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Abstrakt

Mesenchymalni kmenové buriky (MSC) diky svym vlastnostem diferencovat
v jiné bunécné typy a migrovat do mista poranéni nasly Siroké vyuZiti v regenerativni
mediciné. Jejich snadna dostupnost spolu se schopnosti modulovat imunitni systém
je predurCuje k léCbé autoimunitnich onemocnéni nebo obnové poranénych tkani.
Stejné jako MSC i Sertoliho bunky (SeC) nachazejici se ve varleti maji velmi podobné
vlastnosti.

V laboratofi Skolitele byla zalozena bunécna kultura testikularnich kmenovych
bunék z varlat juvenilnich samcli drapatky tropické (Xenopus tropicalis) (XtTSC).
Kvdli jejich vizualizaci in vivo byla tato kultura bunék vykazujici vlastnosti MSC a SeC
transformovana plasmidovym vektorem kodujicim Cerveny fluorescencni protein RFP.
Cilem této diplomové prace bylo zkoumat chovani transformovanych XtTSC v zZivém
organismu. Z tohoto ddvodu byly buriky transplantovany do pulca X. tropicalis
ve stadiu 41. Nasledné byl vyhodnocen jejich migracni potencial. Aby bylo mozné
studovat také diferenciaCni potencial téchto bunék, bylo nezbytné zavést spolehlivou
techniku pfipravy fezovych preparata.

Na zakladé provedenych experimentu se podafilo zjistit, ze bunécna kultura
XtTSC obsahuje prekurzory SeC a peritubularnich myoidnich bunék, avsak in vivo
bunky zfejmé prechazi do dediferencovaného stavu podobného MSC, ktery jim

umoznuje migraci po téle pulce.

Klicova slova: testikularni kmenové bunky, Xenopus tropicalis, diferenciace



Abstract

Thanks to their ability to differentiate into variable cell types and migrate
to the site of an injury mesenchymal stem cells (MSC) are broadly used in regenerative
medicine. Their relative easy availability together with the property to control
the immune system determines them as a cure of autoimmune diseases or a recovery
of wounded tissues. Similar features posses Sertoli cells which take place
in the seminiferous tubule of testis.

Cell culture of testicular stem cells from juvenile male testes
of X. tropicalis (XtTSC) was established in supervisor’s laboratory. This cell culture
showing both MSC’s and SeC’s properties was transformed to carry red fluorescent
protein RFP. The aim of this diploma thesis was to investigate an behavior
of transformed XtTSC in living organism, therefore cells were transplanted
into the X. tropicalis tadpoles in stage 41. Subsequently, their migration potential was
explored. To study of XtTSC's differentiation potential it was necessary to introduce
a reliable sectioning techniques for the subsequent immunohistochemical analysis.

Based on our experiments, we found that the XtTSC's cell culture contains
precursors of SeC and peri-tubular myoid cells, however in vivo these cells turned
into the dedifferentiated MSC-like state allowing a strong migration through

the tadpole’s body.

Key words: testicular stem cells, Xenopus tropicalis, differentiation
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1 Zkratky

ALC
APC
APTS
DAPI
DNA
EGTA

EPO
FACS

FasL
FBS
FLC
GSC
HEPES
hCG
IC
IDO
LC
IL-10
IVF
LIF
LMA

MHC
MEMFA
MOPS

MMR
MSC

Adult Leydig cells / dospélé Leydigovy buriky

Antigen presenting cells / antigen prezentujici bunky
y-AminoPropylTrietoxySilan

4' 6-DiAmidino-2-Phenylindol

DeoxyriboNucleic Acid / deoxyribonukleova kyselina
Ethylen-Glycol-bis(B-aminoethylether)-N,N,N',N'-
Tetraacetic Acid

ErythroPOetin

Fluorescence Activated Cell Sorter /

tfidic bunék aktivovany fluorescenci

Fas ligand

Fetal Bovine Serum / fetalni hovézi sérum

Fetal Leydig cells / fetalni Leydigovy bunky

Germ stem cells / zarode¢né kmenovi bunky
2-[4-(2-HydroxyEthyl)Piperazin-1-yl]EthaneSulfonic acid
human ChorioGonadotropine / lidsky choriogonadotropin
Imprinting Cytology / ,obtiskova“ cytologie
Indoleamine-pyrrole 2,3 — DiOxygenase

Leydig cells / Leydigovy buriky

Interleukin - 10

In Vitro fertilization / umélé oplodnéni

Leukemia Inhibitory Factor

Low melting point agarose / agardza tajici pfi nizkych
teplotach

Major Histocompatibility Complex / Hlavni
histokompatibilni komplex

MOPS + EGTA + Magnesium sulfate + FormAldehyde
buffer

3-(N-MOrpholino)PropaneSulfonic acid

Mark's Modified Ringers buffer

Mesenchymal Stem Cell / mesenchymalni kmenové buriky



MyoD

PBS
PBST
PCR

PGC
PTMC
RFP
RLSC

RNA

RPMI medium
SC

SeC

SMA

SOX

SRY
SSC

SPRF

TGFB

TNB

TSC
XtTSC

Myogenic Differentiation protein / myogenicky diferenciacni
protein

Phosphate Buffered Saline / pufrovany fyziologicky roztok
PBS + Tween 20

Polymerase Chain Reaction / Polymerazova fretézova
reakce

Primordial germ cells / primordialni zarode&né burky
PeriTubular Myoid Cell / peritubularni myoidni buriky

Red Fluorescent Protein / Cerveny fluorescencéni protein
Resident Liver Stem Cells / rezidentni jaterni kmenové
bunky

RiboNucleic Acid / ribonukleova kyselina

Roswell Park Memorial Institute medium

Stem Cells / kmenové burky

Sertoli Cells / Sertoliho burky

Smooth Muscle Actin / actin hladké svaloviny

SRY-related HMG-box / se SRY pfibuzny protein z HMG
skupiny

Sex-determining region Y / oblast Y rozhodujici o pohlavi
Spermatogonial stem cells / spermatogonialni kmenové
bunky

Self-Pressurized Rapid Freezing / ,samopfretlakové
rychlozmrazovani*

Transforming Growth Factor B / transformujici rastovy
faktor 3

Tris-NaCl-Blocking buffer / tris-NaCl-blokovaci pufr
Testicular Stem Cell / testikularni kmenové buriky
Xenopus tropicalis Testicular Stem Cell /

testikularni kmenové burnky odvozené od X. tropicalis



2 Uvod

Dnes, vice nez kdy dfive, se lidé pfi zdravotnich komplikacich spoléhaji
na poznatky klasické mediciny. Rada novych terapeutickych postupt zamérenych
na IéCbu nejriznéjSich télesnych obtizi od nadorovych onemocnéni az po zranéni
pohybového ustroji je zaloZzena na aplikaci kmenovych bunék (Mardones et al. 2017,
Zhang et al. 2016). Etické normy omezuji vyuziti embryonalnich kmenovych bunék,
a proto se v zajmu regenerativni mediciny objevily mesenchymalni kmenové buriky
(MSC).

Ackoliv MSC nemaiji tak rozsahly diferenciacni potencial jako embryonalni
kmenové buriky, jsou diky svym pomérné snadnym zpusobum ziskani a schopnosti
migrovat po téle vhodnymi kandidaty pro léCebné ucely. MSC je mozné ziskat skoro
ze vSech organu a tkani dokonce i dospélého organismu (Squillaro et al. 2016).
Neprehlédnutelnou viastnosti MSC je také jejich imunomodulaéni pasobeni. Dokazou
ovliviiovat jak specifickou, tak nespecifickou imunitu nejen pomoci parakrinniho
pusobeni, ale také pfimym kontaktem s imunitnimi burikami (Gao et al. 2016).

Velmi podobnymi mechanismy pUsobi na imunitni system i Sertoliho buriky (SeC)
(Gong et al. 2017). V prenatalnim obdobi jedince jsou SeC kliCovymi regulatory
spravného vyvoje samcich pohlavnich organd. Po narozeni SeC udrzuji ve varlatech
homeostazi pro spravny vyvoj spermii a zaroven chrani vyvijejici se pohlavni bunky
pred imunitnim systémem. Také SeC jsou vyuzivany k I1é€eni zavaznych onemocnéni
jako je napfriklad diabetes typu 1 (Fallarino et al. 2009).

V laboratofi Skolitele se podafilo vytvofit kulturu testikularnich kmenovych bunék
z varlat juvenilnich samcu X. tropicalis (XtTSC), ktera in vitro vykazovala charakter
MSC a SeC. Bunécna kultura XtTSC byla transformovana nukleofekénimi Cinidly,
aby buriky exprimovaly Cerveny fluorescenéni protein RFP.

Vyzkum této diplomové prace byl zaméfen na studium vlivu transformovanych
XtTSC na zivy organismus po jejich transplantaci do dorzalniho peritonea pulcu
X. tropicalis. Pro dalSi experimenty bylo nezbytné vyvinout spolehlivou metodu
pripravy fezovych preparatl, ktera by umoznovala sledovat morfologii bunék i okolnich
tkani a umoznovala zkoumani diferenciaéniho potencialu XtSC pomoci

imunohistochemického znadeni.



3 Literarni prehled

3.1 Kmenové burnky

Kmenové bunky (SC) zajistuji vystavbu a obnovu organismu. Mezi jejich typické
rysy patfi sebeobnova a moznost vyvinout se v konkrétni bunécny typ. SC se také
vyznacuji setrvanim v tzv. GO fazi. Je to urcity souhrn procesu, pfi kterém bunka
udrzuje nizkou bunécnou aktivitu, aby pfedesla poskozeni DNA a jinych dulezitych
molekul a nevystavovala se oxidativnimu stresu. V literatufe se tento stav oznacuje
také jako quiesentni stav (Oulhen a Wessel 2017). Aby si zachovaly svij kmenovy
charakter, museji se délit asymetricky. Z matefské bunky tak vzejdou dvé dcefinné
buriky, z nichz jedna zlUstava kmenovou a druha nastoupi diferenciacni drahu a da
vzniknout specifické burice urcité tkané. Diky této schopnosti jsou kmenové buriky
ve stfedu zajmu hlavné v oblasti regenerativni mediciny (Wei et al. 2013).

Na zakladé diferenciacniho potencialu se SC déli na: totipotentni, pluripotentni,
multipotentni, oligopotentni a unipotentni. Totipotentni bunky jsou pouze zygota
a buriky vzniklé v prvnich délenich po oplozeni oocytu. Ty davaji vzniknout celému
embryu a také extraembryonalnim tkanim. V pridb&hu vyvoje jedince SC svij
diferenciaéni potencial ztraceji. V dospélém organismu se SC nachazeji jen
na urcitych mistech, ze kterych se uvolnuji napfiklad pfi regeneraci poskozenych tkani
nebo jejich obnové. Oznacuji se jako dospélé SC a fadi se k multipotentnim bufikam
(Maleki et al. 2014).

3.1.1 Mesenchymalni kmenové bunky

Mesenchymalni kmenové bunky (MSC) tvarem pfipominajici fibroblasty jsou
typem dospélych SC, to znamena, Ze se sebeobnovuji a jsou multipotentni. Dllezité
je také zminit, ze MSC jsou schopny aktivné migrovat a dostat se tak napfiklad
do poranéné tkané a zahajit regeneracni procesy (Qu a Zhang 2017, Lu et al. 2017).
Friedenstein a jeho kolegové poprvé MSC izolovali v roce 1967 z kostni dfené,
ale Casem byly MSC nalezeny i v mnoha dalSich tkanich (zobrazeno v tabulce 1)
(Wei et al. 2013, Squillaro et al. 2016).

Aby jakakoliv burika mohla byt nazvana mesenchymailni kmenovou burikou musi

splfiovat urcita kritéria. Témi jsou pfichyceni k plastovému podkladu za standardnich



kultivaCnich podminek, diferenciace ve vétSinu mesenchymalnich bunécnych linii,
nepfritomnost specifickych povrchovych markert pro konkrétni bunécné linie a zaroven
musi nést vybrané povrchové markery (Fregni et al. 2018).

Tabulka 1: Tabulka popisuje tkané, ze kterych je mozné izolovat MSC a zarovern jejich
diferenciac¢ni potencial. (Squillaro et al. 2016, Gao et al. 2016)

Mista izolace Diferenciace v

kostni dfen, zubni dien myocyty, tenocyty,

pupecni $ildra, placenta osteoblasty, chondrocyty,

MSC

tkan nervova, tukova, adipocyty

svalova, jaterni, plicni, buriky podobné

kozni neurondm,

pohlavni organy buriky epitelu

Pokud bunka nese na svém povrchu molekuly uvedené v tabulce 2 zaroveri ma
snizenou expresi MHC — | (hlavni histokompatibilni komplex |) a nenese zadné
proteiny komplexu MHC — Il (hlavni histokompatibilni komplex II) nebo marker(
hematopoetickych bunék uvedenych v tabulce 2 je povaZzovana za mesenchymalni
kmenovou buriku (Batten et al. 2007, Squillaro et al. 2016).

Tabulka 2: Tabulka obsahuje vypis markeri MSC a hematopoetickych bunék
(Batten et al. 2007, Squillaro et al. 2016).

Markery MSC

Markery hematopoetickych bunék

CD105 (endoglin, ktery je soucasti
receptoru transformujiciho ristového
hormonu 3 (TGFB))

CD11b (podjednotka integrinu a — M,
ktery se nachazi na povrchu mnoha

leukocytarnich bunék)

CD166 (aktivovana adhezni molekula
leukocytyckych bunék — ALCAM)

CD34 (marker hematopoetickych

kmenovych bunék)

CD73 (membranové vazana

ekto — 5' — nukleotidaza)

CD45 (bézny leukocytarni antigen)

CD44 (hyaluronanovy receptor)

CD14 (marker monocytt a makrofagu)

CD90 (povrchovy antigen thymocytu)

CD133 (marker endotelialnich bunék

nebo bunék progenitora)

CD31 (marker endotelialnich bunék,

T — lymfocytl a makrofagu)




Migwivs

jak specifické, tak nespecifické imunitni mechanismy. MSC ovladaji imunitni bunky
bud pfimym kontaktem, nebo na zakladé uvolfiovani solubilnich faktord
nebo-li parakrinni signalizaci. Diky pfimému mezibunéénému spojeni mezi MSC
a T-burikkami dokazou snizit jejich aktivitu a zaroveri podpofit narist populace
regulacnich T-bunék. Dendritické bunky jsou MSC podporovany v dozravani. DalSimi
burikami specifické imunity jsou B-buriky, které pod vlivem MSC redukuji nejen svuj
poCet ale také svoji aktivitu. Nespecifickym NK-burikam (tzv. pfirozeni zabijeci)
zabranuji MSC v proliferaci a snizuji jejich cytotoxicitu (shrnuto v Gao et al. 2016
nebo Ma et al. 2014). MSC dokaZou pfeprogramovat makrofagy z prozanétlivého
stavu na protizanétlivy nebo regulovat imunitni odpovéd pfimo v misté poskozené
tkané (Qu a Zhang 2017). Mezi hlavni molekuly sekretované MSC patfi HLA-G (lidsky
leukocytarni antigen G), TGFp (transformujici rustovy faktor ), PGE2
(prostaglandin E2), TNFAIP6/TSG6 (tumorovy nekroticky faktor a-indukujici protein 6),
HO-1/HMOX1 (hemova oxygenaza 1), IL-6 a IL-10 (interleukin 6 a 10),
IDO1 (indolamin-2,3-dioxygenaza 1), HGF (hepatocytarni rlstovy faktor),
LIF (leukémicky inhibicni faktor), NO (oxid dusnaty), cytokiny ICAM-1 (intercelularni
bunéna adhezni molekula 1), CXCL-10 (CXC chemokinovy ligand 10), CCL-8
(C-C motif chemokin 8) a dva transmembranové proteiny FasL (Fas ligand) a PD-L1/2
(programmed death ligand 1 a 2) (Galland et al. 2017, Lu et al. 2017). Liu et al. (2011)
dokonce zjistili, Ze MSC jsou schopné modulovat i rakovinné kmenové buriky produkci
IL-6.

