnich prekdzek vyvoje parthenogenetickych embryi je nevyvazend genova
exprese.

Dalsi vyuziti by haploidni kmenové buniky mohly najit v regenera¢ni mediciné,

nebot nesou jen jednu alelu hlavniho histokompatibilniho systému (MHC)
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a daji se tak snadnéji prifadit k individudlnimu pacientovi. Zatim ale absence
paterndlnich faktort vede u nékterych typt bunék k zdvaznym vyvojovym
chybam, zptusobenym nestandardni genovou expresi, a proto zatim nejsou
vhodné k transplantaci (Stelzer et al., 2011; Yilmaz et al., 2016).

Protoze polovi¢ni genom neni pro savci bunky ptrirozeny (kromé bunék
pohlavnich), maji tendenci spontdnné diploidizovat a svtij handicap tak napravit.
Jiz v pozdnich moruldch mysi, ptipravenych jako haploidni, bylo pozorovdno
15-18 % diploidnich bunék (Kaufman et al., 1983). U lidskych embryi byla
diploidizace zkouméana monitorovanim déleni do dvou bunék. Podaftilo se pomoci
monitorovaciho systému Primo Vision zachytit ¢tyti situace: nedokoncenou
cytokinesi, endomitosu, endoreduplikaci a fuzi blastomer. Zajimavé bylo, ze
frekvence endoreduplikace a fuze se neliSila u parthenogenetickych a normélnich
oplozenych embryi, ale zvysila se frekvence nedokonc¢eného rozdéleni bunék
a endomitosy (Leng et al., 2017). K spontdnni diploidizaci dochdzi hojné i ve
stadiu blastocysty, a zejména pak pri udrzovani linie haploidnich kmenovych
bunék.

Aby si mysi ESCs zachovaly haploiditu, je zapottebi pridat do kultiva¢niho
média ,,chemicky koktejl“, jak ho sami autofi nazyvaji, sestavajici z kombinace
vice druh@ malych molekul (Li et al., 2017). Stale jsou vylepSovany také techniky
filtrace, které pri pasazovani tridi bunky podle fluorescen¢nich znacek nebo
podle velikosti, nebot haploidni bunky se svym primérem odli$uji od téch
zdiploidizovanych (Qu et al., 2018).

Na rozdil od mysich embryondlnich kmenovych bunék si ty lidské zachovavaji
haploiditu i po diferenciaci do bunék vsech tfi zarodeénych lista (Sagi et al.,
2016). Sagi et al. derivovali ESCs z blastocyst pripravenych parthenogenetickou
aktivaci lidského oocytu. Ziskdny byly také gynogenetické ESCs ¢lovéka (Zhong
et al., 2016). Z téchto pluripotentnich kmenovych bunék Ize pak pfipravit riizné
typy lidskych bunék — i bunky zarodecné linie.



2. Priprava a vyvoj
parthenogenetickych embryi mysi

Ve druhé kapitole je popsdno, jak se parthenogenetickd embrya ziskdvaji a jaké jsou
zvldstnosti vyvoje haploidnich, diploidnich a tetraploidnich parthenogenetickych

embryi mysi.

2.1 Haploidni parthenogeneticka embrya

PrestoZe parthenogenese neni u mysi pfirozend, védci se zejména v pozdnich
sedmdesatych a v osmdesatych letech dvacatého stoleti snazili mysi
parthenogenetickd embrya vytvorit. Nékteré z postupt aktivace se pouzivaji
dodnes, nicméné kvili natolik problematickému vyvoji embryi v dal$im vyzkumu
tehdejsi tymy nepokracovaly. Nyni je vSak k dispozici nova a Setrn€jsi technika
a optimalizované chemikdlie. Celkové hlubsi pochopeni genetiky a vyvojové
biologie prispélo k nedavné derivaci haploidnich embryonalnich kmenovych

bunék, popsanych v predchozi kapitole.

2.1.1 Priprava haploidnich parthenogenetickych embryi

Parthenogenetickd aktivace zptuisobi pfeménu zralého oocytu ve vyvijejici se
embryo. Dojde tedy k dokonceni druhého meiotického déleni, oocyt vydéli druhé

polové télisko a utvorti jedno haploidni prvojadro (obrazek 2.1).

pb1 pb2

@ | fpn
ms ‘

Obrazek 2.1: Haploidni parthenogeneticka ativace.

1: Oocyt v metafazi II s prvnim pdlovym téliskem (pb1l) a meiotickym vieténkem (ms).
2: Haploidni embryo po parthenogenetické aktivaci, s druhym pélovym téliskem (pb2)
a jednim sami¢im prvojadrem (fpn).

Oocyt v metafazi II je v soucasné dobé nejcastéji aktivovan chemicky, ale
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zacinalo se fyzikdlnimi metodami. Jedny z prvnich byly in situ aktivace, tedy
aktivace oocytli ponechanych ve vejcovodu. Zkousely se techniky teplotniho
Soku (Braden a Austin, 1954) nebo elektrickych pulst (Tarkowski et al., 1970).

K chemické aktivaci se v soucasnosti pouziva predevsim stroncium, drive
byla vyuzivana hyaluronidasa (Graham, 1970), 7% ethanol (Kaufman, 1982),
inhibitory syntézy proteind cykloheximid a puromycin (Siracusa et al., 1978)
nebo také vapnikové ionofory jako je A23187 (Steinhardt et al., 1974)
a dodnes v asistované reprodukci vyuzivany ionomycin (Heytens et al., 2008).
Vétsina ze zkou$enych postupt zptisobuje morfologické odchylky a aneuploidie.
Z uvedenych je idedlni praveé chlorid strontnaty (SrCly), vyvolavajici vapnikové
oscilace nejpodobnéjsi tém, které se objevuji po prirozené aktivaci spermii
(Bos-Mikich et al., 1995). Za aktivaci signaliza¢ni dréhy, vedouci k tomuto
opakovanému zvySovani a snizovani koncentrace vapenatych iontl v cytoplasmé,
je zodpovédna fosfolipasa C(, kterou byly experimentdlné aktivovdny mysi
(Saunders et al., 2002) i lidské oocyty (Rogers et al., 2004).

2.1.2 Vyvoj haploidnich parthenogenetickych embryi mysi

Vyvoj haploidnich parthenogenetickych embryi je zna¢né omezeny ve srovnani
s normalnimi oplozenymi i ve srovndni s diploidnimi parthenogenetickymi
embryi (Henery a Kaufman, 1992). Jiz pti zavddéni prvnich fyzikdlnich technik
aktivace oocytl se uspésné aktivovala polovina oocytt. Do stddia blastocysty
se vSak vyvijelo jen 24 % elektrickym pulsem aktivovanych oocyt (Witkowska,
1973).

I s pokrocilejsimi technikami a vylepSenymi médii haploidni embrya vyrazné
zaostavaji ve vyvoji a tvoii méné blastocyst. Kaufman (1976) ziskdval prumérné
az trikrat vice blastocyst mozaikovych a diploidnich parthenogenetickych nez
téch haploidnich. Pti¢iny problematického vyvoje nejsou zcela prozkoumany.

Polovi¢ni pocet chromosomt a absence paterndlniho zasahu vede totiz k celé
radé odchylek. Kvantifikovat lze napfiklad zvySeny pomér povrchu a objemu,
protoze haploidni buriky jsou v priméru mensi nez normalni, zvy$ené mnozstvi
mitochondrialni DNA ve srovnani s jadernou DNA, souvisejici praveé s objemem
cytoplasmy a s polovi¢nim po¢tem chromosomd, a také zvySenou expresi genti
X chromosomu viiéi autosomalni expresi (shrnuto v Sagi a Benvenisty, 2017).
Konkrétné pocet mitochondrii je jen o tfetinu niz$i nez je primérny normalni
pocet, zatimco jaderné DNA maji polovinu (Sagi et al., 2016). Vzdjemny pomeér
muze mit piimy vliv na metabolismus bunék.

Oocyt/vejce je v mnoha organismech totipotentni, ale u savct tomu tak neni.
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Sav¢i oocyty obsahuji epigenetické znacky, navdazané na DNA, které reguluji
expresi specifickych genii. Recipro¢né maji spermie epigenetické znacky, jimiz
se s témi sami¢imi doplnuji. Po vzdjemném spojeni tak ma oocyt kompletni
genetickou vybavu a muze se ddle vyvijet v nového jedince (Surani et al.,
1984). Nekompenzovand ztrata imprintovanych genti a celkové narusend genova
exprese muze byt hlavni pti¢inou nezdarného vyvoje parthenogenont.

Dalsim aspektem vyvoje parthenogenonti je samotnd aktivace oocytt, nebot
jde o velmi slozity proces (shrnuto v Tosti a Ménézo, 2016) a indukovana
aktivace by nemusela byt dostate¢nd pro tspésny vyvoj embrya. Pro studium
jejiho vlivu se pouzivd metoda oplozeni spermii a ndsledného odebrani
samc¢iho, ptipadné samic¢iho prvojadra, tedy pfiprava gynogenont, respektive
androgenont (Modlinski, 1975). Podle pfedpokladii by v jejich ptipadé méla
byt aktivace srovnatelnd s normalnim oplozenim. Tato haploidni uniparentalni
embrya se ovéem také dlouho nevyviji a vykazuji deregulovanou expresi genti
(Hu et al., 2015), stejné jako haploidni parthenogenony (Latham et al., 2002).
Ukazuje se, ze fizeni genové exprese je velmi komplikované a citlivé. Jiz
béhem preimplanta¢niho vyvoje je fada genti methylovana, histony acetylovany
a dochézi ke genetické reprogramaci dokonce i u neimprintovanych gent (Borgel
et al., 2010; Guo et al., 2017).