Prestoze charakteristické rysy jsou pro vSechny MSC stejné je nutné brat ohled
na puvod MSC a jejich stafi. Napfiklad MSC ziskané z pupeéni $iAdry maji mnohem
veétsi diferenciani potencial nez MSC z jinych tkani (Xie et al. 2015). Nebo pokud jsou
mesenchymalni bunky vystavené nadmérnému stresu radé&ji nez programovanou
bunéCnou smrt voli senescenci (trvalé zastaveni bunééného cyklu (vice o starnuti
lidskych MSC v Turinetto et al. 2016).

Vzhledem k vlastnostem MSC a jejich pomérné snadnému ziskavani jsou tyto
kmenové bunky velice nadéjnymi kandidaty nejen pro |éCbu nerliznéjSich poranéni
ale i nemoci. Probihaji napfiklad uz klinické pokusy o l1é€bu diabetu typu 2 pomoci
MSC (shrnuto v Zang et al. 2017). Mardones et al. (2017) vyuzili uspésné MSC
pfi léCbé osteoartritidy, kdyz tyto bunky zavedli pomoci infuze pfimo do postizeného

kloubu. Jako alternativu kléCbé =zaloZzené na transplantaci Zivych bunék



Zhang et al. (2016) provedli studii na potkanech, ve které jim injikovali do poSkozené
chrupavky 100 ug exosoml odvozenych od lidskych MSC. Injekce exosomu byla
aplikovana jednou tydné po dobu 12 tydnu. Na konci experimentu krysy |éCené
exosomalnimi injekcemi mély v misté posSkozeni kompletné obnovenou chrupavku.

U potkanu oSetfenych roztokem PBS doslo pouze k zahojeni pomoci fibroblastu.

3.1.2 Testikularni kmenové burnky

Testikularni kmenové bunky tvofi zvlastni skupinu kmenovych bunék. Zahrnuji
totiz somatické i zarodecné kmenové buriky (GSC). GSC se ve varlatech vyskytuji
v podobé spermatogonialnich kmenovych bunék (SSC), které jsou unipotentni
s totipotentnim charakterem. SSC obstaravaji tvorbu spermii, které zajistuji prenos
genetické informace do dalSich generaci (shrnuto v Fayomi a Orwig 2018).
Somatickym kmenovym burikam varlete se také fika gonadalni a zajiStuji obnovu
somatickych testikularnich bunék. Patfi k nim progenitory Leydigovych bunék a MSC
(Gonzalez et al. 2009, Bai et al. 2018, Chikhovskaya et al. 2012).

Plivod gonadalnich SC byl dlouho nejasny. Chikhovskaya et al. (2014) prokazali,
Ze se jedna o typ MSC. Ve svych experimentech pracovali se vzorky odebranymi
z varlat zdravych pacientll a pacientu s tzv. idiopatickym Sertoli-cell only syndromem
(ve varlatech postizeného chybéji zarode¢né buriky). Izolované bunky byly nasledné
selektovany pomoci metody MACS (magnetic-activated cell sorting — rozdéleni bunék
na zakladé pfidéleného magnetického naboje) a matrix, aby vysledna bunécna kultura
obsahovala pouze MSC. Tyto bunky pak podrobili genové analyze, urcili specifické
povrchové markery a testovali in vitro jejich diferenciaéni potencial do tfi hlavnich
mesenchymalnich linii (osteo-, adipo- a chondrogenni). Ziskané bunécné kultury
vykazovaly vSechny specifikace MSC: pfichyceni k plastiku, exprese specifickych

povrchovych markeru a diferenciace do tfi mesenchymalnich linii.

3.2 Sam¢i pohlavni ustroji — varlata

U obratlovcd rozliSujeme dvé moznosti ur€eni pohlavni, environmentalni
a genetické. Pfi environmentalni determinaci hraje roli prostfedi v jakém se jedinec
vyviji, obvykle je to teplota, pH prostfedi nebo napfiklad koncentrace urcitych
chemikalii ve vodé. Tento typ uréeni pohlavi se objevuje hlavné u nizSich obratlovcu

jako jsou ryby a plazi. U vySSich obratlovcl je stanoveno pohlavi na zakladé genu,



které ziskal od svych rodicl, jedna se tedy o genetickou determinaci (Piprek 2010,
Olmstead et al. 2010).

Kazdé savCi embryo, ze kterého se vyvine samec s pohlavnimy chromozomy XY
nebo samice s pohlavnimi chromozomy XX na zakladé zdédénych gend, v sobé nese
zaklady obou pohlavnich ustroji. Do vyvijejicich se gonad migruji primordialni
zarodec¢né bunky (PGC). V gonadach jsou tyto bunky obaleny somatickymi burikami.
V pripadé, Ze jedinec nese Y chromozom, se ze somatickych bunék vyvinou Sertoliho
bunky (SeC), které dale fidi vyvoj varlat (shrnuto v Jgrgensen et al. 2015).
Brzy po osidleni gonad za¢nou SeC exprimovat gen SRY, ktery nasledné spusti
produkci transkripéniho faktoru SOX9 (Hanley et al. 2000). SeC diky chemotaktickym

signalum zaijistuji rozvoj varlat a migraci dalSich bunék (Ostrer et al. 2007).

3.2.1 Struktura varlete

Varlata zajistuji zrani pohlavnich bunék tzv. spermatogenezi. Dochazi pfi ni
k pfeméné diploidnich bunék spermatogonii (se dvémi sadami gena) v haploidni buriky
spermie (s jednou sadou gent). Varlata jsou tedy nutné rozdé&lena do dvou &asti. Cast
germinalni (nebo také tubularni) je pfimo odpovédna za spermatogenezi a Cast
intersticialni (nebo-li intertubularni), ktera ma podporujici funkci. Oba kompartmenty
jsou od sebe oddéleny basalni membranou a peritubularnimi myoidnimi burikami
(PTMC) (Uribe et al. 2015). V germinalni ¢asti varlete se nachazi germinalni epitel,
ktery se sklada ze dvou typl bunék, pohlavni buriky a Sertoliho bunky. Intersticialni
¢ast obsahuje Leydigovy bunky (LC), krevni vlaseCnice, makrofagy, zirné a neuralni
buriky a buriky pojivové tkané (Schulz et al. 2010).

Napfi¢ skupinou obratovct se vyskytuji dva zakladni typy spermatogeneze
(obrazek 1), které ur€uji strukturu varlete. U amniotickych obratlovcl, kam fadime
savce, plazy a ptaky, rozliSujeme tubularni spermatogenezi. Sam¢&i gamety se vyvijeji
ve vinach pfimo v semenotvornych kanalcich, kde SeC tvofi tzv. hematotestikularni
bariéru (obrazek 2) a béhem zrani spermii se neméni (Oatley a Brinster 2012). Druhym
typem je cysticka spermatogeneze, ktera probiha u anamniot, Ci-li u obojzivelnik(
aryb. Pfi ni se germinalni bunky vyvijeji v cystach, jez vznikaji v laliccich

semenotvornych kanalkl. V cysté se nachazi gamety i SeC, které spole¢né zraji.



Semenotvorné kanalky se
Sertoliho bunkami
Intersticium

Nadvarle

LalGcky
semenotvornych
kanalkd s cystami v
raznych stadiich

Obrazek 1: Zjednodusené schéma varlete savcu a obojzZivelnikt v pficném rezu. Nahore:
Varle savcli. Ve varleti jsou uloZeny sto¢ené semenotvorné kanalky, ve kterych dochazi
k dozravani spermii pod ochranou Sertoliho bunék (modré tec¢ky v kandlcich). Kanalky
postupuji dale do nadvarlete, z néjz uasti do chamovodu. Dole: Varle obojzivelnikd.
Semenotvorné kanalky obsahuji lalicky, ve kterych dozravaji cysty se zarodecnymi burikami.
Po dozrani zarodecnych bunék cysta praskne a spermie jsou vypusStény do kanalkd,
odkud pokracuji dale do nadvarlete. (pfevzato a upraveno z Yoshida 2016.)

Jakmile bunky v cysté dozraji, cysta praskne a spermie uvolni do semenotvorného

kanalku (obrazek 3) (Alevi et al. 2015).
% Spermie

o Spermatocyt
Sertoliho burika

Peritubularni
- myoidni burika

o Leydigova burka

Q Krevni vlaseénice

Bazalni
membrana

Obrazek 2: Schéma semenotvorného kanalku
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Sertoliho burika
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Sertoliho buriky
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Spermatid
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odvodny
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Obrazek 3: Cysticka spermatogeneze. Spermatogonie nachazejici se na konci lalicku jsou
obklopeny Sertoliho burikami (SeC). SeC vytvofi cystu, kde probiha spermatogeneze. Volné SeC
se béhem vyvoje spermii uchycuji na membranu cysty, aby se nasledné po jejim prasknutim staly
soucasti odvodného kanalku, ktery vede do semenotvorného kanalku. (pfevzato a upraveno

z Grier 1981)

3.2.2 Hlavni bunécné typy
Jak uz bylo zminéno vysSe pro vyvoj jedince samciho pohlavi je nutné, aby buriky

nesly ve své chromosomaini vybavé pohlavni chromozom Y. Na ném je tzv. gen SRY,

diky kterému se z nediferencovanych gonad vyvine samci pohlavni ustroji.

Diferenciace zacina z vrstvy coelomovych bunék hrani€icich s mesonephros

(Hacker et al. 1995). Brzy po genu SRY (11,5 — 12,5 den po oplozeni u mysi) pfebira
hlavni roli regulator morfogeneze Dhh (desert hedgehog) produkovany Sertoliho

bunkami. Parakrinnim plasobenim ovliviuje vyvoj fetalnich Leydigovych bunék (FLC)

a peritubularnich myoidnich bunék (Park et al. 2007).
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3.2.2.1 Leydigovy buriky

LC béhem svého vyvoje prochazi nékolika stadii, ktera muzeme rozdélit

na stadium fetalnich bunék a stadia dospélych bunék (ty jsou Ctyfi).
3.2.2.1.1 Fetalni Leydigovy burky

Pdvod FLC je ve vrstvé bunék coelomového epitelu migrujicich do gonad
béhem raného vyvoje embrya (Hacker et al. 1995). Coelomovy epitel je jednovrstevna
masa bunék, ktera pokryva coelomovou dutinu (spolu s pocatkem pohlavnich zlaz)
(Karl a Capel 1998). Tato masa bunék se dale rozdéli na dvé €asti, z nichz se pozdéji
vyvinou semenotvorné kanalky a interticium se somatickymi progenitory. Bunky
progenitorli, které exprimuji transkripéni faktor SF-1 (steroidogenic factor 1) daji
vzniknout populaci FLC a SeC (Chen et al. 2010).

Hlavni funkci FLC je syntéza androgenu (testosteron a 5a-dihydrotestosteron)
a Insl3 (insulin-like factor 3), ktery je kliCovy pro sestup varlat
(Teerds a Huhtaniemi 2015).

3.2.2.1.2 Dospélé Leydigovy buriky

Dlouhou dobu se spekulovalo o tom, odkud dospélé Leydigovy burky (ALC)
pochazeji. Mezi nejvice pravdépodobné tkané patfil coelomovy epitel
a/nebo mesonefros. Praci DeFalco et al. (2011) byl prokazan puvod ALC bunék
v coelomovém epitelu. Stejny plvod FLC a ALC vyvolava domnénku, Ze obé populace
sdileji stejnou ontogenezi, ktera je bézna u kmenovych bunék. Tuto hypotézu
podporuje fakt, Zze obé& populace syntetizuji stejné regulacni molekuly a markery.
Exprese Couptf-ll (chicken ovalbumin upstream promoter transcription factor II),
jakozto markeru progenitorovych bunék, byla zjisténa jiz ve fetalnich kmenovych
Leydigovych bunkach, jez daly vzniknout ALC (Kilcoyne et al. 2014). Proti tomu stoji
napfiklad prace Zhang et al. (2001) poukazujici na rozdily mezi funk&énimi vlastnostmi
obou skupin LC. Pfestoze jsou obé& skupiny ovliviiovany pusobenim luteinizaéniho
hormonu, FLC jsou na jeho hladinu pouze citlivé, kdezto ALC jsou pfimo zavislé
na jeho mnozstvi v krvi.

V poslednich letech se objevilo nékolik praci, které pomoci imunologickych
barveni a sekvenovani prokazaly rozdilny vyvojovy plan FLC a ALC
(Stévant et al. 2018). Liu et al. (2016) zjistili, Ze progenitory FLC a ALC jsou

11



oddélenymi populacemi bunék jesté pfedtim, nez se usidli v testikularnim interticiu,
tedy dfive nez se vlibec za¢nou rozvijet sam¢i pohlavni organy.

Vyvoj ALC se déli do Ctyr stadii: kmenové, progenitorové, nevyzralé a vyzralé
podrobné shrnuto v Chen et al. (2010) a jejich hlavni funkci je syntéza testosteronu
podilejiciho se na spravném vyvoji spermii a rozvoji sekundarnich pohlavnich znaku
(Teerds a Huhtaniemi 2015).

3.2.2.2 Peritubularni myoidni bunky

Peritubularni myoidni buriky (PTMC) jsou velmi tenké bunky pravdépodobné
pochazejici z mesenchymu. Nejsou tedy migrujicim typem bunék, ktery by se podilel
na embryonalnim zakladu varlete, ale jejich prekurzory se nachazi zfejmé
v intersticialnich progenitorovych burikach (Cool et al. 2008, Wen et al. 2016). Jelikoz
se PTMC nachazi vné semenotvornych kanalkud, obklopuji je dvé bazalni membrany,
jedna sméfuje do intersticia a k endotelialnim burikam a druha je bazalni membrana
germinalniho epitelu (Losinno et al. 2012). V mysSich varlatech tvofi PTMC jen jednu
vrstvu, kdezto u Clovéka se nachazi nékolik vrstev (Spinnler et al. 2010).

Jejich hlavnim ukolem je stah semenotvornych kanalku a tim vypuzeni zralych
spermii ve spolupraci se SeC. Velmi podstatné jsou také tzv. PModS (peritubularni
faktory, kterymi jsou ovliviiovany SeC). Parakrinnim pusobenim PTMC moduluji
uvolnovani nékterych dulezitych faktort ze SeC jako jsou napfiklad transferrin, inhibin
nebo androgen vazici proteiny. PTMC také sekretuji rizné cytokiny, rastové faktory
a proteiny extracelularni matrix (laminin, fibronektin, kolagen typu | a VI
a proteoglycany), ¢imz se podileji na vystavbé bazalni membrany
(Rebourcet et al. 2014, Thompson et al. 1995).

Za hlavni marker PTMC se povaZzuje a-aktin hladké svaloviny (a-Sma), ktery je
spolu s PMC-myosinem (isotyp myosinu Il, syntetizovany burikami PTMC) nutny
pro smriténi bunék (Fernandez et al. 2008, Losinno et al. 2012). Kontrakce
semenotvornych kanalkdl je fizena SeC a endotelialnimi bunfikami pomoci peptidu
endotelin-1 (Et-1) (Losinno et al. 2016).

3.2.2.3 Sertoliho buriky

SeC jsou jediné bunky somatického plvodu, které se nachazeji uvnitf
semenotvornych kanalkl. Specialni tésné spoje mezi jednotlivymi burikami rozdéluji

semenotvorné kanalky na ¢ast luminalni a bazalni (lliadou et al. 2015). Stejné jako
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FLC maji SeC plvod v coelomovém epitelu. Mezi 10,5 a 12,5 dnem po oplozeni
(u mysi) pre-Sertoliho bunky vlivem transkripcniho faktoru Sry spusti expresi Sox9,
¢imz se spusti kaskada morfogenetickych zmén dulezitych pro spravny fetalni vyvoj
varlat (Karl a Capel 1998, Liu et al. 2016, Stévantetal 2018,
Diaz-Hernandez et al. 2012). Sox9 je také odpovédny za zrani SeC. Kratce po jeho
aktivaci se pre-SeC zacnou hromadit okolo zarode¢nych bunék. Proliferuji tak dlouho,
nez obklopi masu zarode¢nych bunék a vzniknou tak kanalky. Tehdy se z pre-SeC
stanou nematurované SeC, které se dale mnozi a utuzuji mezi sebou spoje.
Optimalniho poctu SeC na kanalek je zfejmé dosaZeno na zakladé mechanickych
signali (Svingen a Koopman 2013). K dozrani SeC dochazi az béhem puberty,
kdy se mezi jednotlivymi burikami vytvofi tésné spoje. Poté se SeC jiz dale nedéli
(lliadou et al. 2015).

SeC jsou hlavnim a nezbytnym organizatorem spravného vyvoje varlat,
ale zaroven zabranuji rozvoji Zenskych pohlavnich organu (Stévant et al. 2018). Zralé
SeC vytvari hematotestikularni bariéru. U nesavcich obratlovcl dochazi k vytvoreni
barieéry jakmile je dokonCena meidza u pohlavnich bunék. Tato bariéra vytvafi rozhrani
mezi krvi a vnitini ¢asti semenotvorného kanalku (tzv. imunoprivilegovanym mistem).
V télech zivoCichll se nachazeji mista, ktera museji byt chranéna pred pfistupem
urCitych latek nebo imunitnich bunék, aby nebyla vyvolana imunitni reakce. Mohou
se v nich totiz nachazet bunky, které maji na svych membranach antigeny, jenz by
mohly byt rozeznany jako cizorodé. Je tak nutné vytvofit bariéru mezi krvi a urcitou
tkani. NejznaméjSimi bariérami mezi krvi a témito imunoprivilegovanymi misty jsou
hematoencefalicka, hematotestikularni, hematothymicka ¢&i placentarni bariéra.
Tyto bariéry nejsou jen fyzickymi pfekazkami, ale zaroven se v nich nachazeji buriky,
které dokazou uvolnovat latky, jimiz moduluji reakci okolnich bunék a tedy i téch
imunitnich (Kaur et al. 2014, Chui et al. 2011). SeC zajistuji nejen ochranu pohlavnich
bunék, ale také napomahaiji jejich proliferaci a béhem puberty fidi jejich mnozZeni
a diferenciaci, pfi€emz pohlcuji odlou¢enou cytoplazmu vzniklou b&éhem zrani spermii
a senescentni pohlavni bufky (Baazm et al. 2017). Aby SeC mohly byt témito
vSestrannymi iniciatory musi vylu€ovat fadu molekul, kterymi komunikuji s ostatnimi
bufikami. Patfi mezi né rizné hormony (inhibin B, anti-Mullerian hormon), rdstové
faktory (transformuijici ristové faktory a a 8, insulin-like rastovy faktor 1) transportni
proteiny a enzymy (transferrin, ceruloplasmin), cytokiny (interleukin 10) nebo také
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FasL (Fas ligand) a IDO (indolamin-2,3-dioxygenaza) dllezité pro modulaci zejména
T-lymfocytu (lliadou et al. 2015, Meinhardt a Hedger 2011).

Diky svym imunoprotektivnim vlastnostem jsou pfirovhnavany
k mesenchymalnim bufikdm (Gong et al. 2017). Casto jsou vyuzivany
pfi allo- a xenotransplantacich, kdy je tfeba, aby hostitelsky organismus nevyvijel
imunitni reakci s vlozenym tkanovym ¢i bunéCnym Stépem (vyuziti SeC
pfi transplantacich je shrnuto napfiklad v Mital et al. 2010).

Markery zralych SeC jsou hlavné vimentin a Sox9 (Chen et al. 2017,
Baazm et al. 2017, Chui et al. 2011).

3.2.2.4 Pohlavni bunky — Zarodec¢né burnky

Zarodecné bunky zajistuji pfenos genetické informace do dalSich generaci.
Mezi obratlovci jsou dva rlzné zpusoby urCeni zarodeCnych bunék: zdédénim
maternalnich determinant zarodecné linie nebo indukci signalnimi molekulami
(Mochizuki et al. 2018). Prekurzory zarodecnych bunék jsou nazyvany primordialni
zarodecné bunky (PGC). U zab jsou PGC odvozeny od blastomer s matefskymi
determinantami v cytoplazmé. Determinanty jsou znamé také jako zarodecCna plazma
a jejim ukolem je =zabranit transkripci a translaci genu predurcujicich bunfku
k somatickému osudu. Zaroven brani odpovédi na indukéni signaly okolnich bunék.
Inhibice somatickych vlivli pfetrvava az do stadia gastruly (Johnson a Alberio 2015).
Zarodec€na plazma je rozeznatelna i pod svételnym mikroskopem a jeji soucasti je
tzv. mitochondrialni mrak, ktery vznika po oplozeni na vegetalnim pélu. Odtud se pak
samovolné pfesunou do centra endodermu, z néhoz dale migruji do genitalni ryhy
(Kerr a Dixon 1974, Saito et al. 2014).

U savcl jsou PGC uréeny pomoci signalnich molekul. Nejvice prostudovano je
to u modelu mysi. PGC se nejdfive objevuji kolem 6,25 dne po oplozeni (u mysi)
v epiblastu, poté migruji do genitalni ryhy, kde mezi 12,5 a 14,5 dnem diferencuji
do pohlavnich bunék (Scaldaferri et al. 2015). NeZ dosahnou PGC gonad je nutné
inhibovat jejich transkripcni aktivitu. Zasadnimi inhibitory jsou Blimp1 a Prdm14,
jenz zajistuji represi somatickych gent zejména modifikaci histonl a zaroven
podporuji expresi genu nutnych pro obnovu PGC (napfiklad protein Stella)
(Irie et al. 2015, Hayashi et al. 2011, Mochizuki et al. 2018). Jakmile se PGC dostanou

do prostfedi pohlavnich organu je nutné inhibi¢ni faktory vypnout. Na tom se podileji
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predevsSim proteiny z rodiny BMP nebo také molekuly microRNA (Marlow 2015,
Donoughe et al. 2014).

Pfestoze jsou PGC povazovany za unipotentni buriky, jsou €asto zkoumany
kvuli jejich schopnosti pfemény v pluripotentni bunééné linie. Hlavni vyznam
pro konverzi PGC ma zifejmé koktejl ristovych faktortl SCF (faktor kmenovych bunék),
LIF (leukemicky inhibi¢ni faktor) a bFGF (bazicky fibroblastovy rlstovy faktor)
(Leitch et al. 2013).

3.3 Modelovy organismus — rod Xenopus

Obojzivelnici z rodu Xenopus jsou ve vyzkumu i mediciné velmi znamymi
a vyznamnymi modelovymi organismy. Koncem 30. let 20. stoleti se zacCali pouzivat
pro testovani gravidity. UmoZznovala to jejich citlivost k lidskému choriogonadotropinu
(hCG - lidsky choriogonadotropin), ktery se vyskytuje v moci téhotnych zZen. Injekce
malého mnozstvi moci s obsahem hCG u samicek drapatky vodni (Xenopus laevis)
stimuluje kladeni oocytd do 8-12 hodin (Gurdon a Hopwood 2000). Diky tomu,
Ze oplozeni i vyvoj jedincl probiha mimo télo samice a oocyty jsou veliké (1,5 — 2 mm),
je mozné jednoduse pozorovat morfologické zmény na embryich €i s nimi manipulovat.
Zabi zarodky jsou velmi odolné viigi vn&jsim chirurgickym zakrokdm. Do oocytd
drapatek je mozné injikovat roztoky nukleovych kyselin Ci jinych, napfiklad radioaktivné
znacenych latek. Do €asnych zarodkl (blastula) €i pulct je mozné transplantovat
buriky a pozorovat jejich migraci a diferenciaci (Tlapakova et al. 2016).

Rod Xenopus se vyznacCuje pomérné nenarocnymi podminkami chovu,
at jiz z hlediska krmeni &i prostfedi. Mezi dalsi klady téchto obojzivelniku také patfi
velké mnozstvi potomkd, ktefi se relativné rychle vyvijeji. Vyhodou je také znacna
podobnost nékterych organu s Clovékem, napfiklad v pfipadé plic, brzliku nebo slinivky
(Harland a Grainger 2011; Kashiwagi et al. 2010).

NejCastéjSimi druhy uzivanymi jako modelové organismy v laboratofich jsou
Xenopus laevis a Xenopus ftropicalis. Prestoze X. laevis je déle vyuzivany
pro vyzkumné ucely, v posledni dobé je vice upfednosthovan Xenopus tropicalis,
jehoz genom je na rozdil od tetraploidni drapatky vodni diploidni. Srovnani obou druht
je mozné shlédnout v tabulce 3. V laboratofich se dnes nejvice uziva pét linii Xenopus
tropicalis, linie Nigerian, Ivory Coast, Yasuda, Asashima a Golden
(Kashiwagi et al. 2010).
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Tabulka 3: Porovnéani Xenopus leavis a Xenopus tropicalis (Kashiwagi et al. 2010)

X. laevis X. tropicalis
Genom allotetraploid diploid
Velikost oocytt =1,2 mm ~0,7 mm
Pocet oocytl na jedno nakladeni 1 000-9 000 300 -1 000
Dosazeni pohlavni dospélosti (po metamorféze):
samice 10 — 24 mésicu 30 tydnu
samec 6 mésicu 22 tydnu

3.4 Histologické metody - priprava fezovych preparatu

Pro identifikaci bunék v téle jedince se nejbé&znéji pouzivaji histologické metody.
Z téla jedince se odebere vzorek, z néhoz jsou vytvoreny fezové preparaty, které jsou
pak nasledné znacCeny. ZnacCeni umoznuje rozliSovat nejen jednotlivé typy bunék
ale i metabolity €i proteiny, jez bunky vytvareji ¢i je produkuji. Tkan z organismu
se muze odebrat dvéma zplsoby a to bud' z Zivého jedince, E¢emuz se fika biopsie,
nebo z mrtvého téla, coz je oznaCovano jako nekropsie. Po odbéru tkané je nutné
vzorek fixovat, aby nedochazelo k degradaci bunék diky vlastnim enzymum
a pusobenim vnéjSich vlivu.

Fixace vzorku muze byt provedena v zasadé dvéma zplsoby €i pouzitim
kombinace obou pfistupl. Prvnim typem fixace je tzv. fyzikalni metoda. Vyuziva se
pfi ni vysoka €i naopak nizka teplota. Fixace teplem je Casto vyuzivana v mikrobiologii,
kdy se na podlozni sklicko nanesou bakterie a sklicko je protazeno nad plamenem
kahanu. Pro fixaci tkané se v laboratofich vyuZziva fizeny ohfev v mikrovinné troubé
pfi teploté kolem 50°C. Problémem &asto byva degradace rtiznych proteinu v burikach.
Ve studii z roku 2015 ovéfovali ucinnost tepelné fixace pfi 95°C po dobu 30 vtefin.
Tento zpUsob fixace je efektivni proti jednofetézcovym RNA virdm a Gram-negativnim
bakteriim, ale zaroven je také mozné takto fixované vzorky tkané vyuzit
pro proteinovou/peptidickou i lipidickou analyzu (Cazares et al. 2015).

Pfi péstovani bunélnych kultur se Casto vyuziva fixace mrazem a vzorky
se poté dlouhodobé uskladriuji. Nevyhodou je, Zze pfi zamrazovani dochazi k tvorbé
mikrokrystal(l vody uvnitf tkané ¢i bunék, které mohou vzorek poskodit. Aby se vzniku
krystali pfredeS$lo, uZivaji se tzv. kryoprotektiva. Ta jsou ale pro burky toxicka,
coz snizuje celkovou zivotaschopnost rozmrazenych bunék. Huebinger et al. (2016)
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dokazali techniku kryofixace vylepSit diky optimalizaci metody SPRF
(Self-Pressurized Rapid Freezing / ,samopfetlakové rychlozmrazovani®), zaloZzené
na vytvoreni vnitfniho pretlaku diky expanzi vody a hexagonalniho ledu, coz vede
k vitrifikaci (jev, pfi kterém se latka pfeméni na nekrystalickou amorfni pevnou latku).
Za téchto okolnosti neni nutné uzivat kryoprotektiva a vzorek je mozné rozmrazit
a bézné uzivat.

Druhy typ fixace, tzv. chemicka metoda, je zalozena na uziti fixaCni tekutiny,
do které je vzorek ponofen nebo je (v pfipadé Zivocichll) tekutina vstfiknuta do téla
organismu. Mezi nejCastéji uzivané fixacni tekutiny patfi formaldehyd ¢i methanol.
V publikaci Lerch et al. (2017) autofi sledovali prabéh fixace vzorku formaldehydem.
Pfi experimentu sledovali dva typy fixace formaldehydem. Prvni byla zaloZena
na Sestihodinové inkubaci tkané ve fixacni tekutiné pfi 4°C nasledované 1 hodinou
fixace pfi 45°C. Druhy zplUsob obnaSel fixaci za pokojové teploty po 24 hodin.
K analyze pouZili 34 druhll zdravé lidské tkané a 12 typa poSkozenych tkani. Zjistili,
ze difuze tekutiny je pro kazdou tkan specificka, a liSi se dokonce i zdrava tkan
od nemocné, prestoze pochazeji ze stejného organu.

Po fixaci je nutné vzorky pfipravit na krajeni, nejCastéji se vzorky zalévaji
do parafinu a poté se kraji na mikrotomu. Vzniklé fezy maiji tloustku 6-10 ym. Vyhodou
takto pfipravenych preparatl je jejich dlouha zZivotnost. Vzorky mohou pfi spravném
provedeni postupu a skladovani vydrzet i nékoli desitek let. Toho se da vyuzit
predevSim pfi sledovani vyvoje pacientova stavu, napfiklad pfi biopsiich nadorovych
tkani, nebo jako ucebnich pomucek pfi vyu€ovani studentd. Dlouho se myslelo,
ze tkané fixované ve formalinu a zalité do parafinu se nedaji jiz dale pouzivat pro dalsi
diagnostické metody jako je sekvenovani DNA ¢i PCR (polymerazova fetézova
reakce). Diky rozvoji technologii v3ak byla tato domnénka vyvracena.

Ve studii Einaga et al. (2017) podrobili parafinové fezy srovnani s Cerstvé
odebranou a zmrazenou tkani. Zjistili, Ze vzorky pfipravené parafinovou metodou jsou
stejné vhodné pro dalsi sekvenovani jako vzorky z Cerstvé tkané. Ve studii pouzivali
prevazné tkan odebranou z potkanu, ale také lidska jatra. Navic popsali postup,
jak nejlépe oSetfit odebranou tkar, aby se co nejméné ponicila struktura DNA. Zaméfili
se také na vzorky, které uz byly imunohistochemicky obarveny. Zkoumali jejich kvalitu
pro dalSi pouziti, a dokonce se snazili odhalit, kde v pribéhu postupu barveni dochazi
k nejvétSimu poniceni DNA v burikach. K tomu dochazi pfi oSetfeni vzorku citratovym

pufrem, ktery se pouziva k odhaleni epitopu, jez by mohly byt v disledku fixace skryty.
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V obdobné studii podrobovali zkoumani vzorky pfipravené formalinovou fixaci
a zalité do parafinu (Iddawela et al. 2017). Tentokrat se vyzkumnici zaméfili na kvalitu
vzorkl z hlediska studia molekularnich markerd. Soustfedili se na rakovinové markery
a to zejména na markery rakoviny prsu. | oni dospéli ke zjisténi, Zze parafinové fezy
maji mnohostranné vyuziti. Z 63 testovanych pacientek probéhla uspésna extrakce
DNA u 43 a v pfipadé RNA ziskali 52 vzork(l. Odebrané vzorky pak byly testovany
na genovou expresi a analyzu poctu kopii v genomu.

| pfes vySe zminéné studie neni nejlepSim feSenim pro rlizné tkané. Alternativni
pristup predstavuje metoda kryosekce, pfi niZz se vyuziva pfistroj kryomikrotom
(kryostat). Fixované vzorky jsou zality do specialniho media, po jehoz zatuhnuti je
mozné vytvaret fezy o velikosti kolem 10 pym v prostfedi od -10 do -25°C.

Preparaty zpracované pomoci kryosekce jsou vhodné pro rychlou diagnostiku.
Vyhodou je, Ze se odebrana tkan nemusi fixovat a odpada i nutnost nékolika denni
pfipravy preparatu, jak je tomu u standardnich parafinovych fezu. Je vSak nutné
podotknout, Ze kryofezy jsou vice nachylné na poskozeni, a jelikoz nejsou fixované,
jejich Zivotnost je znacné snizena. Stava se také, ze pfi Spatném postupu pfipravy
se pfi zamrzani vzorku vytvofi v tkani krystalky, které mohou vzorek ponicit. Navic je
tato metoda nachylnéjsi na vznik artefaktu.