Problémem zminénym v predchozi kapitole je pak spontanni diploidizace,
provazejici vyvoj haploidnich parthenogenonti. Dochdazi k ni jak béhem vyvoje
do staddia moruly, tak v rdmci blastocysty, ale predevsim i na urovni jednotlivych
embryondlnich bunék pfi snaze udrzet stabilni linie. Haploidni bunky doplni
druhou sadu chromosom naptiklad vynechanim bunééného déleni a vstoupenim

znovu do syntetické faze (Takahashi et al., 2014).

2.2 Diploidni parthenogeneticka embrya

Na rozdil od haploidnich parthenogenont se diploidni parthenogenetickd embrya
béhem preimplanta¢niho vyvoje témét nelisi od normdlnich embryi. To dokazuje,
ze pro preimplanta¢ni vyvoje je absence poloviny chromosomi zdvaznéjsi

problém nez samotnd indukovana aktivace probihajici bez tcasti spermie.

2.2.1 Priprava diploidnich parthenogenetickych embryi

V soucasné dobé se diploidni parthenogenony ziskdvaji obdobnou cestou jako

haploidni embrya, tedy chemickou aktivaci metafazického oocytu. Pro zajisténi
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diploidniho genomu se vyuzije pélového téliska. Probéhne tedy aktivace oocytu,
béhem kterého je nutné zabranit vydéleni pélového téliska. Dlisledkem toho
je vytvoreni diploidniho parthenogenonu (obrazek 2.2). Takto vzniklé embryo
se lisi od matky, nebot obsahuje pouze polovinu jejiho genomu. D4 se fici,
Ze je homozygotni, az na useky odliéné v dusledku probéhlého crossing-
overu (Kaufman, 1976). Pokud by se naopak zabranilo vydéleni jiz prvniho
polového téliska, naptiklad cytochalasinem D, jednalo by se o heterozygotni

parthenogenetickd embrya identickd s matkou (Kubiak et al., 1991).

pb1

@ fon  fpn
ms

Obrazek 2.2: Diploidni parthenogeneticka ativace.
1: Oocyt v metafazi II s prvnim poélovym téliskem (pb1) a meiotickym vieténkem (ms).
2: Diploidni embryo po parthenogenetické aktivaci, se dvéma sami¢imi prvojadry (fpn).

Na zabranéni vydéleni pélového téliska se pouzivaji inhibitory polymerizace
aktinu - cytochalasin B (Balakier a Tarkowski, 1976) nebo latrunculin A. Ty

naru$i samotny proces déleni a p6lové télisko ztuistane soucasti embrya.

2.2.2 Vyvoj diploidnich parthenogenetickych embryi mysi

Co se tyce preimplantacniho vyvoje, prakticky nelze rozpoznat diploidni
parthenogenony od normalnich oplozenych embryi (Liu et al., 2002).

Postimplanta¢ni vyvoj se vSak také u diploidnich parthenogenetickych
embryi potykd se zdsadnimi problémy. Nejpozdéji do poloviny gestace (10 dni)
zarodky prestdvaji rust kvuli defektnim placentdm a dal$im morfologickym
odchylkam. Druhéd polovina zarode¢ného vyvoje je totiz regulovana paterndlné
methylovanymi centry imprintingu Igf2-H19 a Dlk1-Gtl2 na chromosomech
7 a 12. Navzdjem se funk¢né doplnuji a tidi placentaci (Kawahara et al.,
2006). Vyvoj preimplantacnich embryi je naopak vice ovlivnén maternalnim
imprintingem (shrnuto v Kawahara a Kono, 2012).

Narozeni diploidnich gynogenetickych mysi sice bylo ozndmeno a popsano
(Hoppe a Illmensee, 1977), ale nikomu se pokus nepodarilo zopakovat a celd

studie byla zpochybnéna (Surani et al.,, 1984). S genetickou upravou se
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vSak podarilo ziskat bimaterndlni mysi. Kono et al. (2004) provedli zdsah do
imprintovanych oblasti tak, aby napodobili stav na paterndlnich chromosomech,
odebrali jadro takto upraveného oocytu a vlozili jej do oocytu normdlni mysi.
Takto pripravena embrya se zacala délit a narodily se mysi, u kterych byla
ovérena plodnost porozenim vlastnim potomka (Kono et al., 2004). Pfesto u nich
byly popsdny abnormdné utvorené placenty, které byly atrofické a nekrotické ¢i
jinak poskozené (Kono et al., 2002).

Diploidnich parthenogenetickd embrya vykazuji abnormadlni proliferaci
a diferenciaci jak embryonalnich, tak extraembryonalnich linii bunék (Sturm
et al., 1994). Rust extraembryondlnich tkani za normalnich okolnosti podporuje
spiSe paterndlni genom a samotné embryo naopak ten maternalni (Barton
et al., 1984; McGrath a Solter, 1984; Surani et al., 1984). Proto diploidni

parthenogenony obstoji pouze v preimplanta¢nim vyvoji.

2.3 Tetraploidni parthenogeneticka embrya

Stejné jako s polovi¢nim po¢tem chromosomu neni pro savce prirozené vyvijet se
s dvojnasobkem normdlniho poctu a polyploidie se omezuje jen na nékteré tkane.
Prestoze k polyploidizaci muze dojit i pfi vzniku embryi, spontanni duplikace
savciho genomu se u mysi, krysy, kralika a prasete objevuje pfi méné nez 1%
oplozeni, u mysi je to konkrétné v 0,1 % ptipadt (Dyban a Baranov, 1987,
citovano z Eakin a Behringer, 2003).

Z vyzkumného hlediska jsou polyploidni embrya idedlni pro studium
regulace velikosti a po¢tu bunék. Vzhledem k ndsobnému mnozstvi chromosom
jsou vhodnym modelem pro pochopeni lidskych polysomii nebo pro metody
odhalujici, jak se embrya vyporadaji s nerovnhovdhou parentalnich genomd.
Polyploidni pluripotentni embryonalni bunky jsou rovnéz vyuzivané jaké
podpurné buriky pro vyvoj jinak nezivotaschopnych embryi. V mozaikovém
embryu totiz kompenzuji vyvojové defekty tim, ze ptrednostné tvori

extraembryondlni struktury (Eakin a Behringer, 2003).

2.3.1 Priprava tetraploidnich parthenogenetickych embryi

Historicky byla tetraploidni embrya pripravovana -chirurgicky, vlozenim
diploidniho jadra do zygoty (Modlinski, 1978). Nevyhodou takového postupu
je ale riziko poskozeni béhem manipulace. Podobné jako u ziskdvani

diploidnich parthenogenont lze duplikovat genom zabrdnénim cytokinese mezi
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dvoubunécnym a ¢tytbunéénym stadiem (Snow, 1973; Tarkowski et al., 1977).

V dnesni dobé nejvice pouzivanym zptisobem ptipravy tetra- a viceploidnich
embryi je fize. Zacinalo se inaktivovanym Sendai virem (Soupart, 1980) nebo
polyethylen glykolem (Eglitis, 1980; Gulyas et al., 1984).

Pro zrychleni a zefektivnéni ptipravy byla pozdé€ji pouzivana elektrofuze
(Berg, 1982). Elektrické pulsy maji vyhodu v tom, Ze parametry jsou presné
meéfitelné, reprodukovatelné a embrya jsou puisobeni vystavena velmi krétce, jen
po dobu mikrosekund (Kubiak a Tarkowski, 1985). Elektroftize je zaloZena na
principu degradace bunééné membrany elektrickym pulsem, kvili ¢emuz se poté
blastomery spolecné propoji (Kurischko a Berg, 1986).

Elektrofuzi diploidnich embryi ve dvoubuné¢ném staddiu lze ziskat
tetraploidni embrya (obrazek 2.3). Dalsi nasobné ploidity pak lze pripravit
opakovanym fuzovanim vzdy po rozdéleni embryi zpét do dvou blastomer.
Modifikaci je fuze az ¢tytbunéénych embryi (Winkel a Nuccitelli, 1989). Imai
et al. v roce 2018 ptipravili a popsali dokonce hexadekaploidni (16n) embrya
mysi.

AC DC

pb1

@ fon  fpn 2n 2n

ms

1 2 3 4 5

Obrazek 2.3: Priprava tetraploidniho embrya.

1: Oocyt v metafézi II s prvnim poélovym téliskem (pb1) a meiotickym vieténkem (ms).
2: Diploidni embryo po parthenogenetické aktivaci, se dvéma samic¢imi prvojadry

(fpn). 3: Dvoubuné¢né diploidni (2n) embryo, na které ptisobi stfidavy proud (AC),

k srovnéni blastomer paralelné s elektrodami. 4: Dvoubunécné embryo s aplikovanym
pulsem stejnosmérného proudu (DC) kolmo na dotyk blastomer. 5: Flizované blastomery
tetraploidniho (4n) jednobunc¢ného embrya.

K elektroftizi se vyuziva specidlni elektrické zarizeni, ke kterému se ptipoji
desticka s elektrodami umisténymi nékolik mikrometri od sebe. Samotna
faze probihd bud’ v elektrolytickém, nebo neelektrolytickém médiu, naptiklad
v mannitolu, sacharose nebo glukose. Vzdy je potfeba nastavit hodnoty dodaného
napéti tak, aby nebylo pro konkrétni druh pftili$ silné a embryo neposkodilo
(Cheong et al., 1991). V ptipadé mysi obvykle sta¢i jeden puls, u jinych
druh@t mtZe byt potieba vice slabsich pulst. Naptiklad u prasete se osveédcily

dva a u krélika dokonce sedm pulst rychle ndasledujicich za sebou. Existuje
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totiz mezidruhové rozdilnd rezistence k elektrickym pulstim a pro vytvoreni
dostate¢ného mnozstvi pértt v membrané musi byt nékolikrat opakovany
(shrnuto v Chang et al., 1992).