Studie Mahadevappa et al. (2017) zkoumala efektivitu stanoveni diagnézy
pravé pomoci kryofezU a tzv. metody Imprinting Cytology (IC)'. Na 62 pfipadech
pacientek s rakovinou prsu ukazali, Ze senzitivita (hodnota urc€ujici pravdépodobnost
pozitivniho vysledku testu u osoby s rakovinou), specificita (ur€uje pravdépodobnost
negativniho vysledku u osoby bez rakoviny) a pfesnost obou metod presahuje
ve vSech pfipadech 95 %. Pro ovéfeni spravnosti dosazenych vysledkl pouzivali
klasické parafinové fezy vytvorfené z odebranych tkani. Rozdil mezi kryofezy a IC je
v rychlosti stanoveni diagnézy a v ziskanych poznatcich. Metodou IC je mozné
stanovit pouze to, zda-li se jedna o maligni nebo benigni nador. Kryofezy jsou schopné
rozliSit i mezi jednotlivymi stadii nadoru. Ale v porovnani s IC je jejich pfiprava ¢asové
l€ékafi v nékterych pfipadech FeSit zdravotni komplikace pacienta jiz béhem daného

zakroku.

' Na sklicko je nanesen maly fez tkané, u které chce chirurg Zjistit, zda je maligni ¢i nikoli. Tento fez je
poté fixovan v 95% ethanolu po dobu 5-6 s a nasledné obarven standardnim hemaxylin-eosinovym
barvenim. VSe se déje pfi operaci pacienta, ktery je v anestezii.
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PrestoZze se metoda kryosekce vyuZiva i pfi experimentech s zabami rodu
Xenopus (Tam et al. 2015), ukazala se jako nevhodna pro nase ucely.

Treti technikou uZitou k pfipravé fezovych preparatl byly vibratomové fezy.
Pfiprava vzorkl pro fezani zahrnuje zaliti do agaru ¢&i specialnich médii. Po zatuhnuti
jsou bloCky s tkani vloZeny do vaniCky s neutralnim roztokem (napfiklad PBS).
Samotné fezani je provadéno velmi rychle se kmitajici ziletkou. Ackoliv je znamo,
Ze vibratomové fezy hufe zachovavaji morfologii a zanechavaji na preparatech stopy
fezani, jsou vyuzivané pfedevSim v imunohistochemickych technikach
(Ward et al. 2007).

Ulmer et al. (2017) pouzili vibratomové fezy ke zkoumani genu Goosecoid
a jeho vliv na vyvoj jedince. Na mysich a Zabich (Xenopus) embryich potvrdili jeho
zasadni roli jakozto embryonalniho organizatora a nové objevili jeho novou funkci
v inhibici Wnt/PCP (planar cell polarity) drahy, ktera reguluje tzv. konvergentni extenzi
(proces, pfi kterém bunky cilené migruji, a dochazi tak k restrukturalizacim tkani).
Médium na zalévani histologickych vzorku obsahovalo smés Zelatiny a albuminu,
vytvorené fezy mély pak tloustku 30 pym.

Takeé Lau et al. (2017) tézili z vyhod, které poskytuje technika vibratomovych
fezl, ke studiu neurovaskularniho systému u pulct X. /laevis. Ve svych experimentech
pomohli objasnit, jak je udrzovana neurovaskularni nika ve vyvijejicim se mozku. Pulci
ve stadiich 40 az 47 (to odpovida stafi zhruba 2 az 5 dni po oplozeni) byli fixovani
ve 4% paraformaldehydu, aby jim bylo mozné odebrat mozky. Ty byly nasledné zality
do média obsahujiciho opét albumin a Zelatinu s pfidavkem glutaraldehydu.
Z preparatu byly po zatuhnuti vytvareny fezy o tloustce 40 pm.

Stejné jako ve studii Blackinston et al. (2010) byla v této diplomové praci vyuzita
agaroza k vytvofeni fezovych preparati pulch. Agaréza predstavuje levnégjsi

Vv s

ktery je toxicky.

19



4 Cile

4.1 Studium migraéniho potencialu transfekovanych
testikularnich kmenovych bunék (XtTSC)

u pulct X. tropicalis
4.2 Optimalizace metody pro pripravu rezovych preparatu

4.3 Studium migraéniho a diferencia¢niho potencialu
testikularnich kmenovych bunék (XtTSC) na fezovych

preparatech pulcu X. tropicalis

20



5 Materialy

5.1 Modelové organismy

V diplomové praci byli k pokusim uziti jedinci druhu Xenopus tropicalis,
ktefi jsou chovani na PfF UK. Konkrétné se jednalo o kmeny Nosek PfF UK, Ivory
Coast (imbredni kmen) a Nigerian Strain (outbredni kmen). Kmen Nosek PiF UK je
kmen vySlechtény pfimo na PFirodovédecké fakulté. Pokusni ZivoCichové z kmene
Ivory Coast a Nigerian Strain laboratof obdrzela od European Xenopus Resource
Centre (Portsmouth).

K transplantacim testikularnich kmenovych bunék z X. tropicalis (XtTSC) byli
primarné pouzivani jedinci kmene Nosek PfF UK.

V chovech na fakulté se udrzZuje teplota mistnosti okolo 26°C. Do plastovych
kadi je vzdy rozdéleno 60-80 jedincu, ktefi jsou chovani v pitné vodé s pfidavkem
morské soli (25 g na 100 1). Zabi embrya, pulci a mladé Zaby jsou chovani oddé&lené
v mensich plastovych nadobach. Pravidelna udrzba nadob a krmeni se uskuteCiuje

kazdy pracovni den.

5.2 Roztoky

5.2.1 Roztoky na IVF (/In Vitro Fertilization)

20x MMR: 2M NaCl; 40mM KCI; 20mM MgClz; 40mM CaClz; 100mM HEPES;
deionizovana Hz20; pH upraveno na 7,7-7,8

0,05x MMR: 2,5 ml 20x MMR; dopInéno deionizovanou H20 do 1000 ml; pH 7,7-7,8
0,05x MMR + Gentamycin: 2,5 ml 20x MMR; dopInéno deionizovanou H20 do 1000 mi;
1 ml Gentamycinu; pH 7,7-7,8

1x MMR + Gentamycin: 5 ml 20x MMR; doplnéno deionizovanou H20 do 100 ml;
100ul Gentamycinu; pH 7,7-7,8

2,2% roztok cysteinu: 0,5 ml 20x MMR; dopInéno deionizovanou H20 do 100 ml;
2,2 g L-cysteinu; pH 7,7-7,8

1% roztok agarézy v 0,05x MMR
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5.2.2 Roztoky pro transplanta¢ni experimenty

Ficoll: 0,5 ml 20x MMR, 0,1 ml Gentamycinu; 6g Ficoll; doplnéno deionizovanou H20
do 100 ml; pH 7,7-7,8

0,2% MS-222, uspavaci roztok: 0,2 g MS-222; 0,2 g NaHCOs; 100 ml destilované H20
0,4% MS-222, usmrcovaci roztok: 2 g MS-222; 2 g NaHCOs3; 500 ml destilované H20

5.2.3 PBS

10x PBS (phosphate buffered saline): 136 mM NaCl; 1,5 mM KCI; 8,1 mM Na2HPOg4;
2,25 mM KH2POg4; pH 7,35

1x PBS: 1 dil 10x PBS, 9 dilt destilované vody

2/3 PBS: 2 dily PBS, 1 dil destilované vody

5.2.4 Fixacni roztoky

3,8% formaldehyd v 1x PBS: 40 ml formaldehydu; 36 ml 10x PBS; 324 ml destilované
vody

10x MEMFA: 20,926 g 1M MOPS; 7,608g 20mM EGTA, 2,465 g 10mM MgSOa4
rozpustit ve 100 ml destilované vody (pomoci NaOH upravit pH na 7,8)

Fixaéni MEMFA: 1 dil 10x MEMFA, 1 dil 38% formaldehydu, 8 dilu destilované vody

5.2.5 Roztoky pro kryosekce

7,5% sacharoza ve 2/3 PBS
15% sachar6za ve 2/3 PBS
30% sacharéza ve 2/3 PBS
7,5% Zelatina v 15% sacharéze ve 2/3 PBS
15% Zelatina v 15% sacharoze ve 2/3 PBS

20% zelatina v 15% sacharéze ve 2/3 PBS

5.2.6 Roztoky pro pripravu vibratomovych fezu

3% agardza 1x PBS
PBST: 100 ml 1x PBS; 0,1 ml Tween 20
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5.2.7 Blokovaci roztok

TNB: 0,1M Tris-HCI; 0,15M NaCl; 0,5% Blocking Reagent (Boehringer Mannheim
GmbH)

5.2.8 Bélici roztok (bleaching solution)

5 ml: 3,5 ml 100% metanol; 0,5 ml 30% H202; 1 ml deionizované vody

5.2.9 Benzparafin

1 dil parafinu ku tfem dilim benzenu

5.3 Chemikalie

38% Formaldehyd 30251 (Lach-Ner)
Agaréza 50004 (Lonza)

Cystein C7352 (Sigma-Aldrich)

DAPI DES1000L (Intimex)

Ficoll F4375 (Sigma-Aldrich)

MS222 A5040 (Sigma-Aldrich)

Triton X-100 36324N (BDH)

Tween 20 (Sigma-Aldrich)

Parafin Paraplast Plus 502004 (McCormick Scientific)
Sacharéza 84100G1000 (Penta)
Zelatina 1040781000 (Emprove)
Mowiol/DAPI

Metanol (Penta)

Etanol (Penta)

MOPS (Sigma-Aldrich)

MgSOs4 (Penta)

Benzen10720-11000 (Penta)

Etanol absolutni 71250-11000 (Penta)
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5.4 DalsSi materialy

5.4.1 Antibiotika

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

5.4.2 Hormony

Lidsky hCG C1063 (Sigma-Aldrich)

5.4.3 Protilatky

Primarni protilatky:

1E12 (anti-actinin; Developmental Studies Hybridoma Bank) — fedéni 1:4

14h7 (anti-vimentin; Developmental Studies Hybridoma Bank) — fedéni 1:40

D7F2 (anti-MyoD; Developmental Studies Hybridoma Bank) - fedéni 1:20

TBX20 (marker progenitort kardiomyocytl; Aviva Systems Biology) — fedéni 1:300
Zn12 (povrchovy marker neuralnich bunék; Developmental Studies Hybridoma Bank)
- fedéni 1:500

anti-Sma (Sigma-Aldrich) — fedéni 1:400

anti-Sox9 (Sigma-Aldrich) — fedéni 1:300

Sekundarni protilatky:

Alexa 488 anti-mouse (Thermo Fisher Scientific) — fedéni 1:500
Alexa 555 anti-mouse (Thermo Fisher Scientific) — fedéni 1:500
Alexa 488 anti-rabbit (Thermo Fisher Scientific) — fedéni 1:500

5.4.4 Material pro pripravu fezovych preparatu

Podlozni skla Superfrost (Thermo scientific)

Podlozni skla (P-Lab)

Ziletky (Astra Superior Platinum)

Zamrazovaci blo¢ky Cryomold Biopsy 4565 (Tissue-Tek®)
Zamrazovaci médium: O.C.T.™Compound 4583 (Tissue-Tek®)
Kultivaéni desticky (P-Lab)

Petriho misky (P-Lab)
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5.4.5 Pristroje

Binolupa Stemi 2000 (Zeiss)

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

Countess® Automated Cell Counter (Invitrogen)
Elektroforeticky zdroj Power station 300 (Labnet Internacional)
Fluorescenéni binolupa Olympus SZX16 (Olympus Optical)
Fluorescenéni mikroskop Olympus BX40 (Olympus Optical)
Mikroinjektor IM 300 (Narishige)

Mikrotom HM 310 (Microm)

Kryostat CM3050 S (Leica)

Vibratom VT 1200S (Leica)

Nahfivaci ploténka VD-1 (Vezas)

Vodni lazenn Techne TE 10D Tempette (Techne)
Hybridiza¢ni pec HO - 10 (Stovall Life Science)

6 Metody

V laboratofi vyvojové biologie byla zaloZena bunécna kultura z varlat juvenilnich
samcu Xenopus tropicalis z linie lvory Coast (Tlapakova et al. 2016). Primarni kultura
byla vytvofena z varlat odebranych jedincim Sest mésict po metamorféze. Explantaty
byly uchovavany 5 dni pfi 29,5°C a 5,5% CO:2 atmosféfe bez jakéhokoli zasahu.
Primarni kultura byla pfipravena celkem tfikrat, pokazdé z jiného jedince, ale vSechny
kultury vykazovaly stejné morfologické a molekularni biologické vlastnosti
pfi dlouhodobé kultivaci a naslednych experimentech.

Pro kultivaci testikularnich bunék z X. tropicalis bylo vyvinuto specialni RPMI
médium obohacené o pyruat sodny, 2-merkaptoetanol a rekombinantni mysi
leukemicky inhibi¢ni faktor. Médium se méni kazdé tfi dny a buiky se pasazuji jednou

za dva tydny.
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6.1.1 Transgenni testikularni bunééna kultura

Do testikularnich kmenovych bunék byl nukleofekci zaveden plazmidovy vektor
ISpBSIISK-CAG-Katushka RFP. Po mésici kultivace byly buriky pozitivni na expresi

Katushka RFP vyselektovany metodou FACS na zakladé fluorescencéniho signalu.

6.2 IVF

P¥i in vitro fertilizaci (smichani oocytu se spermiovou suspenzi v Petriho misce)
bylo dulezité vyvoj aktivovanych a oplozenych oocytl pozastavit (synchronizovat).
Ktomu byl vyuzit roztok o vysoké iontové sile, 1x MMR. Gentamycin slouZil
pro ochranu vyvijejicich se zarodku pfed bakterialni infekci. Po 3-5 minutach
od aplikace spermiové suspenze k oocytum byla Petriho miska zalita roztokem
0,05x MMR, jehoz nizky obsah iontd umoznil znovuzahajeni embryonalniho vyvoje.
Oocyty drapatek mély na svém povrchu relativné silny gelovy obal, ktery bylo nutné
po 20-25 minutach od oplozeni odstranit roztokem 2,2% L-cysteinu, ten byl
pfipravovan vzdy Cerstvy, max. 2 hodiny pfed oplozovaci procedurou. Roztoky MMR
byly pfipravovany zpravidla 1-2 dny pfed pokusem. V této dobé byly také chystany
Petriho misky, jejichz dno se pokryvalo 1% roztokem agarézy rozmichané
v 0,05x MMR.

Den pfed samotnym IVF bylo dvéma az ¢tyfem samicim X. tropicalis injikovano
15 IU hCG (pozdéji navyseno na 30 IU) do lymfatického vaku. Rano v den experimentu
dostaly samice dalSi injekci s hormonem, tentokrat 150 IU (pozdé&ji zvySeno na 300 1U).
Zhruba Ctyfi az pét hodin po podani druhé davky hormonu samice zapocaly klast
oocyty. V této dobé byl také zabit samec (vloZzenim do 0,4% roztoku MS-222),
dekapitovan a byla mu odebrana varlata, ktera byla uloZzena do misky obsahuijici
médium L15 s 10% FBS (fetalni hovézi sérum).

Samice pak byly vykladeny do vétSi Petriho misky s nékolika mililitry
1x MMR + Gentamicin. Pro uvolnéni spermii byl z varlete vytvofen homogenat v 500 pl
média L15 s 10% FBS, ktery se pfidal k oocytim rozvrstvenym po dné misky. Spermie
se za kratko navazaly na oocyty. Dvé minuty poté byl do misky pfidan roztok
0,05x MMR, ktery se nechal ucinkovat 10 minut a nasledné byl odstranén. Oplozené
oocyty byly ponofeny do roztoku 2,2% L-cysteinu. Vzapéti byly oocyty pfevedeny
na misku s agarozou, kde probéhl vybér spravné se vyvijejicich zygot a €asnych

embryi (hodnocené znaky: priamér zhruba 1 mm, zfetelné oddélena animalni a
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vegetalni polovina se stejnomérné zbarvenou cytoplazmou, vyskyt tmavsi zony v misté
vniknuti spermie). Tato embrya se bud nechala dale vyvijet nebo byla pouZita

pro transplantacni pokusy.

6.3 Transplantace

K transplantaci XtTSC byly pouzity tenké sklenéné kapilary, jejichz hrot byl
upraven tésné pred mikroinjekcemi. Aby se s transplantovanymi bunkami lépe
manipulovalo a bylo zajiSténo pfesné mnozstvi injikovanych bunék, byla suspenze
bunék (5 pl) napipetovana na kousek parafilmu a poté nasata do kapilary. Bunky byly
rozfedény v médiu obsahujicim LIF. Do blastul bylo injikovano 10 nl smési,
jez obsahovala zpravidla 100 bunék (vypoéteno z objemu pfipravené smeési
a zméfeného pocCtu bunék), do embryi ve stadiu 41 (stdadia se urCovala
podle Nieuwkoop a Faber 1994) bylo transplantovano 40 nl coz odpovida zhruba
poc¢tu 1000 bunék.

Samotna transplantace se uskutecCnila v Petriho miskach s agar6zou v roztoku
Ficollu, aby se zamezilo uniku bunék z vytvofeného vpichu. Pfi mikroinjekcich pulct
bylo do roztoku Ficollu pfidano 10-15 kapek imobilizacniho agens (0,2% MS222
v 0,2% NaHCO:s). Tlak v kapilafe byl nastaven na asi 8,5 psi. Injikovana embrya byla
po transplantaci pfenesena do nové misky vylité agarézou a s roztokem 0,05x MMR

s pridanym Gentamycinem. Schéma provadéni vpichu je znazornéno na obrazku 4.

Obrazek 4: Schéma mikroinjikace do dorzalniho peritonea.

27



6.4 Pozorovani mikroinjikovanych embryi X. tropicalis a
Ffezovych preparatt

Zkoumani fezovych preparatt nebo Zivych embryi (pfi analyze se pulci uspavali
uspavacim roztokem MS-222) probihala na fluorescenénim mikroskopu
Olympus BX40 (Olympus Optical) a na fluorescenéni binolupé Olympus SZX16
(Olympus Optical).

6.5 Optimalizace metody pripravy rezovych preparati

Pfed zavedenim protokolu pro novou metodu pfipravy fezovych preparatt byly
vSechny preparaty fixovany ve 4% formaldehydu do dobu 24 hodin pfi teploté 4 °C.
Po vytvoreni stalého protokolu k nové metodé se zaCala embrya fixovat v MEMFA
roztoku, ten by mél byt k vzorkim obojzivelnikd SetrnéjSi. Pokud neni feCeno jinak,

probihaly véechny pokusy pfi pokojové teploté.

6.5.1 Parafinové rezy

Fixovani pulci (v roztoku formaldehydu) byli Sestkrat promyti kohoutkovou
vodou. Poté odvodnéni ve vzestupné fadé etanolu (30% -> 50% -> 80%), pokazdé
tfikrat po 5 minutach pro kazdou z koncentraci, vSe pfi pokojoveé teploté. Nasledovala
5 minut dlouha inkubace ve 100% etanolu a dalSi dvakrat opakované 10-minutové
promyvani v benzenu. Potom byly preparaty zality benzparafinem a ponechany
v termostatu pfi 60 °C na 20 minut. Vzorky se pak presunuly do misky s parafinem
a poté byly opét vraceny do termostatu pfi stejné teploté tentokrat na 1 hodinu.
Nasledné byl kazdy pulec umistén do stfedu kazdé formy, a takto pulci zustali
pfi pokojové teploté az do druhého dne, kdy se vilozili na 30 minut do lednice.
Po zchlazeni byl ze vzorku pfipraven bloCek na Ffezani tak, aby samotna tkan
vyplhovala co nejvétsi prostor v blo¢ku.

Z fadné pfipevnéného blocku byly vytvareny fezy o sile =8 um. Ty byly nasledné
pfeneseny na podlozni sklicka na kapku destilované vody. Sklicka byla pfedem

vyhfata na ploténce.
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6.5.2 Kryosekce

Pfiprava preparatd pomoci kryostatu nezajistuje vétSinou takovou kvalitu
vytvofenych Fezl jak je tomu u zalévani do parafinu, je vSak vhodna pro Fezani tkani
znacenych vitalnimi flourescencnimi barvickami.

Tkan je fezana pfi teplotach okolo -20°C (teplotu je mozné pfizpUsobit typu
vzorku). Vytvofené fezy byly poté pfeneseny na ploténku. Pro kryosekce jsou
vyrabéna specialni sklicka, ktera maji upraveny povrch poly-L-lysinem, aby na nich
preparaty lépe drzely. Tkané zalité v O.C.T. médiu byly pfipevnény pomoci stejného
média k disku na vzorky, ten byl vlozen do drzaku na vzorky. Po zatvrdnuti byl opét
vytvofen bloCek a ten byl nasledné Fezan na platky libovolné velikosti (od cca 5 um

po 300 um). V tomto pripadé byly vytvareny fezy o tloustce 5-15 um.

6.5.2.1 Prosyceni preparati sacharézou a Zelatinou

Aby se zabranilo vytvoreni krystalu vody, byly vzorky prosycovany vzestupnou
fadou sacharozy. Pulci byli umisténi do 50ml zkumavek s konickym dnem, do kterych
se roztoky prfidavaly i odebiraly pomoci tenké Pasteurovy pipety. Nejprve se vzorek
promyval od formaldehydu pétkrat po 3 minutach v 2/3 PBS. Nasledovala inkubace
v 7,5% sacharodze asi 2,5 hodiny (nez se pulec ponofil) v lednici. Poté byl vzorek zalit
15% sachar6zou a opét uchovavan v lednici, po zhruba 2,5 hodinach (zase
do ponofeni pulce) byla sachar6za odstranéna a pfidana 7,5% zZelatina, v niz vzorek
zustaval pres noc (12 hodin) ve vodni lazni ohfaté na 37 °C. DalSi krok zahrnoval zaliti
15% Zelatinou a opét 12hodinova inkubace ve vodni lazni. Poslednim krokem bylo
pfidani 20% Zzelatiny a nasledné ponechani vzorku ve vodni lazni po 12 hodin.
Prosyceni zelatinou bylo pozdéji zcela vynechano a nahrazeno inkubaci vzorku
v 30% sachardze pres noc.

Takto pfipravené vzorky byly zastfizenou plastovou pipetou preneseny
do zamrazovacich blo¢kl a pomoci jehly byly umistény na stfed kazdého bloc¢ku.
Vzorek byl pfemistén do mrazaku nebo rovnou do kryostatu (-20 °C) a ¢ekalo se az
sacharéza zatuhne, coz trvalo asi 1-2 hodiny. Tyto vzorky nebylo dale nutné zalévat

do O.C.T. média. Pomoci média se pouze pfipevnily k disku na vzorky v kryostatu.
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6.5.3 Vibratom — priprava rezovych preparatu

BloCek s pulci byl pfichycen na specialni disk pomoci vtefinového lepidla.
Disk se vzorkem byl poté vloZen do vani¢ky s vyvySenym podstavcem na dné, kde byl
disk upevnén diky magnetliim jak v disku tak ve vani¢ce. Do vaniCky byl poté nalit
roztok, nejCastéji 1x PBS. V pfipadé poloautomatického vibratomu (ktery byl uzit
v experimentech v ramci této prace) byla uzivatelem nastavena poloha Ziletky, rychlost
pohybu ramena se Ziletkou a amplitudu kmitu ziletky. Taktéz byla nastavena i sila fezl
nebo poloha celého stoleCku se zminénou vanickou. Pfed fezanim bylo vzdy nutné
nakalibrovat cely pfistroj pomoci VibroChecku.

Pulci byli fixovani v MEMFA roztoku pfi 4°C pfes noc, ale ne déle jak 24 hodin
(pfi pokojové teploté stacila 2hodinova fixace). Nasledovalo nékolikanasobné promyti
ve 100% metanolu. Takto pfipravené vzorky se mohly uchovavat v mrazaku (-20°C)
minimalné rok (avSak aby nevznikaly nezadouci artefakty, skladovali jsme embrya
nejdéle po dobu pul roku). Vzorek v metanolu bylo nutné rehydratovat v sestupné
metanolové fadé (90 % -> 75 % -> 50 % -> 25 %), kdy metanol byl fedén roztokem
PBST. Posledni v fadé bylo promyti v 1x PBS. Kazdy krok byl opakovan tfikrat po dobu
5 minut. Rehydratovany vzorek byl pfenesen do 15ml zkumavky s kénickym dnem
obsahujici asi 10 ml 3% roztoku agardzy. Zkumavka byla vioZzena do hybridizaCni pece
vyhiaté na 48°C a ponechana v ni pfes noc pfi mirnych otackach. Druhy den byl pulec
pfesunut do 24jamkové nebo 12jamkoveé kultivacni destiCky tak, aby byl cely zalit
v agaréze, a byl umistén na stfed jamky. DestiCka byla vioZzena na 5-10 minut
do mrazaku, ze kterého byla nasledné vyjmuta a prfesunuta do lednice, kde se vzorek
uchovaval do samotného fezani (ne vSak déle jak 1 den).

Po upevnéni preparatu na disk, byla vaniCka naplnéna vychlazenym 1x PBS.
Podle typu tkané v pulci se rychlost pohybu Ziletky udrzovala mezi 0,18 — 0,3 mm/s
a amplituda byla nastavena na 0,45 mm pfi sile fez( 30 — 40 um. Vytvorené fezy se
z roztoku prenasely pomoci sklenéné pipety bud na sklicko, nebo do 6jamkové
kultivaéni destiCky. Po vyméné pouzitého PBS za novy roztok mohly fezy byt takto

uchovavany po dobu jednoho tydne.

6.6 Imunohistochemické metody

Parafinové preparaty byly pfipravovany klasickym zplUsobem, kdy se fezy
deparafinovaly a nasledné obarvily pomoci DAPI, ktera znacli jadra bunék.
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Kryofezy nebyly nijak obarveny. Pro pozorovani bylo vyuzito vlastni fluorescence
exprimovaného RFP proteinu v transplantovanych burikach.

Rezy z vibratomu byly vioZeny do 0,1% roztoku Tritonu X-100 fedéného 1x PBS
na 1 hodinu. Nasledovalo promyvani v 1x PBS tfikrat po 5 minutach. Aby byla
zablokovana nespecificka vazebna mista, na ktera by se mohly navazat protilatky, byly
fezy presunuty do blokovaciho roztoku TNB na 1 hodinu. Poté se fezy nechaly
inkubovat s roztokem primarni protilatky (fedénym na dany pomér roztokem TNB)
pres noc pfi 4°C. Dale se fezy opét promyvaly v 1x PBS tfikrat pokazdé 5 minut.
Sekundarni protilatka se s fezy inkubovala 1,5 hodiny zakryta pfi pokojové teploté,
aby se zabranilo vysviceni fluoroforu. Sekundarni protilatka se také fedila pomoci
roztoku TNB. Po inkubaci se fezy opét promyly 1x PBS tfikrat po 5 minutach. Pokud se
fezy obarvovaly v kultivaCni destiCce, pfenesly se nasledné na podlozni sklicko.
Rozprostiené fezy byly poté potazeny tenkou vrstvou mountovaciho média Mowiol

s fluorescencni barvou DAPI a byly zakryty krycim sklickem.
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7 Vysledky

Veskera fotodokumentace vznikla ve spolupraci s vedoucim laboratofe

doc. RNDr. Ing. Vladimirem Krylovovem, Ph.D. a s Mgr. Xuan Nguyen, Ph.D.

7.1 Studium migraéniho potencialu testikularnich

kmenovych bunék X. tropicalis

Pfi transplantacich byly testikularni kmenové bunky z bunécné kultury
juvenilnich samcl X. tropicalis (XtTSC) injikovany do pulcd pochazejicich z IVF.
Mikroinjekce byly aplikovany do peritonei pulcu ve stadiu 41, kterého dosahne embryo
dva dny po oplozeni. Toto stadium bylo vybrano hned z nékolika davodd. Vzhledem
ke svému mirné zplostélému tvaru bylo snazsi do embryi zavadét kapilary. Navic se
v tomto stadiu teprve zacina utvaret travici soustava, coz znamena, Ze pfi injikaci
do peritonea je riziko poSkozeni vyvijejiciho se pulce minimalni. V neposledni fadé tato
dutina umoznuje XtTSC snadny pfistup do ostatnich Casti téla, kam nasledné migruiji.

Do peritonea se zavadélo 40 nl suspenze bunék, tedy 1000 bunék na jednoho
pulce. Na obrazku 5 jsou nejCastéjSi i méné Casté oblasti migrace XtTSC po jejich
transplantaci. Nejvice se bunky stahovaly do oblasti stfeva a srdce, pomérné
frekventované byly bunky také pozorovany v oblasti hlavy (nékdy pfimo v oku), fidCeji
se pak objevovaly v ocasni Casti, konkrétné v genitalni ryze. Je patrné, Ze bunky
po vpichu inhed zacaly migrovat po téle pulce, na obr. 5A je pulec necely den
po transplantaci XtTSC. Pulci byli nasledné fixovani ve stadiich 41, 45, 48, 52,
coz odpovida stafi dvou dnl, péti dnl, jednoho tydne a jednoho mésice
(Nieuwkoop a Faber 1994).

Pouze nékolik pulct se dozivalo jednoho mésice a vice. Mnoho jedincu bylo

vr wawvzs

odumirala po transplantacich XtTSC a v pribéhu jejich dalSiho vyvoje.
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Obrazek 5: Vysledky studia migracniho potencialu XtTSC po transplantaci do dorzalniho
peritonea pulcu X. tropicalis ve stadiu 41. A — pulec den po transplantaci, buriky se dizi
v oblasti pronefros, ale jsou patrné take v ocasni cCasti (zvyraznéno bilymi trojuhelni¢ky).
B — pulec 3 dny po transplantaci, buriky se vyskytuji kolem pronefros a objevuji se | v hlavové
Casti. C — pulec 3 dny po transplantaci, buriky se vyskytuji v oblasti stfeva a pronefros.
D — pulec 20 dni po transplantaci, bunecna sit’ mikroinjikovanych bunék se tahne od stfeva az
k hlavé, buriky se nachazi v oku, srdci, stfevé a pronefros (pfevzato a upraveno
Z Tlapakova et al. 2016). Méfitko na kazdém obrazku odpovida 300 um.

7.2 Optimalizace metody pripravy rezovych preparati

V ramci optimalizace pfipravy fezovych preparatd byly postupné otestovany ffi
pFistupy: 1) zaliti preparatu do parafinu s naslednym fezanim na mikrotomu,

2) kryosekce a 3) fezani agarézou zalitého preparatu na vibratomu.

7.2.1 Mikrotom (data nezverejnéna)

Jako prvni byla zvolena klasicka metoda pfipravy fezovych preparati pomoci
mikrotomu, tedy pfiprava parafinovych fez(l. Pfedchozi experimenty zavedené
minulou diplomantkou Helenou Fuxovou byly zaloZzené na prosycovani fixovanych

pulcl roztoky sachardzy a Zelatiny, avSak dosahovaly neuspokojivych vysledku.

33



Tkan na fezech byla zdeformovana, potrhanda, anebo vypadavala. Data z fezu zalitych
do parafinu bohuzel nejsou k dispozici, protoze jejich kvalita byla na stejné urovni,
nebo jesté horsi, nez v pfedchazejicich pokusech uskutecnénych v laboratofi.
Domnivali jsme se, Ze problém s vypadavanim kusu tkané z fezu je zpusoben
Spatnou pfilnavosti preparatu ke skli¢ku. Proto jsme zkusili pouzit rizné typy sklicek
nebo upravit jejich povrch. V prvnim experimentu jsme zkous$eli 4 typy: sklicka ur€ena
pro kryofezy, sklicka oSetfena 2% roztokem APTS (y-aminopropyltrietoxysilan),
sklicka pokryta 1,5% zZelatinou a sklicka s 1,5% Zzelatinou s pfidavkem CrK(SOas)2.
Dosli jsme k zavéru, ze nejlepSich vysledkl jsme dosahli s obéma roztoky Zelatiny.
Na druhou stranu se nam nepodafilo uplné odstranit problémy s vypadavanim cCasti
tkani a nebylo mozné pfistoupit k naslednym krokim nutnych pro identifikaci bunék.