2.3.2 Vyvoj tetraploidnich parthenogenetickych embryi mysSi

Preimplanta¢ni vyvoj je kvalitativné srovnatelny s diploidnimi embryi.
Tetraploidni embrya ale vykazuji zvySenou incidenci apoptosy, autofagie
a epigenetickych odchylek (Wu et al., 2017). Apoptosa v tomto ptipadé souvisi
s aktivaci drahy spousténé proteinem p53 (Horii et al., 2015), stejné jako je
tomu u haploidnich embryi (Olbrich et al., 2017). Celkovy pocet bunék je i proto
nizsi nez u diploidnich blastocyst (Henery et al., 1992; Ishiguro et al., 2005;
Kawaguchi et al., 2009; Koizumi a Fukuta, 1995). Jen v poloviné ptipadt tvoti
embryoblast (Wen et al., 2014) a bunky ICM tetraploidnich blastocyst maji také
priblizné 10krat nizsi expresi Oct-4, Sox-2 a Klf-4 (Park et al., 2012). Pfesto
z nich jiz byly derivovany tetraploidni embryondlni kmenové bunky (Imai et al.,
2015), které maji vice nez dvakrat vétsi objem nez diploidni ESCs (Imai et al.,
2016).

Postimplanta¢ni vyvoj je u tetraploidnich parthenogenont zna¢né omezeny.
Nejdéle prezivajici embrya histologicky odpovidala 13,5—-14 dnim po oplozeni
a rozmérové odpovidala 13dennim normdlnim embryim. Byly u nich popsany
defekty predevsim v oblasti predniho mozku a oci, poskozené méla také zejména
srdce a patet (Henery et al., 1992; Kaufman a Webb, 1990). Delsi dobu se
embrya tdajné vyvijela pouze v jednom ptipadé (Snow, 1973, 1975, 1976), ale
spekuluje se, ze slo pravdépodobné o mozaiky, nebot’ se pokus nikdy nepodatilo
zopakovat (Henery et al., 1992). Tarkowski et al. (1977) méli z tetraploidnich
embryi dokonce 20 % mozaikovych (obsahujici tetraploidni i diploidni bunky),
kterd se vyvijela pouze do 10dni, jako diploidni parthenogenony.

Nékdy se tetraploidni embrya pouZivaji také jako podptrné buriky. Pokud
totiz vytvorime diplo-tetraploidni chiméry, postupné se tetraploidni bunky stavaji
soucasti pouze trofoektodermu a primitivniho endodermu, ale nepodili se na
stavbé primitivniho ektodermu (Ishiguro et al., 2005; James et al., 1995).
Presunuti bunék do specifickych oblasti ale nastava patrné az po gastrulaci.
Tetraploidni bunky byly v embryonalnim ektodermu nachéazeny az do poloviny
gestace (Eakin et al., 2005).
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3. Nukleocytoplasmaticky pomer

Treti kapitola je zamérena na nukleocytoplasmaticky pomeér, zejména na souvislost

s vyvojem embryi.

Pro spravnou funkei bunék, tkani a z nich sloZzenych orgdnt je nutné, aby
kazda bunka ftidila svou velikost i velikost svych organel. Buiiky ,vi“, jaky
maji tvar (shrnuto v Haupt a Minc, 2018) a jaky maji pomér mezi objemem
jadra a cytoplasmy (shrnuto v Amodeo a Skotheim, 2016; Levy a Heald, 2016).
Prestoze nukleocytoplasmaticky pomér neni u vSech typt bunék konstantni—
pouze vetsi butiky maji obecné vétsi jddra nez malé bunky—, o jeho souvislosti
s velikosti dalsich organel a fidici roli pro bunku se psalo jiz pred vice nez
100 lety (Conklin, 1912).

Lékari, zejména histologové a patologové, dnes pouzivaji stanoveni
nukleocytoplasmatického poméru bunék k urceni nebo zptresnéni diagnosy
(Vaickus a Tambouret, 2015). Rozli$uji podle néj u nddorovych bunék rtizné
faze a zdvaznost onemocnéni. V nékterych pripadech je ptiznakem snizeny
pomeér, v jinych naopak zvy$eny pomér (obrdzek 3.1). DilezZitost v diagnostice
a 1écbé dokazuje fakt, ze se stdle vyviji nové metody, jak bunikky méfrit presnéji
a lépe vysledky vyhodnocovat. V roce 2016 zvetejnili Moore et al. velmi presnou
techniku, ktera vyuziva ultrazvuk pro méfeni objemu cytoplasmy a fotoakusticky

jev pro méfeni objemu jadra.

A B 1 2

Obrazek 3.1: Nukleocytoplasmaticky pomeér.
A: Mensi nukleocytoplasmaticky pomér. B: Vétsi nukleocytoplasmaticky pomeér.
1: Dvoubunééné embryo vybrané k méteni. 2: Méfeni pramért zakulacenych blastomer

a obarvenych jader.

Faktor ridici velikost jadra je pravdépodobné importin «, ktery reguluje
seskupovani laminu. Podle velikosti jadra je pak upravena densita DNA a délka
mitotickych chromosomt. Jak ptesné je ovlivnéna kondenzace chromosomu ale

neni prozkoumano (shrnuto v Heald a Gibeaux, 2018). Byly provedeny pokusy
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s limitaci prostoru kolem jadra u Zaby (Xenopus laevis). Porovnanim rustu jadra
ve zkumavce a rustu jadra v izkém prostoru Hara a Merten (2015) ovéfili, Ze
rychlost rustu zdvisi na objemu, kterym je jadro obklopeno. D4 se proto usuzovat,

ze velikost jadra je ovlivnéna okolni dostupnou cytoplasmou.

Nukleocytoplasmaticky pomeér je zasadni pro normalni segregaci meiotickych
chromosom, tvorbu metafdzniho vieténka, uspotdddni chromosomt na ném
a rozdéleni bunky. Karnikova et al. (1998) bisekci oocytil ve fazi zdrode¢ného
vacku zjistili, Ze pokud je objem cytoplasmy snizen, oocyty dozravaji pozdéji
a méné uspésné. Prah, za kterym se oocyt jiz nerozdéli do dvou bunék, je
polovina normalniho objemu (Cui et al., 2005).

V rané embryogenesi zaby se kazdym bunécnym délenim zvySuje
nukleocytoplasmaticky pomér. Objem jader i cytoplasmy se postupné snizuje,
avsak jddra se pti déleni zmensuji relativné pomaleji nezZ mnozstvi cytoplasmy.
Dosazenim maxima nukleocytoplasmatického pomeéru dojde k prechodu do
stadia stfedni blastuly, kdy je aktivovdna transkripce gentl zygoty a zpomali se
bunéc¢ny cyklus (Newport a Kirschner, 1982). Pravdépodobné je v cytoplasmeé
pritomny represor transkripce, kterého je béhem déleni blastomer postupné méné
a méné, az se dostane pod kritickou hladinu a zptsobi prodlouzeni syntetické
faze (Murphy a Michael, 2013).

V pripadé, kdy byla pfi oplozeni oocytti Xenopa indukovdna polyspermie,
tedy doslo k polyploidizaci a nartistu objemu jddra, transkripce zacala dfive nez
u kontrolnich embryi (Newport a Kirschner, 1982). Toto pozorovani podporuje
experiment, pii kterém byl embryim Xenopa zvySen nukleocytoplasmaticky
pomér pomoci mikroinjikace jadernych faktort, ovliviiujicich velikost jadra.
V disledku zmény poméru bylo u diploidnich embryi urychleno bunééné déleni
a pocatek genové exprese. Pripravena haploidni embrya byla naopak vyrazné
opozdéna (Jevti¢ a Levy, 2017). Mnozstvi DNA i pomér jadra a cytoplasmy jsou
tedy pro nacasovani prechodu do stadia sttedni blastuly srovnatelné dileZzité.

I u mysi je formace blastocysty zahdjena spiSe na zdkladé vnitfnich faktora
a rozméru nez na prostém po¢tu hodin po oplozeni (Smith a McLaren, 1977).
Méfteni objemu jadra a cytoplasmy normalnich mySich embryi béhem celého
preimplanta¢niho vyvoje potvrdilo, Ze soucet objemu cytoplasmy vSech bunék
zygoty zustavd stejny, ale nukleocytoplasmaticky pomér jednotlivych blastomer
se béehem vyvoje do blastocysty exponencidlné zvysuje (Aiken et al., 2004).

Také Tsichlaki a Fitzharris (2016) popsali korelaci mezi velikosti blastomer
a jader ve vSech vyvojovych stadiich mysi a dokazali, ze experimentdlni redukce

cytoplasmy mtze pozménit velikost jadra. Primdrni je v8ak uréity vyvojovy
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program fidici jadernou velikost nezavisle na velikosti bunky. Teprve po urceni
velikosti jaddra cytoplasmatickymi faktory jsou rozméry doladény podle velikosti
bunky.

Prestoze se nukleocytoplasmaticky pomeér nezda jako dostatecné vysvétleni
naruseného vyvoje haploidnich embryi a hlavni pfi¢inou je patrné problém
v genové expresi (Latham et al., 2002; McGrath a Solter, 1986), studium
jeho vlivu na vyvoj parthenogenonti miize pomoci objasnit fungovani regulace
preimplanta¢niho vyvoje savéich embryi. Parthenogenetickd embrya rtiznych
ploidit jsou totiz unikatnim modelem pro objasnéni, zda se objem DNA odrazi

na velikosti jadra.
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EXPERIMENTALNI CAST






4. Cile a hypotézy diplomové prace

,0drdzi se mnozstvi DNA na velikosti jddra? Lisi se tedy haploidni, diploidni

a tetraploidni parthenogenetickd embrya mysi nukleocytoplasmatickym pomérem? “

* Zvladnuti techniky hormondlni stimulace mys$i a izolace my$ich oocyt.

* Priprava haploidnich, diploidnich a tetraploidnich parthenogenetickych
embryi mysi a ovérenti jejich ploidity.
* Monitorovani vyvoje parthenogenetickych embryi mysSi. Vizualizace

embryoblastu (ICM) a ovéreni pluripotence.

* Méfeni a porovnani nukleocytoplasmatického poméru haploidnich,
diploidnich a tetraploidnich parthenogenetickych embryi myS$i ve

dvoubuné¢ném a Ctyrbunécném stadiu.
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5. Material

V této kapitole jsou uvedeny informace o pokusnych gzviratech, pristrojich

a chemikadliich, které byly pougity pro experimenty uskutecnéné v rdmci této prdce.

5.1 Pokusna zvirata

Samice mySi (Mus musculus), jejichz oocyty byly vyuzity k této prdaci, pochazeji
z chovu spoletnosti Velaz, s.r.o. Pro potfeby pokusu byly zvoleny mysi
kmene B6D2F1. Teplota mistnosti chovu je udrzovana na 23 °C, vlhkost 50 %,
denni cyklus je nastaven na 12 hodin svétla a 12 hodin tmy.

Bylo postupovéno v souladu se zakonem ¢. 246/1992 Sb., na ochranu zvitrat
proti tyrdni, a vyhlaskou ¢. 419/2012 Sb., o ochrané pokusnych zvitat, a dle

projektu pokusu schvalného odbornou komisi.

5.2 Laboratorni pristroje

Tabulka 5.1: Pouzivané laboratorni ptistroje.

Nazev Vyrobce

Analytické vahy 240 A 290-9231/A Precisa

Centrifuga Mini Spin PLUS Eppendorf AG
Elektrody GPT-250 BLS

Fotoaparat C5060 Olympus Optical
Inkubdtor MCO-18AIC Sanyo Electric Co., Ltd.
Konfokdlni mikroskop BX61 Olympus Optical
Lamindrni box Helios 48 Steril, S.p.A.
Monitorovaci systém Primo Vision  Vitrolife

Pipety Nichipet EX Nichiryo America, Inc.
Pulsni generator CF-150 BLS

Stereomikroskop SMZ 645 Nikon Inc.
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5.3 Chemikalie

Tabulka 5.2: Pouzivané chemikalie.

Nazev chemikalie Vyrobce Katalogové c¢.
BSA Sigma-Aldrich A6003
Citrat sodny Sigma-Aldrich S1804
Cytochalasin B Sigma-Aldrich C6762
Demekolcin Sigma-Aldrich D1925
Donkey anti-Mouse IgG Jackson ImmunoResearch ~ 715-005-150
EGTA Sigma-Aldrich E8145
Ethanol 96% Merci 64-17-5
Formaldehyd Penta 140907F
Glukosa Sigma-Aldrich G6152
hCG Merck 230734
Hoechst 33342 Sigma-Aldrich B2261
HTF Zenith Biotech ZFHM-100
Hyaluronidasa Sigma-Aldrich H3506
Chlorid strontnaty Sigma-Aldrich 441899
KSOM Zenith Biotech ZEKS-050
Kyselina octova 99% Lach-Ner 10047-A99
Latrunculin A Sigma-Aldrich L5163
Methanol Lach-Ner 20038-AT0
Mineralni olej Sigma-Aldrich M8410
Oct-3/4 Antibody Santa Cruz Biotechnology SC-5279
Parafinovy olej Vitrolife OVOIL
PBS Gibco 21600-069
PBS bez Ca**" Sigma-Aldrich D8537
PMSG Merck 367222
ProLong Gold Antifade ThermoFisher Scientific P36935
Mountant with DAPI
Pronasa BDH Laboratory Supplies 80601-398
Triton X-100 Sigma-Aldrich X100
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6. Metody

V této kapitole jsou popsdny konkrétni metody prdce nezbytné pro ziskdni
vysledki. Zahrnuji hormondlni stimulaci mysi, izolaci a parthenogenetickou
aktivaci oocyttl, elektroftizi dvoubunéénych embryi, monitoring vyvoje, pripravu

prepardtii k mikroskopovdni a méreni. Experimenty jsem provddéla samostatné.

6.1 Hormonalni stimulace mysi

Samici mysi kmene B6D2F1 bylo nejprve intraperitonealné injikovano 7,5 IU
PMSG, ndsledné po 48 hodindch pak 5IU hCG. Pti nacasovani stimulace byl
zohlednén 12hodinovy denni cyklus mysi.

6.2 Izolace oocytu

Hormonadlné stimulovand mys byla 16 hodin po aplikaci hCG usmrcena cervikalni
dislokaci. Vejcovody (obrazek 6.1) byly vyriznuty a preneseny na Petriho misku
do 50ul kapky manipula¢niho média HTF. Pracovni plocha byla vyhtivana na
teplotu 37 °C. Nastroje byly dezinfikovany 70% ethanolem. Po protrzeni ampully
byly obsazené kumuldrni komplexy (oocyty obklopené kumuldrnimi burikami)
preneseny do 50ul kapky 0,1% hyaluronidasy. Po uvolnéni kumularnich bunék
byly oocyty promyty v kapce HTF.

Obrazek 6.1: Izolace kumuldrnich komplexd.
1: Extrakce vejcovodu mysi. a: Déloha, b: Vejcovod. c: Vajetnik, d: Tukova tkan.
2: Vejcovod se zvétsenou ampullou, ve které jsou oocyty s kumuldrnimi bunkami.
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6.3 Parthenogeneticka aktivace oocytu

Oocyty v metafdzi II, oc¢isténé od kumuldrnich bunék, byly parthenogeneticky
aktivovany v Ctyfjamkové desticce a umistény do inkubatoru (37 °C, 5% CO,).
Po uplynuti doby nezbytné pro uspésnou aktivaci byly promyty a kultivovany

v kultiva¢nim médiu KSOM.

pb1 b2 N pb1
\
fph “ fpn  fpn
§ms | §ms
SrCl, \~.\,,\_‘//./ SrCl,
latrunculin A
1 2 1 2
(a) Haploidni (b) Diploidni
AC DC
pb1
@ fpn  fpn 2n 2n
ms
SrCl,
latrunculin A
1 2 3 4 5

(c¢) Tetraploidni

Obrazek 6.2: Priprava parthenogenetickych embryi.

a) Priprava haploidniho embrya. 1: Oocyt v metafézi II s prvnim pélovym téliskem (pb1)

a meiotickym vieténkem (ms). 2: Haploidni embryo po parthenogenetické aktivaci, s druhym
polovym téliskem (pb2) a jednim sami¢im prvojadrem (fpn).

b) Ptiprava diploidniho embrya. 1: Oocyt v metafézi II s prvnim pélovym téliskem (pb1)

a meiotickym vreténkem (ms). 2: Diploidni embryo po parthenogenetické aktivaci, se dvéma
sami¢imi prvojadry (fpn).

¢) Ptiprava tetraploidniho embrya. 1: Oocyt v metafdzi II s prvnim pélovym téliskem (pb1)

a meiotickym vieténkem (ms). 2: Diploidni embryo po parthenogenetické aktivaci, se
dvéma samic¢imi prvojadry (fpn). 3: Dvoubuné¢né diploidni (2n) embryo, na které ptisobi
stridavy proud (AC), k srovnani blastomer paralelné s elektrodami. 4: Dvoubuné¢né embryo
s aplikovanym pulsem stejnosmérného proudu (DC) kolmo na dotyk blastomer. 5: Fizované
blastomery tetraploidniho (4n) jednobun¢ného embrya.

6.3.1 Haploidni parthenogeneticka aktivace

K ziskdni haploidnich embryi byl do kultiva¢tniho média KSOM ptidan SrCl,
(5mM) a EGTA (2 mM). Dostatecnd doba k aktivaci byla 4 hodiny. Poté byla pod
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mikroskopem ovérena pritomnost druhého poélového téliska a jednoho prvojadra
(obrazek 6.2a).

6.3.2 Diploidni parthenogeneticka aktivace

K ziskani haploidnich embryi byl do kultiva¢cniho média KSOM pridan SrCl,
(5mM), EGTA (2 mM) a cytochalasin B (5 ug/ml), nebo latrunculin A (5 nug/ml).
Dostate¢na doba k aktivaci byla 5 hodin. Poté byla pod mikroskopem ovétrena

pritomnost dvou prvojader a absence druhého pélového téliska (obrazek 6.2b).

6.4 Elektrofiize dvoubunécnych embryi

Pro ziskani tetraploidnich parthenogenetickych embryi byla pouzita diploidni
parthenogenetickd embrya ve dvoubunéc¢ném stddiu (nésledujici den po
parthenogenetické aktivaci). Embrya byla pfenesena do 100ul kapky
5,5% glukosy umisténé mezi elektrodami. Na pulsnim generatoru byly nastaveny
hodnoty stfidavého proudu (AC) na 2,5V a 1 puls stejnosmérného proudu (DC)
na 25V s délkou trvani 50 us. Po srovnani embryi obéma blastomerami paralelné
s elektrodami pomoci AC a po ndsledné aplikaci DC pulsu byla embrya promyta
v manipula¢nim médiu HTF, poté v kultiva¢nim médiu KSOM, ve kterém byla
nasledné kultivovana. Po 30 minutach byla pod mikroskopem ovérena tispésnost

elektrofuize pozorovanim jednobunéc¢ného stadia (obrazek 6.2c).

6.5 Monitorovaci systém Primo Vision

Z duvodu vhodného nacasovani ndsledného méteni nukleocytoplasmatického
poméru byl sledovan vyvoj jednotlivych skupin embryi. Embrya se vyvijela
ve specidlni Sestnactijamkové misce v kultiva¢cnim médiu KSOM, prekryta
parafinovym olejem. Monitorovaci systém Primo Vision, pod kterym byla miska
v inkubdtoru umisténa, byl nastaven na snimdni kazdych 20 minut po dobu 5 dni.
Po ukonceni experimentu byly zaznamenané snimky vyhodnoceny v prislusném

programu EVO.