Zameéfili jsme se proto na pfipravu preparatli pomoci kryostatu.

7.2.2 Kryorezy

Metodika vychazela z postupu zavedeného v laboratofi Helenou Fuxovou,
ktery, jak bylo zminéno vySe, spocival v prosycovani fixovanych pulct roztoky
sachardzy a Zelatiny. Tento pfistup byl zdlouhavy a nedosahovali jsme uspokojivych
vysledkd. Casti tkani i nadale z fez(i vypadavaly, a proto jsme cely postup upravili.
Inkubaci v Zelatiné jsme nahradili dalSim roztokem sachardzy, ktery byl dvakrat
koncentrovanéjSi nez ten predchozi. Postup zahrnoval inkubaci v 7,5% sachardze asi
2,5 hodiny (nez se pulec ponofil) v lednici. Nasledné byl vzorek zalit 15% sachar6zou
a opét uchovavan v lednici, nez se pulec ponofil (tedy zhruba 2,5 hodiny).
Jako posledni se pulec nechal prosytit 30% sacharézou v lednici pfes noc. Nasledujici
den byla embrya zastfizenou plastovou pipetou pfenesena do zamrazovacich bloc¢kd,
které byly uloZzeny do mrazaku nebo rovnou do kryostatu (-20 °C). Po jejich zatuhnuti
(1-2 hodiny) byly vzorky upevnény na drzak kryostatu a fezany na 5-10 mikrometrové
fezy.

Nejlepsi vysledky jsou znazornény na obrazku 6. Tato technika nam
umoznovala vytvofit fezy bez ztraty tkani. BEhem zdokonalovani této metody jsem
Zjistila, Ze kazdé stadium vyZaduje jinou teplotu pfi fezani. Tedy ¢im starsi pulec byl,
tim niz8i teplota objektu (drzaku se vzorkem) v komofe kryostatu se musela nastavit.
Problém v&ak byl v rozeznavani morfologie tkani a typd bunék. Mohli jsme pozorovat,

zda na$e buriky v pulci jsou, ale nevédéli jsme, ve které konkrétni ¢asti téla se nachazi,
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300 pm

Obrézek 6: Rezovy preparat mikroinjikovaného pulce ve stédiu 45 vytvofeny pomoci
kryostatu. A — foceno pfi prochazejicim svétle, B - fluorescence XtTSC exprimujicich RFP,
C — spojeni pfedchozich snimku. Méfitko vSech obrazk( odpovida 300 um.

nebo jestli se méni jejich morfologie. Zaroven bylo tézkeé zajistit, aby pfi kazdém Fezani
vznikl preparat vhodny k pozorovani.

Zasadni prekazkou zkoumani vyvoje mikroinjikovanych bunék byla
neschopnost vytvofeni Fezovych preparatd zjedincl starSich nez jeden tyden
(po oplozeni) pfi pouziti metody kryosekce. Zaméfili jsme se tedy na treti zplsob

pFipravy fezovych preparatl pomoci vibratomu.

7.2.3 Vibratom

V prvnich experimentech, jsme uzivali zalévaci médium, které obsahovalo
albumin a pro zatvrdnuti bylo nutné pouzivat glutaraldehyd. Albumin Iépe interagoval
s lipidy na povrchu embryi a glutaraldehyd umoznil prositovani ostatnich molekul

v roztoku. Na obrazku 7 jsou velmi zfetelné struktury srdce i neuralni trubice.
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Obrézek 7: Rezovy preparét z pulce ve stédiu 48 vytvoreny pomoci
vibratomu, zalévaci medium s albuminem a glutaraldehydem.
Jadra jsou znadena DAPI, NT — neuralni trubice, S — struktura srdce.
Méfitko odpovida 900 um.

Abychom se vyhnuli manipulaci s toxickym glutaraldehydem, bylo pfedchozi
zalévaci meédium nahrazeno agar6zou. |Inspiraci nam byla prace
Blackinston et al., 2010, ve které vzorky fixuji pomoci roztoku MEMFA a preparaty
zalévaji do low melting agar6zy. Jakmile byla metoda standardizovana, zvolili jsme
i my SetrnéjSi zpUsob fixace vzorkd pomoci roztoku MEMFA a nahradili tak stavajici
fixaCni roztok 4% formaldehydu.

Z duavodu vysSich pofizovacich nakladu na low melting agardzu postup pfipravy
preparatu pro vibratom jsme optimalizovali s pouzitim bé&zné dostupné agardzy
pro elektroforézy. Jednokrokovy proces zalévani do 4% agardzy jsme rozdélili
na dvoukrokovy. Napfed probéhlo prosyceni sacharézou postupné od 7,5% pres 15%
az na 30%, z niz byl pulec pfeveden do 5% agarozy, ve které se nechal zatuhnout.
Pomérné cCasto vSak dochazelo k vypadavani casti tkani ze zatuhlé agardzy.
Proto jsme se rozhodli nahradit pfi prosycovani vzorku roztok sacharozy
za 1% agarézu. Vzorek tak byl inkubovan v 1% agar6ze pres noc pfi 37 °C, ktera se
pak diky nizSi hustoté mohla |épe dostat do pulce a vyplnit ho. Druhy den byl vzorek
prenesen do Cisté kultivaéni destiCky a zalit 5% agardzou, v niz se nechal zatuhnout.
S timto postupem jsme méli vétsi uspésnost, na obrazku 8A je fez pulce ve stadiu 41

(prafez hlavou, na kterém jsou patrné struktury obou oc€i). Pfesto ale bylo tézké
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predikovat, zda bude fezani spolehlivé. Nebylo vyjimkou, Ze se vzorky pfi fezani
rozpadaly, protoze nevydrzely napor vibrujici Ziletky. PfedevSim starSi stadia byla

velice choulostiva a ¢asto se trhala.

zalévaci medium agaréza. A — Rez hlavou pulce ve stadiu 41, jadra
barvena DAPI, NT - neuralni trubice, Zluté trojuhelnicky oznacuji
strukturu o¢i. B — Rez pulcem ve stadiu 52, NT — neuralni trubice,
S — struktura srdce. Méfitko u obou obrazkt odpovida 900 um.

Rozhodli jsme se tehdy vyzkousSet inkubaci v 3% agar6ze pfes noc
bez nasledného preneseni do koncentrovangjSiho roztoku. Takto koncentrovana
agardza nesla vyhody obou pfedchozich. Byla natolik husta, aby tvofila podporu tkani

pfi fezani a zaroven byla dostate¢né tekuta, coz umoznovalo lepS$i prostoupeni vzorku
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a vyplnéni dutin. Toto spolu se zdokonalenim samotného procesu fezani nam
umoznilo pfipravovat fezové preparaty i ze starSich pulcl, jako na obrazku 8B, kde je

prufez télem pulce starého 1 mésic.

7.3 Studium diferenciacniho potencialu testikularnich

kmenovych bunék X. tropicalis

Po uUspésném zavedeni metody pfipravy fezovych preparatl nasledovalo
imunologické znaceni, které je nezbytné pro studium diferenciacniho potencialu
XtTSC. ProtoZe jsme ovéfovali hypotézu, Zze XtTSC maji mesenchymalni charakter,
a navic se nam zdalo, Ze vytvareji neuronim podobné struktury, zac¢ali jsme postupné
zkoumat, zda transplantované buriky obsahuji markery typické pro jednotlivé druhy
bunék. Znaceni pomoci protilatky ZN12, ktera se vaze na neuralni povrchovy marker,
se zprvu jevilo pozitivné, ale pfi pozorovani konfokalnim mikroskopem jsme zjistili,
Ze bunky pouze kopiruji linii nervovych vlaken (obrazek 9).

Protoze transplantované bunky pochazeji z bunécné kultury vytvorené z varlat,
rozhodli jsme se pro znaceni bunék proti vimentinu (protilatka 14h7), jakoZto markeru
Sertoliho bunék a také bunék migrujicich, proti SOX9 (marker testikularnich bunék)
a proti a-actinu z hladké svaloviny (marker myoidnich bunék - SMA). Snimky
vibratomovych fezl pulct zalitych v agaréze byly pofizovany v den transplantace,
nasledujici den po transplantaci a 30 dni po transplantaci bunék.

Obrazek 10 ukazuje silnou expresi vimentinu v transplantovanych burikach
u vSech zkoumanych stadii pulct. Kolokalizace signall protilatky s RFP pozitivnimi
burikami naznacuje, ze se muze jednat o SeC nebo o migrujici mesenchymaini buriky,
pro které je exprese vimentinu také typicka.

Na obrazku 11 je vidét, Ze kolokalizaCni signal z transplantovanych
RFP pozitivnich bunék a protilatky proti SOX9 se objevuje az mésic po transplantaci.
To muize potvrzovat moznou diferenciaci mikroinjikovanych bunék do linie SeC
nebo do chondrocytl, pro které je exprese SOX9 také typicka. Nepfitomnost
kolokalizaéniho signalu v pfedchozich stadiich by mohla znacit dediferencovany stav
bunék umoznujici migraci po téle pulce.

Pfi znaCeni a-actinu (obrazek 12) se neobjevil zadny kolokalizacni signal

protilatky s RFP pozitivnimi bunkami. To potvrzuje pfedchozi domnénky

38



b

o .
Obrazek 9: Vibratomovy rez pulce zaliteého v agaréze ve stadiu 52, znaceni
protilatkou ZN12. A - fluorescence RFP v mikroinjikovanych burikach, B — znaceni
povrchového markeru neuronu protilatkou ZN12, C— jadra bunék obarvena DAPI,
D — spojeni predchozich snimka, bila Sipka oznacuje délici se buriky (snimky pofizené
konfokalnim mikroskopem). Méritko odpovida 200 um.

o dediferencovaném stavu bunék, nebo jejich probihajicim vyvoji sméfujicimu do linie
SeC.

Tyto pokusy potvrzuji hypotézu, Zze bunécna kultura vytvofena v laboratofi
Skolitele obsahuje progenitory SeC a PTMC se sklonem k diferenciaci do SeC. Bunky
po transplantaci jsou schopné migrovat do vSech ¢asti téla, ale nedokazi se

diferencovat v jiny bunéény typ a zachovavaiji si svij pavodni charakter.
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Obrazek 10: Vibratomové Ffezy mikroinjikovanych pulcu zalitych v agaroéze,
imunohistochemické barveni proti vimentinu. A, B — pulec fixovany v den transplantace
bunék. C, D — pulec fixovany den po translantaci bunék. E, F — pulec fixovany 30 dni
po transplantaci bunék. Na vSech snimcich je patrna kolokalizace RFP pozitivnich bunék spolu
s protilatkou znacici vimentin. A, B, C, D — méfitko odpovida 300 um. E - méfitko odpovida
900 um. F - méritko odpovida 200 um. A, C, E — snimky pofizeny pomoci binolupy.
B, D, F — jadra znacena DAPI, snimky pofizeny fluorescenénim mikroskopem. NT- neuralni
trubice. (prevzato a upraveno z Tlapakova et al. 2016)
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Obrazek 11: Vibratomové fezy mikroinjikovanych pulcti zalitych v agardze,
imunohistochemické barveni proti SOX9. A, B — pulec fixovany v den transplantace bunék.
C, D — pulec fixovany den po translantaci bunék. E, F — pulec fixovany 30 dni po transplantaci
bunék, na obou snimcich je bilymi trojuhelni¢ky vyznaéena kolokalizace RFP pozitivnich
bunék spolu s protilatkou znacici SOX9. Coz muZe vypovidat o mozné rediferenciaci
injikovanych bunék smérujici k linii SeC. A, B, C, D — na snimcich se neobejvuje Zadny
kolokalizacni signal RFP pozitivnich bunék s protilatkou znacici SOX9, méritko odpovida
300 um. E, F - méfitko odpovida 900 um. A, C, E — snimky pofizeny pomoci binolupy.
B, D, F — jadra znac¢ena DAPI, snimky porizeny fluorescenénim mikroskopem. NT — neuralni
trubice. (prevzato a upraveno z Tlapakova et al. 2016)
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Obrazek 12: Vibratomové rezy mikroinjikovanych pulcu zalitych v agardze,
imunohistochemické barveni proti SMA. A, B — pulec fixovany v den transplantace bunék.
C, D — pulec fixovany den po translantaci bunék. E, F — pulec fixovany 30 dni po transplantaci
bunék. Na Zadném snimku se neobejvuje kolokalizacni signal RFP pozitivnich bunék
s protilatkou znacici SMA. To muze znamenat bud’ setrvaly dediferencovany stav bunék, nebo
jiz zapocaty vyvoj bunék do linie SeC. A, B, C, D — méritko odpovida 300 um. E, F - méritko
odpovida 900 um. A, C, E — snimky porizeny pomoci binolupy. B, D, F — jadra znacena DAPI,
snimky porizeny fluorescenénim mikroskopem. NT — neuralni trubice. (pfevzato a upraveno
Z Tlapakova et al. 2016)
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8 Diskuze

Do pulcl byla mikroinjikovana suspenze transformovanych bunék, které v sobé
nesly gen pro cerveny fluorescencni protein RFP. Bunécna Kkultura s takto
modifikovanymi burikami byla zaloZena z varlat juvenilnich samclt X. tropicalis
(drapatky tropické) v laboratofi vedouciho prace. In vitro tyto bunky vykazovaly
charakter mesenchymalnich kmenovych bunék, a zaroven exprimovaly markery bunék
Sertoliho. Cilem této prace bylo nejen vytvofit stabilni protokol pro pfipravu fezovych
preparatl, ale také zkoumat migracni a diferenciacni potencial téchto bunék

po transplantaci do ranych stadii pulcu.

8.1 Studium migraéniho potencialu testikularnich

kmenovych bunék XtTSC u pulct X. tropicalis

PFi transplantacnich pokusech se podafilo potvrdit, ze XtTSC si udrzuji svuj
mesenchymalni kmenovy charatker také in vivo. XtTSC se po mikroinjikovani
do peritonea pulcu nej¢astéji shlukovaly v bfiSni dutiné a kolem srdce, ale také v ramci
nékolika malo hodin po translantaci migrovaly do jinych tkani, kde bud zustavaly
a mnozily se, nebo uhynuly. Velice ¢asto byly pozorovany v oblasti hlavy, kde se
vyskytovaly pfedevSim kolem hlavnich nervovych drah. Zfidka byly pozorovany
v ocasni ¢asti pulce nebo v genitalni ryze.

Pravé migrace je jednim z hlavnich rysu mesenchymalnich kmenovych bunék
(MSC) (Xinaris et al. 2013). Vincent et al. (2013) prokazali in vitro, ze MSC dokazou
rozeznavat jakym prostfedim jsou obklopeny, a podle toho urcit smér svého dalSiho
pohybu. Vytvorili tfi polyakrylamidové gely o rizné tuhosti od fyziologické (jakou ma
svalova tkan) pfes patologickou (napfiklad v nadorech) a gel s ménicim se gradientem
tuhosti. MSC vzdy migrovaly do €asti s nejvétSi tuhosti. Na zakladé experimentl
s cytoskeletarnimi jedy (nokodazol a cytochalasin) zjistili, Ze za fizenou migraci
odpovida mikrotubularni aparat, prfestoze motilitu buriky zajiStuje aktinovy cytoskelet.
V na8ich experimentech in vivo se zda, Zze XtTSC migruji do tuzSich struktur,
jako napfiklad srdce a jeho obaly, stfevo nebo také hlava, kde kopiruji pfedeSim linie

hlavnich nervovych drah, jak je to znazornéno na obrazku 9.
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MSC pfirozené cirkuluji v krvi a jsou vychytavany pfedevSim v srdci, plicich
aledvinach (Li a lkehara 2013). Také XtTSC v transplantacnich experimentech
vykazuji stejny charakter. Velmi Casto se bunky drzely v srdci, o néco méné pak
v Zabernich obloucich nebo v pronefros (zastavajici funkci ledvin u pulcu).

DalSi vyzkum migraéniho potencialu XtTSC by proto mél byt zaméren na in vitro
testovani schopnosti téchto bunék rozeznavat okolni prostfedi a migrovat do

konkrétnich oblasti.