26



6.6 Karyotypy a barveni preparatu

Ovéreni ploidity a pluripotence bylo provedeno na zvlast pripravenych
blastocystach. Snimky byly potizeny konfokalnim fluorescen¢nim mikroskopem
Olympus BX61 prostrednictvim programu AnalySIS a ndsledné upraveny

v programu ImageJ.

6.6.1 Stanoveni karyotypu

Bunécny cyklus bunék blastocyst byl zastaven v metafazi mitotického déleni
pridanim demekolcinu (0,1 ug/ml) na 1,5 hodiny do kultiva¢niho média. Poté
byla embrya 10 minut ponechdna v hypotonickém 1% citratu sodném. Ndasledné
byla po malych skupindch (3 -4 embrya) prenesena na podlozni sklo Superfrost
a zakdpnuta prvnim fixa¢nim roztokem (voda:methanol:kyselina octova 4:5:1).
Ihned byla zakdpnuta druhym fixa¢nim roztokem (methanol:kyselina octova
3:1) a témér pred vyschnutim znovu z vysky zakapnuta 20 ul druhého fixa¢niho
roztoku, coz bylo zopakovdno celkem pétkrat. Po poslednim vyschnuti bylo
podlozni sklo ptikryto krycim sklickem s kapkou montovaciho média Antifade
DAPL.

6.6.2 Fixace a imunofluorescenc¢ni barveni

Blastocysty pro priikaz pluripotence ICM pomoci protilatky Oct-3/4 byla fixovana
prenesenim do 4% paraformaldehydu na 15 minut. Byly promyty v PBS/BSA
a ponechany v PBS pod parafilmem v lednici do barveni.

V den barveni byly blastocysty promyty v PBS/BSA 3x po 10 minutéch,
15 minut permeabilisovdny 0,2% Tritonem X-100 v PBS/BSA, opét promyty
v PBS/BSA 3x po 10 minutdch a byla pfiddna primdrni protildtka (Oct-3/4,
1:200). Poté byly blastocysty ponechany pres noc v lednici.

Druhy den byly blastocysty promyty v PBS/BSA 3x po 10 minutéach a byla
priddna sekunddrni protildtka (Donkey anti-Mouse IgG, 1:1000) na 2 hodiny ve
tmé pti pokojové teploté. Obarvené blastocysty byly preneseny na podlozni sklo

do kapky montovaciho média Antifade DAPI a prikryty krycim sklickem.
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6.7 Stanoveni nukleocytoplasmatického poméru

Dvoubuné¢énd a ¢tyfbunéénd embrya uréend pro méfeni praméru jader
a blastomer byla pfenesena z kultivaéniho média do PBS bez Ca?*/BSA s Hoechst
33342 (10 ug/ml) a ponechdna 15 minut v inkubatoru. Obarvend embrya byla
promyta v kapce PBS bez Ca?*/BSA a umisténa po skupindch do ¢tyf 50ul kapek

PBS bez Ca%*/BSA na Petriho misce pod minerdlnim olejem.

PBS bez Ca®*
Hoechst 33342

1 2

Obrazek 6.3: Méreni nukleocytoplasmatického pomeéru.
1: Dvoubunééné embryo vybrané k méreni. 2: Méfeni prumért zakulacenych blastomer

a obarvenych jader.

Embrya byla hodnocena v programu Image-Pro 5.1. Vzdélenosti byly méteny
do krize (obrazek 6.3). Z pruméru hodnot pak byl podle vzorce 6.1 vypocitan
objem dvou kouli: jadra a blastomery. Odectenim objemu jadra od objemu
blastomery byla vypocitdna hodnota objemu cytoplasmy. Jejich pomeér, dle vzorce
6.2 je pak nukleocytoplasmaticky pomér, N/C.

vV = %.di*» (6.1)
VN
N = — " 2
/C Vo — Vn (6.2)
kde
V' je objem,

d je prameér,
N/C je nukleocytoplasmaticky pomeér,
Vy je objem jadra,

Ve je objem cytoplasmy.
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7. Vysledky

V této kapitole jsou prezentovdny ziskané vysledky. Namérené hodnoty jsou uvedeny
v tabulkdch a zndzornény v grafech. Stanovent karyotypu a ovérent pluripotence

blastocyst doklddaji porizené snimky.

7.1 Priprava a vyvoj embryi

Z jedné mysi bylo prumérné izolovano kolem 30 kvalitnich oocyt v metafdzi II.
Pti vSech dil¢ich experimentech byly hormonélné injikovany dvé mysi, aby byla
pripadné kompenzovana nedostate¢na stimulace.

Pti ovéfovani karyotypt bylo hodnotitelnych 58,3 % (88/151) vySetfovanych
blastocyst. Podaftilo se ziskat haploidni, diploidni i tetraploidni parthenoge-
netickd embrya a blastocysty, jak je vidét ze srovnani jednotlivych karyotypt
blastocyst na obrazku 7.1.
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(a) Haploidni (b) Diploidni (c¢) Tetraploidni

Obrazek 7.1: Karyotypy parthenogenetickych blastocyst.
a) Haploidni karyotyp. b) Diploidni karyotyp. c) Tetraploidni karyotyp.
Chromosomy obarvené DAPI. Métitko 5 pm.
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7.1.1 Haploidni parthenogeneticka embrya

Primérnd uspésnost pripravy haploidnich parthenogenetickych embryi
(tabulka 7.1) byla srovnatelna s pramérnou dspésnosti pripravy diploidnich
parthenogenetickych embryi (84,3 % a 79,7 %, t(2) = 1.26, p=0.17)". Pocet
ziskanych blastocyst byl ale vyrazné nizsi nez parthenogenetickych diploidnich.
Ve trech uvedenych experimentech dosdhlo blastocysty 61,5 % haploidnich
parthenogenontl, v ptipadé diploidnich to bylo 88,0 % (t(2) =8.76, p = 0.01).

Tabulka 7.1: Priprava a vyvoj haploidnich embryi.

Pokus Aktivace (%) Blastocysty (%)

1 84,0 (42/50) 47,6 (20/42)
2 75,0 (18/24) 66,7 (12/18)
3 04,0 (47/50) 70,2 (33/47)
Primér 84,3 61,5

Haploidni embrya postupné zaostavaji ve vyvoji za diploidnimi embryi
(obrazek 7.2). Déleni do dvou bunék probihd o 1hodinu pozdéji, do
¢tytbunéc¢ného staddia o 4 hodiny. Haploidni blastocysty, ur¢ené pro dalsi ¢ésti
postupu, byly ponechany ve vyvoji o den déle.

Haploidni blastocysty byly mensi nez diploidni blastocysty, obsahovaly méné
bunék a méné kavitovaly. Embryoblast byl standardné vytvoren a podarilo
se ovérit jeho pluripotenci priikazem exprese Oct-3/4 (obrdzek 7.3b). Pti
karyotypovani (obrazek 7.4) se kromé haploidnich jader objevovaly primérné
v 30,6 % diploidni karyotypy (tabulka 7.2).

lvysledek statistického testu, kde t je hodnota vysledku provedeného t-testu, v zévorce stupné

volnosti, p je pravdépodobnost chyby prvniho druhu.
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Obrazek 7.2: Graf raného vyvoje haploidnich parthenogenetickych embryi.
1, 2, 3-haploidni embrya, 2n - diploidni embrya, 1b-jednobunécné stadium = aktivace,

2b—dvoubunécné stadium, 4b — ¢tyibunécéné stadium, 8b —osmibunécné stadium, bl -

blastocysta.
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(a) DAPI (b) Oct-3/4

Obrazek 7.3: Haploidni blastocysta.
a) DNA blastomer obarvena DAPI. b) Embryoblast znaceny prostfednictvim Oct-3/4.
Meétitko 35 pm.
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Obrazek 7.4: Karyotypy haploidni blastocysty.

Chromosomy obarvené DAPI. Méfitko 10 pum.

Tabulka 7.2: Karyotypy haploidnich blastocyst.
n-haploidni karyotyp, 2n—diploidni karyotyp, m —mozaika.

Pokus Analyzovatelné bl. (%) n (%) 2n/m (%)
1 50,0 (10/20) 70,0 30,0
2 70,0 (7/10) 85,7 143
3 63,6 (21/33) 52,4 47,6
Prumér 61,2 69,4 30,6
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7.1.2 Diploidni parthenogeneticka embrya

Nejprve byl pouzivan k pripravé diploidnich parthenogenetickych embryi
cytochalasin B. Neocekdvané vsak prestal spolehlivé fungovat (podrobnéji
v kapitole 8), a proto bylo ptistoupeno k pouZivani latrunculinu A. Uspé$nost
aktivace (tabulka 7.3) nebyla statisticky odliSnd od uspésnosti ptipravy
haploidnich embryi (t(2) = 1.26, p =0.17). Do stddia blastocysty se naopak

vyvijela vétSina embryi, v uvedenych tfech pokusech prumérné 88,0 %.

Tabulka 7.3: Priprava a vyvoj diploidnich embryi.

Pokus Aktivace (%) Blastocysty (%)

1 82,0 (50/61) 80,0 (20/25)
2 75,0 (18/24) 88,9 (8/9)

3 82,0 (41/50) 95,2 (20/21)
Primér 79,7 88,0

Vyvoj diploidnich parthenogenont je rychlejsi nez vyvoj haploidnich embryi
(obrazek 7.5). Blastomery embryi byly proto méreny o odpovidajici pocet hodin
drive.

Karyotypy (obrazek 7.7) vysSly pro vSechna embrya podle ocekdvani,
analyzovatelna jadra byla diploidni (tabulka 7.4). Exprese Oct-3/4 v normalné

utvoreném embryoblastu byla tézZ prokdzana (obrdzek 7.6b).
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Obrazek 7.5: Graf raného vyvoje diploidnich parthenogenetickych embryi.