8.2 Optimalizace metody pro pripravu fezovych preparatu

Pro pfipravu fezovych preparatl byly zvoleny tfi rizné postupy. Jako prvnijsme
se zameéfili na bézné vyuzivanou metodu zalévani vzorka do parafinu. Jeji vyhodou je
nadprimérna kvalita fez(l a moznost tvorby velmi tenkych fezovych preparat(i v fadech
jednotek mikrometru. Zaroven, pokud jsou vzorky zalité do parafinu udrZzovany
za spravnych podminek, neznehodnoti se ani po nékolika letech skladovani
(Ward et al. 2008). Butler et al. (2001) pouzili stejnpou metodu pro pfipravu
fezl urenych k detekci specifickych messenger RNA v embryich X. laevis. Jak je
znamo, RNA je velmi nestabilni a citliva na jakoukoliv manipulaci, stejné tak citliva jako
zabi embrya obsahujici tukovou tkan. Prestoze je pfi vytvareni parafinovych fezl
nutné vzorky promyvat v mnoha roztocich, coz je kritické pro kfehké tkané a molekuly,
autorim publikace se podafilo vyvinout metodu lokalizace mRNA v parafinovych
fezech a s pouzitim neradioaktivniho znaceni.

V ramci nasich studii samotné fezy vypadaly na prvni pohled bezvadné, avsak
pfi imunobarveni se nam ¢&asti tkani vzdy odplavily. Problém s odplavovanim vzorku
mohl byt zplsobeny Spatnou fixaci vzorku nebo nedostate¢nou pfilnavosti fezu
k podloznimu skli¢ku.

Dvé zasadni komplikace mohly ovliviiovat spravnou fixaci pulcl. Protoze pulci
byli vzdy fixovani celi, je mozné, ze roztok formaldehydu nestacil béhem 24 hodin
dostatecné prosytit vSechny tkané a k plnohodnotné fixaci doslo jen v okrajovych
tkanich pulcu. Inkubace ve formaldehydu prodlouzena na 48 hodin by mohla odstranit
potize s odpadavanim tkani (Ramos-Vara 2005). Druhou pfekazkou pfi fixovani byvaji
lipidy, respektive tukova tkan. Vzorky bohaté na lipidy (jako jsou napfiklad prsni tkan

a tkan lymfatickych uzl( a také povrch pulcl) vyzaduji také delSi fixaci, rozdéleni
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vzorku na vice menSich casti, nebo oboje dohromady (Gambella et al. 2017,
Haslam et al. 2014).

Pro zlepSeni pfilnavosti fezt k podloznim sklickim jsme vyzkouSeli Ctyfi rizné
roztoky, z nichz nejlepSich vysledkt jsme dosahli se sklicky pokrytymi roztokem
1,5% Zelatiny. Matsui et al. (2015) se zaméfili ve své studii na testovani 8 riznych typu
specialné oSetfenych podloznich skliCek tak, aby tkan pfi imunohistochemickém
barveni nebyla odplavena, ale zaroven aby bylo mozné fezy z téchto podloznich
skli¢ek po barveni pfesunout do epoxidové pryskyfice. Pét typu skliCek bylo oSetfeno
aminopropyltrietoxysilanem v rliznych pomérech, jeden typ byl pokryt poly-L-lysinem,
sklicka Matsunami Adhesive Slides a Thinlayer Advanced Cytology Assay System
(TACAS) maji slozeni chranéno patentem. Nicméné sklicka TACAS, ktera maji
pozitivné nabity povrch, nejlépe obstala v experimentech, a ve Ctyfech z péti testovani
splnila vSechny poZadované parametry.

Druhym zvolenym pfistupem byla kryosekce, ktera zajiStuje rychlé zpracovani
histologickych vzorku, ale zaroven pfi ni dochazi k morfologickym zménam preparat,
coz ovliviuje schopnost rozliSeni pfi  vétSim mikroskopickém pfiblizeni
(Rohr et al. 2001, Ward et al. 2008). Pfes tyto nevyhody patfi kryosekce mezi
vyznamné techniky pouzivané k pfipravé fezovych preparatd odvozenych z pulcu
a dospélcl drapatek. Prikladem uspésného vyuziti maze byt prace Tam et al. (2015),
kdy pomoci kryostatu byly pfipraveny fezové preparaty pro zkoumani fotoreceptoru
sitnice transgenniho modelu X. Jeavis pomoci transmisniho elektronového
mikroskopu.

Ze zaCatku jsme se pfi pfipravé preparatl potykali se stejnymi problémy jako
u parafinovych fezu. Tkan z fezl vypadavala nebo byla velice poni¢ena. Po Upravé
protokolu, kdy jsme inkubaci v roztoku Zelatiny nahradili inkubaci v dalSim roztoku
sachardzy, ktery byl dvakrat koncentrovanéjSi nez ten predchozi, doslo ke zlepSeni.
Novy postup tedy zahrnoval inkubaci v 7,5% sachar6ze asi 2,5 hodiny v lednici.
Nasledné byl vzorek zalit 15% sachar6zou a opét uchovavan v lednici zhruba
2,5 hodiny. Nakonec byl pulec prosycen 30% sachardzou v lednici pfes noc. Tak se
nam podafilo ziskat neposSkozené fezy i u starSich pulcd. AvSak ze strukturniho
hlediska byla tkar v fezech nerozpoznatelna. Nemohli jsme tak zjistit, do jakych tkani
XtTSC migrovaly, ani jestli se nezménila jejich morfologie. | pfes neuspéch s kryofezy

jsme ale zjistili, ze pfi Ffezani vzorkd je nutné nastavit teplotu komory i objektu
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podle toho, jaké stadium pulce je fezano. StarSi jedinci potfebovali nizSi teplotu
nez mladsi stadia.

Zpétné soudim, ze zasadni chybou zifejmé bylo zdlouhavé nékolikanasobné
prosycovani embryi v roztocich sachardzy a zelatiny. Domnivam se, ze pfi vyméné
méné koncentrovanych roztokl za koncentrovanéjsi, nemuselo dochazet
k dostateCnému prostoupeni téla pulce nasledujicim roztokem, ¢imz pfi zamrazovani
mohlo dochazet k vytvareni krystalku vody, a tim k poni€eni tkané (Chatterjee 2014).
Isachenko et al. (2015) testovali difuzi kryoprezervativnino  roztoku
s 0,15M sachardzou v ovcich ovariich. Zjistili, Ze pokud je perfuze roztoku moc pomala
(0,21 ml/minutu a pomalejSi), nedojde k uplnému prosyceni vSech tkani, a tedy
k nedostate¢né ochrané tkani pfi zamrazeni. Naopak rychla perfuze (1,25 ml/minutu
a rychlejsi) ponici tkané. Optimalni rychlost perfuze je mezi 0,4 a 0,8 ml/minutu.
Je pravdou, Ze potopeni pulce na dno by mélo znacit jeho kompletni prosyceni,
avSak zda k celkovému prosyceni doSlo, neni jisté. Podle Bernhard a Viron (1971) neni
vzdy nutné pouzivat kryoprezervativni prostfedky, =zalezi na typu tkaneé.
Nejvice krystalkl se vytvafi v ledvinach. Avsak radi, aby se pfi kryosekci choulostivéjsi
vzorky nechaly prosytit Zelatinou, ktera vyztuzi mezibunéény prostor.

Pokud doslo ke vzniku krystalkd, a ty poSkodily tkané, je mozné, Ze se tim
zhorSila jejich vysledna kvalita pfi pozorovani. Dikazem mohou byt studie,
ve kterych je patrné, Ze nejlepSi pro vzorek je, kdyz se inkubuje pouze v jednom
roztoku o urcité koncentraci (Satoda et al. 1995 a Gravagna et al. 2008 a naSe vlastni
experimenty). Dokonce se zda byt podstatné i stafi vzorku. V praci
Dubaissi a Papalopulu (2011) autofi pouzivali pro zalévani embryi vzdy jinak
koncentrovany roztok rybi zelatiny (fish gelatin) v zavislost na stupni vyvoje zarodku.

Treti metodou, kterou jsme zvolili pro vytvofeni fezovych preparatl, byla
technika s pouzitim pfistroje Vibratom. Ackoliv vibratomové fezy neumozniuji vytvaret
tenké preparaty a mohou na fezech zanechavat stopy po fezani Ziletkou, jsou velmi
oblibené pro aplikaci imunohistochemickych technik, protoze dovoluji lepSi
prostoupeni vzorku znacicimi protilatkami (Ward et al. 2008). Zprvu jsme pouzivali
zalévaci médium obsahujici 20% albumin a 1% glutaraldehyd. Médium o podobném
sloZeni bylo uspésné pouzito i v dalSich védeckych pracich (Lau et al. 2017
a Ulmer et al. 2017). Vzhledem k tomu, Ze glutaraldehyd je vysoce toxicky a postup
pFipravy téchto preparatlt byl pomérné narocny, rozhodli jsme se vyzkouset netoxickou

variantu s pouzitim agardzy, ktera nebyla zaroven tolik nakladna. Hlavni inspiraci nam
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byl ¢lanek od Blackinston et al. (2010). U vibratomovych fezd se nam vice nez u jinych
metod ukazalo, Zze problém nemusi byt jen v pulci jako takovém, nybrzZ i s fezanim
specifickych €asti téla. U vSech metod byla nejkriti¢téjSi oblast vyvijejiciho se stfeva.
Jedna se o velkou dutinu obsahujici stfevo. Proto bylo pfi fezani bfiSni Casti nutné
upravit parametry kmitajici ziletky (musela byt snizena rychlost posunu ziletky a nékdy
také amplituda kmitu Ziletky), aby se vzorek neponiCil. Ve Spatné prosycenych
anebo nedostate¢né fixovanych vzorcich kmitajici Ziletka vytrhavala kusy tkani
z pul€ich tél (Prieto et al. 2007).

Celkové na kvalitu vzorkd mohlo mit vliv i skladovani pulct po jejich fixaci.
Fixovani jedinci byli pfeneseni do 15ml nebo 50ml zkumavkek, zaliti roztokem
100% metanolu a ulozeni do mrazaku, kde byli skladovani pfi -20 °C. Ze zkumavek
byli nasledné odebirani jednotlivi pulci k dalSim pokusim, nékdy i po nékolika mésicich
skladovani. Studie O’Leary et al. (2014) se zaméfila na vliv dlouhodobého skladovani
vzorkd pfi -20 °C. U témér 90 vzork( aortické tkané prasat pozorovali zménu
mechanickych vlastnosti po jednom dni, jednom tydnu, jednom, Sesti a dvanacti
meésicich skladovani. Vzorky byly méfeny vzdy pfed a po zamrazeni. Dosli k zavéru,
Zze dlouhodobé skladovani zamrazenych vzorkld nijak vyznamné& nezménilo hlavni
mechanické vlastnosti. Zaroven vSak poukazuji na narUst tloustky a vahy testovanych
tkani. Domnivaji se, Ze to mohlo byt zpusobeno pravé krystalkamiledu v extracelularni
matrix, které vznikly pfi zamrazeni tkané. Krystalky ledu v mezibunééném prostoru

vytvofily péry a tim zvétSily celkovy objem vzorku.

8.3 Studium diferenciaéniho potencialu testikularnich
kmenovych bunék XtTSC u rezovych preparati pulcu

X. tropicalis

Na zakladé vysledkl dosazenych v laboratofi vedouciho prace pfi in vitro
pokusech je zfejmé, Ze modifikované bunky obsazené v bunécné kultufe vytvorené
z varlat juvenilnich samcl X. tropicalis (XtTSC) jsou progenitory Sertoliho a PTMC
bunék. XtTSC byly transformovany a byla tak vytvofena transgenni linie, ktera
exprimuje Cerveny Katushka RFP protein pod CAG promotorem. Zda se také, Ze tyto

buriky uz nastoupily na diferenciaCni drahu sméfujici k Sertoliho burikam.
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Po transplantacich do tél pulcq, jsou tyto buriky schopné migrovat do vSech &asti téla,
ale nedokazou se vyvinout v jiny bunécny typ.

XtTSC byly mikroinjikovany do peritonealni dutiny pulct ve stadiu 41. Béhem
prvniho tydne bylo mozné bunky pozorovat v oku, srdci nebo ve stfevech.
Silna exprese vimentinu potvrzuje, Ze se mulzZe jednat o Sertoliho burky
(Franke et al. 1979), a je také typicka pro migrujici mesenchymalni buriky
(Kim et al. 2014). SniZzena az zadna exprese diferenciacnich markeru Sertolia PTMC
bunék (Sox9 a Sma) znaci dediferenciacni drahu sméfujici k MSC, které jsou schopny
migrace a proliferace.

Ziskat bunéfnou kulturu z varlat obsahujici MSC, se podafilo
i De Chaira et al. (2018) nebo Chikhovskaya et al. (2014). Baert et al. (2017) dokonce
pomoci primarni kultury z lidskych varlat dokazali vytvofit organoid, ktery byl schopem
udrzet nezbytné mikroprostfedi nutné pro udrzeni funkénich spermatogonii.

Ve studii Magnanti et al. (2001) studovali expresi erythropoetinu (EPO)
v primarnich kulturach Sertoliho, Leydigovych a PTM bunék. EPO je syntetizovan
predevSim v ledvinach a jatrech, ale jeho messenger RNA (mRNA) je mozné nalézt
také v jinych organech, napfiklad ve varlatech, kde podle autord muze zasahovat do
regulacnich mechanismu. Zjistili, Ze po stimulaci buné&nych kultur folikuly stimulujicim
hormonem (FSH) se objevila zvySena exprese mRNA pro EPO jak v SeC tak v PTMC.
Na druhou stranu v Leydigovych burikach nedoSlo kzadné zméné.
Zaroven pfiinkubaci s FSH doslo k navySeni hladiny mRNA pro EPO u SeC,
zatimco pfi stimulaci PTMC testosteronem doslo k jejimu snizeni. Tento fakt podporuje
nase zjisténi, ze oba typy bunék jak SeC tak PTMC maji stejny prekurzor, protoze oba
typy bunék syntetizuji mRNA pro EPO. Nicméné oddéleni jejich bunécnych linii béhem
vyvoje varlat mohlo mit vliv na hormonalni fizeni exprese EPO v jednotlivych bufikach.

Prestoze SeC jsou epitelialniho puvodu a PTMC spiSe mesenchymalniho,
Conigliaro et al. (2013) zjistili, ze linie mesenchymaini i epitelialni maze mit spolecny
prekurzor. Ve svém vyzkumu se zaméfili na buriky jater. Vytvofili linii rezidentnich
jaternich kmenovych bunék (RLSC model), ktera byla schopna spontanné diferencovat
do hepatocytl. In vitro dokazaly tyto buriky diferencovat do dvou oddélenych populaci,
které exprimovaly bud mesenchymaini nebo epithelialni geny. Aby autofi objasnili
jejich diferenciaéni kapacitu in vivo, transplantovali tyto buriky do jater novorozenych

mysSi, kde pozorovali jejich vyvoj, jak do mesenchymalni, tak do epitelialni vétve.
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Diferenciace RLSC do konkrénich jaternich bunék byla podminéna lokalnimi signaly
tkané.

Podle studie od Schlatt et al. (1993) je vyvoj PTMC v téle jedince podminén
hormonalni stimulaci testosteronem a FSH. Zaroven je nezbytna parakrinni
komunikace mezi SeC a PTMC. Proto by v dalSim vyzkumu méla byt vénovana
pozornost mozné diferenciaci XtTSC do PTMC pomoci hormonalni stimulace a dale
podpofit, zda se skutecné jedna o bunécnou kulturu prekurzoru spolecného pro oba
typy bunék.

V laboratofi Skolitele bylo zjisténo (nepublikovana data), ze XtTSC jsou schopny
diferencovat in vitro do chondrocytll, coz by naznacCovalo jejich mesenchymalni
charakter. Podle studie od Gong et al. (2017) jsou Sertoliho buriky skutec¢né jednim
z typl mesenchymalnich kmenovych bunék. Nejen Ze maiji v organismu podobné
funkce (modulace imunitniho systému, produkce rlstovych faktord atd.), ale zarovén
také exprimuji skoro stejné povrchové markery. Zjistili také, Ze Sertoliho buriky jsou
schopné proliferovat a diferencovat do osteoblastt a adipocytu, i kdyz oproti MSC je
jejich diferenciaéni potencial slabsi. Pfi in vivo experimentech s XtTSC jsme také
testovali povrchové markery neuronalnich bunék, progenitort kardiomyocytu (data
nepublikovana), bunék hladké svaloviny (data nepublikovana) a kosterniho svalstva
(data nepublikovana), avsak pokazdé s negativnimi vysledky.