1, 2, 3-diploidni embrya, n—haploidni embrya, 1b-jednobunécné stadium = aktivace,
2b—dvoubunécéné stadium, 4b — ctyibunécné stadium, 8b —osmibunécné stadium, bl -
blastocysta.
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Obrazek 7.6: Diploidni blastocysta.
a) DNA blastomer obarvend DAPI. b) Embryoblast znaceny prostfednictvim Oct-3/4.
Meéritko 35 pm.

34



Obrazek 7.7: Karyotypy diploidni blastocysty.

Chromosomy obarvené DAPI. Méfitko 10 um.

Tabulka 7.4: Karyotypy diploidnich blastocyst.
n-haploidni karyotyp, 2n-diploidni karyotyp.

Pokus Analyzovatelné bl. (%) n (%) 2n (%)
1 40,0 (6/15) 0,0  100,0
2 50,0 (4/8) 0,0 100,0
3 70,0 (14,/20) 0,0 100,0
Prumér 53,3 0,0 100,0
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7.1.3 Tetraploidni parthenogeneticka embrya

V ptipadé tetraploidnich embryi byl feSen stejny problém jako v pripadé
diploidnich parthenogenonti, nebot’ postup aktivace je shodny. Po nahrazeni
cytochalasinu B latrunculinem A byl opét dostatetny pocet pro elektroftizi
a pripravu tetraploidnich parthenogenetickych embryi.

Elektrofiize méla po vyladéni nastaveni témér 100% uspésnost (tabulka
7.5), pricemz embrya nelyzovala a ispésné se vyvijela do kvalitnich blastocyst
(94,2 %).

Tabulka 7.5: Ptiprava a vyvoj tetraploidnich embryi.

Pokus Elektrofiize (%) Blastocysty (%)

1 02,0 (23/25) 82,6 (19/23)
2 100,0 (8/8) 100,0 (8/8)

3 100,0 (20/20) 100,0 (20/20)
Priumér 97,3 94,2

Vyvoj tetraploidnich embryi je zpocatku mirné urychlen oproti diploidnim
parthenogenontim (obrazek 7.8). Déleni do ¢tyf bunék nastava diive nez u di-
ploidnich (primérné o 6 hodin) a rozméry pro vypocet nukleocytoplasmatického
poméru byla proto mérena dtive.

Embryoblast vétSina blastocyst obsahuje a je pozitivni na Oct-3/4 (obrazek
7.9b). Tetraploidni blastocysty obsahuji méné bunék nez diploidni, ale neni
statisticky vyznamny rozdil v ziskaném poctu blastocyst (t(2) = 2.41, p = 0.07).
Karyotypy analyzovatelnych tetraploidnich embryi (obrazek 7.10) obsahovaly

¢tyfi sady chromosomi (tabulka 7.6).
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Obrazek 7.8: Graf raného vyvoje tetraploidnich parthenogenetickych embryi.
1, 2, 3 -tetraploidni embrya, 2n —diploidn{ embrya, 1b-jednobunééné stadium = fuze,
2b —dvoubunécné stadium, 4b — ¢tyibunécéné stadium, 8b —osmibunécné stadium, bl -

blastocysta.

(a) DAPI (b) Oct-3/4

Obrazek 7.9: Tetraploidni blastocysta.
a) DNA blastomer obarvend DAPI. b) Embryoblast znaceny prostrednictvim Oct-3/4.
Meéritko 35 pm.
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Obrazek 7.10: Karyotypy tetraploidni blastocysty.

Chromosomy obarvené DAPI. Méfitko 10 pum.

Tabulka 7.6: Karyotypy tetraploidnich blastocyst.
2n-diploidni karyotyp, 4n - tetraploidni karyotyp.

Pokus Analyzovatelné bl. (%) 2n (%) 4n (%)
1 57,9 (11/19) 0,0 100,0
2 85,7 (6/7) 0,0 100,0
3 A7 4 (9/19) 0,0 100,0
Prumér 63,7 0,0 100,0
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7.2 Nukleocytoplasmaticky pomér embryi

Nukleocytoplasmaticky pomér byl vypocitan podle vzorct 6.1 a 6.2. Pro kazdou
skupinu byl stanoven minimdlni pocet 50 embryi a alesponi 3 experimenty.
Celkové bylo ptipraveno a métfeno pres 400 embryi. Nebyla méfena vSechna
pripravend embrya, naptiklad ta, kterd méla poskozené blastomery nebo
nestandardni rozmeéry.

Mezi skupinami haploidnich dvoubunéc¢nych a haploidnich ¢tyrbunécnych
embryi nebyl statisticky vyznamny rozdil (t(112) = 1.96, p = 0.052) a ani mezi
skupinami diploidnich ¢tyrbunéénych a tetraploidnich dvoubunéénych embryi
(t(103) =0.47, p = 0.64) nemohla byt zamitnuta nulova hypotéza, tedy zZe se
porovnavané skupiny statisticky neli$i. V ptipadé ostatnich skupin embryi byl
nalezen vyznamny rozdil (p < 0.001) a je tedy mozné usuzovat, Ze se od sebe

tyto soubory embryi odlisuji nukleocytoplasmatickym pomérem.

@O ©@0®

T b) Ctytbunééné stadium.
(a) Dvoubunécné stadium. (b) Ctyr

Obrazek 7.11: Schematické obrdzky blastomer.

a) Dvoubunéc¢né stadium. b) étyfbunééné stddium. Modfe blastomera haploidniho
parthenogenetického embrya, oranzové blastomera diploidniho parthenogenetického embrya,
fialové blastomera tetraploidniho parthenogenetického embrya.

Zobrazeni dat zahrnuje tabulku 7.7, ve které jsou pro kazdou skupinu
uvedeny pocéty embryi ptipravenych k méfeni, pruimérné hodnoty objemti jadra
a cytoplasmy, vypocitané prumérné nukleocytoplasmatické poméry a k nim
smérodatné odchylky. Na zdkladé primérnych objemu jddra a cytoplasmy byly
pak vytvoteny schematické obrazky blastomer jednotlivych skupin (obrazek
7.11). Dopliuje je bodovy graf (obrdzek 7.12), ve kterém jsou prumérné hodnoty
vyneseny proti sobé. Primérné nukleocytoplasmatické pruméry jsou zndzornény
za prvé pomoci sloupcového grafu (obrdzek 7.13) a za druhé kvartilového grafu
(obrazek 7.14), ve kterém horni a dolni vousy dosahuji k minimdni a maximalni
hodnoté, krabice predstavuji 1. az 3. kvartil dat, vodorovna ¢dra oznacuje median
a vyznaceny bod odpovida prumérné hodnoté.

Pro ovéreni stanovenych hypotéz a provedeni statistické analyzy byl pouzit

dvouvybérovy neparovy Studentlv t-test v programu LibreOffice.
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Tabulka 7.7: Nukleocytoplasmaticky pomeér.

n-haploidni parthenogenetickd embrya, 2n —diploidni parthenogeneticka embrya,
4n - tetraploidni embrya, 2b - dvoubunécéné stadium, 4b - ¢tyibunécéné stadium,
N/C-nukleocytoplasmaticky pomér, + SD —smérodatnd odchylka.

Skupina Pocet Jadro (um?®) Cytoplasma (um®) N/C £SD

n-2b 70 2740543 85620,027 0,033 0,007
on-2b 78 2993449 80501,591 0,038 0,007
4n2b 70 4300045 77425744 0,057 0,010
n-4b 54 1223.208 37054,455 0,034 0,008
on-4b 72 2004514 36111,263 0,058 0,009
4n-4b 60 2422648 35487963 0,070 0,010
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Obrazek 7.12: Bodovy graf primérnych objemt cytoplasmy a jadra.
a) Primérné objemy blastomer. b) PfibliZzené zobrazeni. n—haploidni parthenogeneticka
embrya, 2n—diploidni parthenogenetickd embrya, 4n—tetraploidni embrya, 2b—dvoubunécné

stadium, 4b — ctyfbunécné staddium.
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Obrazek 7.13: Sloupcovy graf nukleocytoplasmatického poméru.
n-haploidni parthenogenetickd embrya, 2n—diploidni parthenogeneticka embrya,
4n - tetraploidni embrya, 2b (modie) —dvoubunéc¢né stadium, 4b (zelené) — Ctyrbunécné

stadium.
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Obrazek 7.14: Kvartilovy graf nukleocytoplasmatického poméru.

Krabice reprezentuji 1. az 3. kvartil, ¢ara uvnitf oznacuje medidn, vyznaceny bod odpovida
aritmetickému primeéru. Vousy dosahuji k minimdlni a maximalni hodnoté. n-haploidni
parthenogenetickd embrya, 2n—diploidni parthenogenetickd embrya, 4n—tetraploidni

embrya, modfe —dvoubunécné stadium, zelené - ctyfbunécéné stadium.
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8. Diskuse

V poslednt kapitole jsou diskutovdny dosazené vysledky a metody prdce, které k nim
vedly. Ziskané poznatky jsou srovndvdny s drive publikovanymi a jsou navrgeny

dalsi postupy.

8.1 Hormonalni stimulace mysi a izolace oocytu

Mysi byly stimulovany k superovulaci vzdy po dvojicich. Na kvalitu stimulace
ma vliv naptiklad stafi mysi. Pti kazdém experimentu se tedy obvykle podafilo
ziskat kolem 60 oocytd.

Béhem izolace, pfi odstranovani kumularnich bunék hyaluronidasou i pri
samotné mechanické manipulaci mohou byt nékteré oocyty poskozeny, takze

konec¢ny pocet oocyti pouzitych k aktivaci byva nizsi.

8.2 Parthenogeneticka aktivace oocytu

Uvedend procenta aktivovanych oocytti mohla byt ovlivnéna vyttidénim oocyta
vhodnych k aktivaci. Ttidéni se provadi subjektivné, podle vzhledu. Hodnoti se
symetrie a velikost oocytti i vzhled cytoplasmy. Odstranéni kumuldrnich bunék
umoznuje nasledné dokonalej$i selekei kvalitnich oocytt.

Pro pripravu diploidnich parthenogenonu byl nejprve zvolen cytochalasin
B, ktery byl pouZzivdn jiz béhem bakaldiské prdce.! Nastal vSak problém
s fungovanim cytochalasinu B a embrya se ihned po odmyti délila, béhem
vyvoje fragmentovala a nedatilo se ziskat zadné blastocysty. Nejprve byla
opakované upravovana koncentrace chemikalii v aktivacnim médiu, ale bez
uspéchu, prestoze v pripadé haploidnich embryi nebyl pti aktivaci problém.
Musel byt tedy nahrazen cytochalasin B obdobné ptisobicim latrunculinem A,

a to vedlo k dspé$nym vysledktm.

8.3 Monitorovaci systém Primo Vision

Aby mohlo byt na¢asovano meéreni blastomer v obou vyvojovych stadiich pro

rtzné ploidity, bylo potieba sestavit ¢asovou osu déleni jednotlivych skupin. Byl

! Jettmarové, D. (2016). Produkce a vyvoj haploidnich embryi mysi. Bakaldi'skd prdce. Katedra
bunécné biologie PiF UK, Praha, 32 s.
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zvolen monitorovaci systém Primo Vision, ktery umoziiuje pravidelné snimani
embryi ulozenych v inkubatoru. Frekvence pofizovani snimkt byla nastavena na
20 minut.

Monitorovaci systém je k embryim Setrny, protoze neni nutné je opakované
vystavovat pusobeni svételného zateni a zméndm teploty.

Kultiva¢ni misky urcené k vyvoji sledovanych embryi maji Sestnact jamek.
Z nich je nutné po pridani kultiva¢tniho média odstranit vzduchové bubliny
dtiraznym poklepem na dno misky.

Snimani bylo provedeno celkem trikrat. Na obrazku 8.1 jsou zobrazeny
primérné c¢asy déleni sledovanych embryi. Je tfeba brat v ivahu individudlni
rozdily mezi embryi, které se pohybuji v fddu hodin. Proto byly stanoveny

priamérné hodnoty pro jednotlivé skupiny a obé vyvojova stadia.
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Obrazek 8.1: Graf raného vyvoje parthenogenetickych embryi.

n-haploidni parthenogenetickd embrya, 2n - diploidni parthenogenetickd embrya,

4n —tetraploidni parthenogenetickd embrya, 1b—jednobunéc¢né stadium = aktivace/ftize,
2b—dvoubunécné stadium, 4b — ¢tyibunécéné stadium, 8b —osmibunécné stadium, bl -

blastocysta.

8.4 Vyvoj parthenogenetickych embryi

Dynamika vyvoje parthenogenetickych embryi pozorovand pti provedenych

pokusech byla v souladu s diive publikovanymi studiemi: haploidni

43



parthenogenony se vyvijely nejpomaleji a bylo z nich nejméné blastocyst,
tetraploidni parthenogenony byly tspésnosti srovnatelné s diploidnimi, a ty
se ve vyvoji prili§ neliSily od normdlnich oplozenych embryi (porovnani na
zakladé drive nasnimanych embryi z jiného experimentu).

Celkova uspésnost aktivace a preimplantac¢niho vyvoje byla vyssi nez v letech,
kdy se s parthenogenetickymi embryi zacinalo experimentovat. V modernich
laboratoftich jsou dnes k dispozici naptiklad vhodnéjsi kultivacni média. Dtive se
média individudlné upravovala a nazyvala se pak podle jejich autora. Whittenovo
médium (Whitten a Biggers, 1968; Whitten, 1971) pouzivali Graham a Deussen
(1974) a Whittinghamovo médium (Whittingham, 1971) si oblibil Kaufman
(1976). V soucasnosti je standardem kultivace v KSOM, draslikem obohaceném
optimalizovaném médiu (Erbach et al., 1994; Ho et al., 1995).

8.4.1 Vyvoj haploidnich parthenogenetickych embryi

Uspésnost aktivace haploidnich parthenogenonti (84,3 %) byla primérné niz${
nez v pripadé diploidnich embryi, nikoli vSak statisticky vyznamna. Prvojadra
byla rozpoznatelnd po 3 -4 hodindch po vlozeni do aktiva¢niho média, stejné
jako pozoroval Kaufman (1973). Zpomaleni vyvoje bylo znatelné jiz od prvniho
mitotického déleni, ale hlavni problém nastaval pti kompakci. Do blastocysty
se vyvijelo méné haploidnich nez diploidnich embryi, v uvedenych trech
experimentech prumérné 61,5 %. Je to srovnatelné mnozstvi s 52 % haploidnich
blastocyst, které uvadéji Latham et al. (2002).

8.4.2 Vyvoj diploidnich parthenogenetickych embryi

Meéreni a karyotypovani diploidnich embryi bylo provadéno po zaméné
cytochalasinu B za latrunculin A.
Uspésnost aktivace byla standardni (79,7 %), i kdyZ v pifpadé uvedenych
tfech experiment procentudlné nizsi nez u haploidnich parthenogenon.
Blastocysty byly ziskany z vétSiny aktivovanych oocytt (88,0 %). Jde opét
o srovnatelny vysledek s Latham et al. (2002), ktefi uvadéji 93 % diploidnich

parthenogenetickach blastocyst.

8.4.3 Vyvoj tetraploidnich parthenogenetickych embryi

Stejné jako v pripadé diploidnich parthenogenont byla méfend embrya

aktivovand za ptritomnosti latrunculinu A.
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Pti vyladéné elektroftizi embrya nelyzuji a do 30 minut jsou prakticky vSechna
fazovand (Cheong et al., 1991; Kubiak a Tarkowski, 1985). Pokud je elektricky
puls prilis silny, embrya se mohou rozpadnout, kdyz prilis slaby, tak nedojde
ke spojeni blastomer. Pouzivany byly hodnoty stridavého proudu (AC) 2,5V
a stejnosmérného proudu (DC) 25V s délkou trvani 50 ps. Puls byl zvolen jeden,
jak je doporuceno pro mysi embrya (shrnuto v Chang et al., 1992). Za hodinu
po provedené elektroftizi byla vyttidéna pripadna diploidni embrya.

Vyvoj byl oc¢ekdvan stejny jako u diploidnich embryi naptiklad na zakladé
srovnani s embryi vzniklymi oplozenim, které provedli napt. Koizumi a Fukuta
(1995). Eglitis a Wiley (1981) a Henery a Kaufman (1991) popisuji, ze
tetraploidni parthenogenony kavituji a tvori blastocystu ve stejné dobé jako
diploidni. V ptipadé sledovanych vzorkl se dokonce zddla do stddia moruly
urychlena. Mezi dvoubuné¢nym a ctyrbunécnym stadiem bylo naméreno
pramérné jen 12hodin, u diploidnich 19hodin a u haploidnich 22hodin
(graf 8.1). Za pticinu lze poklddat fakt, ze dvojbunécné embryo bylo celkoveé
star$i o jedno stadium, protoze fazi se vratilo o stadium zpét. Mohla si zachovat

urcité faktory v cytoplasmeé, prestoze morfologicky odpovidala mlad$im embryim.

Roli v regulaci déleni by mohl hrat pravé nukleocytoplasmaticky pomeér.
Dvoubuneécna tetraploidni embry ho totiz maji stejny jako ctyrbunécna diploidni
embrya. Pokud by fizeni buné¢ného cyklu souviselo ptimo s velikosti jadra,
rozdélila by se po stejné dobé jako diploidni ¢tyfbunéc¢nd embrya. A ta se
skute¢né délila po 12 hodindch. Smith a McLaren (1977) tento jev popisuji
ve stadiu osmibunécénych tetraploidnich embryi, u kterych predpokladaji, ze
maji stejny nukleocytoplasmaticky pomér jako kontroly v Sestnactibuné¢ném
staddiu. Do osmibunécného stadia vsak tetraploidni parthenogenony v nami
pozorovanych pfipadech dospivaly naopak pozdéji, v priméru o 4 hodiny.

Blastocysty tvotila vétSina tetraploidnich embryi, ale obsahovaly méné bunék
nez diploidni blastocysty, coz je v souladu s tim, co pozorovali Koizumi a Fukuta
(1995), Smith a McLaren (1977) i Wen et al. (2017). Koizumi a Fukuta uvadé;ji
90,1 % tetraploidnich parthenogenetickych blastocyst a 88,1 % diploidnich.
Stejné jako v jejich pripadé bylo pozorovano vice tetraploidnich nez diploidnich
blastocyst. Lze usuzovat, ze pricina tkvi v predchozi selekci v ramci elektroftze.
Byla pro ni vybirdna jen kvalitni vyvijejici se embrya a ptipadnd poskozena
embrya fazi neprezila. Tak doslo k vytfidéni nejkvalitnéjsSich embryi. Naopak
u diploidnich embryi byla do statistiky zahrnuta i embrya, kterd se prestala
vyvijet zahy po aktivaci.

Embryoblast méla vétSina blastocyst vytvoreny alesponl v minimdlnim
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mnozstvi. Podle Wen et al. (2014) je primérné jen 56 % tetraploidnich blastocyst
s ICM a 44 % bez ni.

8.5 Stanoveni karyotypu blastocyst

Pro ovéreni ploidity pripravenych blastocyst bylo potfeba stanovit karyotypy.
Postupovano bylo podle protokolu Tarkowski (1966) se dvéma dpravami. Prvni
spocivala v pridani druhého fixacniho roztoku podle Kamiguchi a Mikamo
(1986), aby se blastocysty rychleji ptilepily k podloznimu sklu a pti nasledujicim
zakdpnuti z vy$ky zustaly rozmisténé ve stredu skla. Misto obarveni orceinem
pro mé ucely postacovalo montovaci médium obsahujici DAPI.

Jak je uvedeno v tabulkach 7.2, 7.4 a 7.6, z karyotypovanych blastocyst bylo
hodnotitelnych celkové 58,3 %. Tento pocet byl o¢ekdvan na zdkladé pouziti
stejného postupu jako popisuji Kamiguchi a Mikamo (1986) a uvadeéji 54 %
analyzovatelnych zygot kiecka (Mesocricetus auratus).

PredevS$im u haploidnich embryi byly ¢asto (30,6 %) odhaleny genetické
mozaiky. Diploidizaci se embrya snazi napravit sviij nevyhodny polovi¢ni pocet
chromosomi, jak je popsano v kapitole 1. Mezi tetraploidnimi parthenogenony
byla naopak o¢ekavana i néktera jadra s diploidnim genomem. Je ale mozné,
Ze takovy ndlez byl zkreslen nékdy nepiehlednym poétem chromosomi, takze
mohlo jit o nerozlisitelny obsah dvou sousednich jader.

Jelikoz je pri karyotypovani vidét vzdy jen mald C¢é4st blastomer
(analyzovatelnych karyotypt byva obvykle 3-5 z celé blastocysty), je
problematické odhalit, jaky pomér mezi haploidnimi a diploidnimi bunkami
v blastocystach je. Techniky umoznujici vySettit vice bunék dané blastocysty
se objevuji az v poslednich letech a spadaji do oblasti tzv. sekvenovani nové

generace (Munné a Wells, 2017).

8.6 Prukaz pluripotence

Ovéfteni pluripotence ICM preimplantac¢nich blastocyst je exprese transkriptniho
faktoru Oct-4 (Palmieri et al., 1994). MnoZstvi Oct-4 by mélo byt u tetraploidnich
parthenogenonti bud’ stejné jako u diploidnich parthenogenont a normalnich
embryi, jako dokladaji Liu et al. (2004), nebo 010 % sniZené, jak popisuji
Park et al. (2012). Mnozstvi nebylo na zkoumanych vzorcich kvantifikovano,
ale byla prokdzana ptitomnost Oct-4 v embryoblastu haploidnich, diploidnich
i tetraploidnich parthenogenetickych blastocyst.
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8.7 Nukleocytoplasmaticky pomer

Blastomery jsou propojeny tésnymi spojenimi (tight junctions, zonulae
occludentes). Pro rozvolnéni adheze membran je pouzivdno médium bez
vépenatych a hote¢natych iontli. Embrya v tomto médiu dekompaktuji a buriky
se zakulati. Je pak mozné presnéji zméfit jejich prumér (Pratt, 1987, citovano
ze Santalo et al., 1996). U mysich (Santald et al., 1996) i lidskych embryi
(Dumoulin et al., 1998) bylo prokdzano, Ze na dalsi vyvoj nema toto médium
negativni vliv. Pfesto nebyla méfend embrya ddle kultivovana, i z divodu, Ze

byla obarvena Hoechstem a exponovana zareni.

Dekompaktovand a obarvend embrya byla méfena na pocita¢i. Namérené
napriklad pouzitim laseru (Tsichlaki a Fitzharris, 2016) nebo inovativni metodou
s vyuzitim ultrazvukovych viln a fotoakustického jevu (Moore et al., 2016).
Vzhledem k pomérné vysokému poc¢tu méreni a ovlivnéni vSech skupin stejné

nepresnym postupem, mohly byt soubory porovnavany mezi sebou.

Bylo potvrzeno, Ze velikost jddra je ovlivhéna obsahem DNA. Objem jader
se zvétSoval s ploiditou, zatimco velikost blastomer byla v rdmci shodnych
vyvojovych stadii srovnatelna. Napriklad Smith a McLaren (1977) souvislost
mezi po¢tem chromosomu a velikosti jadra predpoklddali. K opa¢nému zavéru
vSak dosli Austin a Braden (1955), kteti uvadéji, Ze se od sebe tyto tfi skupiny

ve velikosti jddra nelisi.

Bylo zjisténo, Ze nukleocytoplasmaticky pomér roste s ploiditou a béhem
preimplanta¢niho vyvoje se postupné zvysuje: ve dvoubunéc¢ném stadiu byl
nizsi nez ve ¢tyrbunétném. Vyjimkou byla haploidni parthenogenetickd embrya,
ktera méla pomeér objemu jadra a cytoplasmy v obou stadiich stejny (0,033
a 0,034, p=0.052). Pomér diploidnich embryi se zmeénil z 0,038 na 0,058.
Stejny pomér jako diploidni ¢tytbuné¢nd pak meéla dvoubunéc¢na tetraploidni
embrya (0,057, p = 0.64), ktera se odliSovala az ve ¢tyrbuné¢ném stddiu, kdy se
jejich nukleocytoplasmaticky pomér zvysil na 0,070.

V rdmci vyvoje se nukleocytoplasmaticky pomér haploidnich parthenogenont
mezi dvoubunéénym a ctyrbunéénym stddiem statisticky neménil. Naopak
u diploidnich i tetraploidnich parthenogenetickych embryi se tento pomér lisil
vyrazné, priblizné o tfetinu. Exponencidlni nartst nukleocytoplasmatického
pomeéru doklddaji i Aiken et al. (2004). Zména poméru mezi témito stadii by
mohla souviset s aktivaci genomu, kterd u mysi probih4d jiz ve dvoubuné¢ném

stadiu (shrnuto ve Svoboda, 2017).
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8.8 Moznosti pokracovani

Zpocatku se velikost mitotického vieténka ridi vnitinimi procesy bunky a velikost
bunky pfimo limituje délku vieténka. Po druhé mitose se velikost bunék postupné
zmensuje a vieténko se rozmérove blizi pruméru bunky, takZe roli hraji patrné
i vngjsi vlivy (shrnuto ve Vazquez-Diez a Fitzharris, 2018). Pfi vétSim nez
normalnim obsahu cytoplasmy se vieténka netvori spravné, jsou Sirsi a delsi,
v dasledku ¢ehoz zpusobuji aneuploidie (Kyogoku a Kitajima, 2017). Proto
by mohly byt zjisténé vysledky doplnény métrenim velikosti déliciho vieténka
v jednotlivych stddiich, zda by se vieténka liSila svymi rozméry nebo morfologii.
Dalsi moznosti by mohla byt experimentalni zména objemu cytoplasmy
mikromanipula¢ni metodou. Naptiklad odebrat haploidnim parthenogenontim
c¢ast cytoplasmy, podobné jako experimentovali McGrath a Solter (1986), Evsikov
et al. (1990) nebo Karnikova et al. (1998). Dalo by se tak zjistit, zda lze
kompenzovat mensi objem haploidnich jader snizenim objemu cytoplasmy
natolik, aby méla upravend embrya normalni nukleocytoplasmaticky pomeér.
Co se tyce ptipravy a vyvoje parthenogenetickych embryi, od sedmdesatych
a osmdesatych let minulého stoleti se jejich vyzkum posunul natolik, Ze byla
derivovany haploidni embryondlni kmenové buriky fady mnoha druht Zivocichd,
dokonce i ¢lovéka. Pokud bude dikladnéji prozkoumano, jaké jsou hlavni faktory
ovliviiujici vyvoj embryi, mozna se v budoucnu do¢kdme i technik umoznujicich
implantaci a narozeni dalSich parthenogenetickych zvitat, obdobné jako tomu

bylo v ptipadé diploidnich bimaterndlnich mysi.
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ZAVER

Teoretickd Cast prace shrnuje dosavadni poznatky potrebné pro provedeni
a pochopeni experimentt této diplomové prace. V prvnich tfech kapitolach
je popsana priprava, vyvoj a vyuziti parthenogenetickych embryi a definovan
pojem nukleocytoplasmaticky pomeér.

Osvojila jsem si vSechny metody popsané v experimentalni ¢4sti, které vedly
k dosazeni pfredem stanovenych cilti prace. Byla ptipravena haploidni, diploidni
a tetraploidni parthenogeneticka embrya mysi, sledovan a vyhodnocen jejich
vyvoj monitorovacim systémem a ovérena ploidita a pluripotence ptislusnych
blastocyst. Nukleocytoplasmaticky pomér byl stanoven pro jednotlivé skupiny
embryi ve dvoubunéc¢ném a ¢tyrbunécném stadiu vyvoje.

Diploidni i tetraploidni embrya se vyvijela tspesnéji a rychleji nez ta
haploidni. Objem jadra se s ploiditou zvétSoval. Nukleocytoplasmaticky pomér
haploidnich embryi byl ve dvoubuné¢ném a Ctyrbunééném stadiu nizsi nez
u ostatnich skupin a ztstaval po rozdéleni ptiblizné stejny. Tento fakt by mohl
primo souviset s jejich opozdénym vyvojem. Pro rozliseni, zda je tato souvislost
pri¢inou, ¢i nasledkem, nabizi se v dalsim vyzkumu napriklad experimentalné
pridat nebo odebrat ¢ast objemu cytoplasmy mikromanipula¢ni metodou.

Pochopeni vyvoje haploidnich embryi nejen zefektivni derivaci kmenovych
bunék, ale ptispéje obecné k poznani v reprodukcni biologii, genetice a dalsich
pribuznych oborech. Studium zakonitosti kolem nukleocytoplasmatického
pomeéru je aktudlni i z hlediska klinické aplikace a pomuze s velkym mnoZstvim
dalsich neprobadanych problémi v buné¢né biologii a mediciné. Diky novym
technologiim a znalostem ma smysl se k dosud nevyfeSenym tématiim znovu
vracet, jak doklada tato diplomova prace zamétrena na vyvoj parthenogenetickych
embryi.
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