Pfi podrobnéjSim zkoumani podobnosti MSC a SeC, co se zejména
imunomodulaénich schopnosti tyCe, nelze prehlédnout viceméné stejné pusobeni
na imunitni systém. Jak MSC, tak SeC dokaZou inhibovat proliferaci NK, B a T-bunék
a zaroven aktivuji T-regulacni lymfocyty, které pomahaji zmirfiovat imunitni reakci.
Oba typy bunék také produkuji stejné modulaéni molekuly jako IDO, IL-10, TGF nebo
FasL. Zminéné vlastnoti preduruji SeC a MSC k vyuziti v regeneretivni mediciné
zejména pfi transplantaénich zakrocich (Kaur et al. 2014, Gao et al. 2016).

V ramci studia diferencia¢niho potencialu XtTSC probéhlo i nékolik experimentt
s jejich transplantaci do krevniho obéhu BALB mysSi (data nepublikovana). Pfi téchto
pokusech bylo zjisténo, ze bunky v télech mysi pfezivaji, a dokonce se i mnozi, aniz by
mély negativni vliv na kvalitu Zivota mikroinjikované mysi. Domnivam se, Ze to bylo
umoznéno pravé na zakladé jejich imunomodulaénich vlastnosti. SeC jsou dnes také
v popfedi zajmu pfi xenotransplantacich. Luca et al. (2016) vyuzili prasecich SeC
pfi [éCbé diabetu typu 2 u mysi. Z 30 mysSi, kterym byly SeC zavedeny do deposit

bfisniho tuku, se u 18 obnovila glukézova homeostaze. Ve studiich Yin et al. (2010)
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a Wright et al. (2016) testovali vliv kultivace neonatalni praseci SeC s lidskym sérem.
SeC byly rezistentni k imunitni reakci a dokazaly zastavit komplementem Fizenou
bunécnou lyzi.

PfestoZe analyza genové exprese XtTSC nepotvrdila pfitomnost marker(
Leydigovych bunék (LC) (Tlapakova et al. 2016), dalSi experimenty by se mély zaméfit
nemusely byt prekurzory jen SeC a PTMC, ale také pravé LC. Zhang et al. (2015)
zjistili, Zze pfi deleci Wt1 (Wilms* tumor gene 1) v SeC dojde k jejich pfeprogramovani
na LC. Naznacuiji tak, Ze SeC a LC maji stejné progenitorové buriky a jejich rozlieni
fidi pravé exprese Wt1, ktera je u SeC silna. Went et al. (2016) potvrzuji roli Wt1
pfi spravném vyvoji varlat u jesté nenarozenych a novorozenych mysi. Pokud odstranili
W11 ze SeC, doslo ke snizeni diferenciace PTMC, a zaroven se navysil poCet fetalnich
LC. Zduraznuji, ze uzka spoluprace mezi témito tfemi bunécnymi liniemi je nezbytna
pro vytvofeni funkénich varlat. Hypotézu spoleéného prekurzoru vsech tfi linii
podporuji i ¢lanky Rebourcet et al. (2014) a Rebourcet et al. (2014). V obou studiich
vytvofrili mysi model, ve kterém mohli po injekci difterického toxinu znicit populaci SeC.
Jakmile doslo k jejich odstranéni, nastal nejen rapidni ubytek vSech zarodecnych
bunék, ale také snizeni pocCtu LC na 25% a snizZeni aktivity PTMC. Autofi dale zjistili,
ze nepfitomnost PTMC vede ke ztraté prekurzor dospélych LC.

Dlouhodobym cilem vyzkumu XtTSC je ziskat pluripotentni buriky, které by byly
schopné diferencovat do vSech bunéénych typu. V praci Wang et al. (2014) se podafilo
vytvofit indukované pluripotentni buiiky z mySich SeC (Ser-iPS buriky). K porovnani
SeR-iPS bunék vytvorili kulturu indukovanych pluripotentnich bunék z mySich
embryonalnich fibroblastd (MEF-iPS buriky). Zjistili, Ze Ser-iPS buriky jsou schopné
pfi injikovani do syngennich mysi tvofit nejen vice teratomu, ale zaroveri odpovéd
imunitniho systému je niz8i, a tedy i méné devastujici nez u MEF-iPS bunék. Snizenou
imunogenicitu méla také embryonalni téliska vytvofena ze Ser-iPS bunék. Nicméné
autofi také objevili, ze tyto imunomodulaéni vlastnosti si kultura Ser-iPS bunék
uchovava pouze v prvnich pasazich. Snizenou imunogenicitu vysvétluji
tzv. somatickou paméti indukovanych bunék, ktera je pravé patrna v ranych pasazich
bunénych kultur iPS bunék. Sheng et al. (2012) dokonce dokazali pfeprogramovat
SeC v multipotentni neuralni kmenové buriky, které byly schopny sebeobnovy.
Indukované neuralni kmenové buriky (INSC buriky) exprimovaly stejné povrchové

markery a mély stejny genovy profil jako bézné NSC. Dokazaly také diferencovat
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do glii a neuronu. Nejenze neurony odvozené od iINSC bunék vykazovaly fyziologické
vlastnosti srovnatelné s vlastnostmi funk&nich neuront, ale také po transplantaci
do gyru dentatu (jedna ze tfi oblasti dospélého mozku, kde probiha neurogeneze)
vytvarely synapse.

Je nezbytné vS8ak podotknout, Ze ve studiich Yin et al. (2010),
Sheng et al. (2012), Wang et al. (2014), Luca et al. (2016) i Wright et al. (2016) autofi
vzdy pracovali se SeC ziskanymi z jedincu, ktefi jeSté neprosli pubertalnim obdobim,
vnémz dochazi k dozravani somatickych bunék ve varlatech. Konkrétné SeC
po puberté ztraceji svou proliferacni schopnost a jizZ se dale nemnozi. Naproti tomu
PTMC dale proliferuji (Skinner a Moses 1989). Stejné tak bunécna kultura XtTSC
vytvofena v laboratofi Skolitele obsahuje burky ziskané z juvenilnich samcu drapatky
tropické. Ackoli Chaira et al. (2018), Chikhovskaya et al. (2012) a (2014) potvrzuji
pritomnost multipotentnich bunék odvozenych z dospélych lidskych varlat a dokladaji
jejich mesesnchymalni pavod, dalSi experimenty vénované vyzkumu XtTSC by mély
byt zaméfeny také na ovéfeni existence spole¢ného prekurzoru SeC a PTMC

ve varlatech dospélych samcua X. tropicalis.
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9 Zaver

Na zakladé ziskanych vysledku bylo zjisténo, Ze testikularni kmenové burky
ziskané z juvenilnich samcl X. tropicalis (XtTSCs) jsou schopny migrace
in vivo, coz naznaCuje jejich podobnost s mesenchymalnimi kmenovymi
burikami (MSC).

Byla optimalizovana metoda pro pfipravu fezovych preparatd z pulct
X. tropicalis.

V ramci studia in vivo diferenciacniho potencialu XtTSC se nepodafila prokazat
jejich  spontanni  diferenciace do MSC derivovanych bunécnych
typu — chondrocytl, osteocytt a adipocytl. Byla vSak detekovana diferenciace
do bunék Sertoliho fady (Sox9) pfi zachovani mesenchymalniho charakteru
(vimentin).

Nékteré z dosazenych vysledkd byly publikovany v impaktovaném Casopise
(Tlapakova et al. 2016).
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Identification and characterization of Xenopus tropicalis common
progenitors of Sertoli and peritubular myoid cell lineages
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ABSTRACT

The origin of somatic cell lineages during testicular development is
controversial in mammals. Employing basal amphibian tetrapod
Xenopus tropicalis we established a cell culture derived from testes of
juvenile male. Expression analysis showed transcription of some
pluripotency genes and Sertoli cell, peritubular myoid cell and
mesenchymal cell markers. Transcription of germline-specific
genes was downregulated. Immunocytochemistry revealed that a
majority of cells express vimentin and co-express Sox9 and smooth
muscle c-actin (Sma), indicating the existence of a common
progenitor of Sertoli and peritubular myoid cell lineages.
Microinjection of transgenic, red fluorescent protein (RFP)-positive
somatic testicular cells into the peritoneal cavity of X. tropicalis
tadpoles resulted in cell deposits in heart, pronephros and intestine,
and later in a strong proliferation and formation of cell-to-cell net
growing through the tadpole body. Immunchistochemistry analysis of
transplanted tadpoles showed a strong expression of vimentin in
RFP-positive cells. No co-localization of Sox9 and Sma signals was
observed during the first three weeks indicating their dedifferentiation
to migratory-active mesenchymal cells recently described in human
testicular biopsies.

KEY WORDS: Testicular somatic cells, Xenopus tropicalis, Migration
potential, Common progenitor

INTRODUCTION

The architecture of seminiferous tubules is tightly associated with
the presence of peritubular myoid cells (PTMC) and Sertoli cells
(SC) both forming basement membranes underlying the
seminiferous epithelium (Skinner et al., 1985). Sertoli cells (SC)
are also indispensable for germ cell maturation and differentiation
(Berndtson and Thompson, 1990; Johnson et al., 1984). They
stretch to the lumen and have an intimate contact with developing
gametes ranging from spermatogonia located on the base to
spermatids in the centre. Sertoli cells also provide a signalling
niche via expression of several growth factors and cytokines (De
Rooij, 2009). In addition, with PTMCs they participate in the
formation of seminiferous cords and appropriate vascularization
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through the expression of Sry (Koopman et al, 1990) and
downstream signalling cascades (Bott et al., 2006). Moreover,
they function as an immunological barrier since testes are an
immunologically privileged organ (Dufour et al., 2005). Leydig
cells start to differentiate in the end of the proliferative phase of
Sertoli cells (Baker et al., 1999; Nef et al., 2000; O’Shaughnessy
et al., 2008) and form the stable cell line indispensable for the
production of male sex hormones.

The origin of individual testicular somatic cell lineages in mouse
is still controversial. Precursors of Sertoli cells were detected in the
population of coelomic epithelial cells migrated into the gonad
11.5 days post-coitum (Karl and Capel, 1998). Later publications
disproved these findings and showed that pre-Sertoli cells are
already present in the developing gonad together with arrived germ
cells and form Sertoli germ cell mass (SGCM) (reviewed in Cool
et al, 2012). Based on the expression of the low affinity
neurotrophin receptor p75, peritubular myoid cells were found as
mesenchymal precursors migrated from an adjacent mesonephric
tissue (Campagnolo et al., 2001); however, this result was also
disproved and only endothelial cells, but not PTMCs, were
identified as a migrating population from mesonephros to the
gonadal base (Combes et al., 2009). Authors performed ex vive
assay in which they co-cultured a wild-type male genital ridge
alongside mesonephroi constitutively expressing GFP (Nishino
et al., 2000). They found that endothelial cells with VE-cadherin
expression, and not p75 positive PTMCs, are the only migrating
cells entering the gonad. Furthermore, endothelial cells were
identified as being indispensable for establishing a proper
seminiferous tubule architecture (Combes et al., 2009).

Regarding humans, Chikhovskaya et al. (2012) used frozen
testicular biopsies for variable enzymatic digestions and subsequent
cultivation in vitro. Over 30-50 days embryonic stem cell (ESC)-like
colonies emerged. Gene expression analysis revealed a low level of
pluripotency markers such as POUSFI, NANOG and SOX2 which
was in disagreement with similar studies performed on mouse where
such colonies were found to be derived from dedifferentiated
spermatogonial stem cells (SSCs) and showed the ability to form
teratoma (Guan et al., 2006; Kanatsu-Shinohara et al., 2004, 2008;
Ko et al., 2009). Human testicular cells expressed mesenchymal
stem cell (MSC) markers and were able to differentiate to three
mesodermal lineages (adipocytes, chondrocytes and osteocytes)
indicating their multipotent but not pluripotent character
(Chikhovskaya et al., 2014).

So far the majority of experiments employing testicular cells have
been conducted in mammalian models; however, studies of their
migration and differentiation potential in vivo via transplantation
into early embryos are hampered by the inner embryonic
development in the womb. In addition, Sertoli cells are able to
survive after xenogeneic transplantation into the evolutionarily
distant host. This feature is interesting for basic research in the field
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of evolutionary immunology due to the potential utilization of
xenogeneic Sertoli cells for co-transplantation with grafts without
the need of immunosuppressive treatment. In this regard, well-
established non-mammalian vertebrate model organisms are
desirable and the diploid amphibian Xenopus tropicalis suits these
requirements well. X tropicalis is highly valuable in the fields of
early vertebrate development, cell biology, and genome evolution,
and large oocytes, outer fecundation and embryonic development
make it feasible for microinjection or transplantation experiments.
The X. rropicalis genome is fully sequenced and arranged into
linkage groups (Hellsten et al., 2010; Wells et al., 2011), compared
to evolutionarily-close fish model organisms (zebrafish, carp, trout
etc.) the genome is diploid (Tymowska, 1973) and thus more
suitable for gene function studies (Geach and Zimmerman, 2011).

Here we present a successful establishment and in virro and
in vivo (allogeneic transplantation into the tadpole peritoneal cavity)
characterization of a stable cell culture derived from mechanically
disrupted testes of a juvenile X. fropicalis male three months after
metamorphosis. The cell culture is composed of a proliferative
testicular cell feeder layer [X. mopicalis testicular somatic cells
(XtTSC)] and testicular cell colonies [X. tropicalis testicular
somatic cell colonies (XtTSCc)]. Reverse transcription (RT) and
quantitative polymerase chain reaction (qPCR) analysis revealed a
strong expression of mesenchymal, Sertoli and peritubular myoid
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cell markers; however germ cell markers were not detected, which
confirms their somatic origin. Double immunocytochemical
staining against Sox9 (SC marker) and Sma (marker of PTMC)
clearly showed the presence of both antigens in ~80% of cells. This
result indicates that at least in Xemopus there exist a common
progenitor of Sertoli cell and PTMC lineages emerging from
mesenchymal cells present in developing testes.

RESULTS
Morphological and gene exp i h
X. tropicalis testicular cell culture
After establishing a X. tropicalis testicular cell culture, the adherent
cells formed a feeder layer (XtTSC) with the morphological
characteristics of Pre-Sertoli cells (Fig. 1A). Long-term cultivation
enables the forming of colonies (XtTSCc) resembling embryonic
stem cells (ESC) (Fig. 1B). The ultrastructure and cell arrangement
within the colony were visualized via transmission electron
microscopy (TEM). Sertoli cell-like cells surrounded the colony
in two or three tight layers (Fig. 1E), and few of them were found
inside. TEM showed that XtTSCs and XtTSCcs were arranged
individually in an extensive amount of extracellular matrix
(Fig. LF).

Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)
analysis revealed a similar gene expression profile for both cell

tion of

SORT

10" 100 10’

Fig. 1. In vitro characterization of X. tropicalis cell culture. (A,B) Testicular somatic cell culture in morphology of adherent feeder layer (XtTSC) (A) and after
long-term cultivation which enables the forming of colonies (XtTSCc) (B). (C) X. tropicalis transgenic X{TSC expressing Katushka RFP under CAG promotor

(XtTSC-RFP). (D) Transgenic Katushka RFP expressing XtTSC in colonies (XtTSCc-RFP). (E.F) Structure of in vitro testicular cell colony visualized by TEM. In
the colony the cells are placed in an extensive amount of extracellular matrix with two or three tight layers of X{TSCs surrounding the colony at the edge (E). Both
XtTSC and XtTSCc are present in the centre of the colony (F). The XtTSCc are clearly several times smaller than the XtTSC. Red arrowheads, X{TSC; blue

arrowheads, X{TSCc. (G) X. tropicalis cell culture proliferation during long-term cultivation in medium with or without recombinant mouse LIF. (H) Representative
graph of FACS sorting after nucleofection. Only ~15% of living transgenic cells with the highest intensity of fluorescent signal were sorted (blue area). Scale bars

A,C:100 pm; scale bars B,D: 200 um; scale bars E,F: 10 ym.
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types. The feeder layer and colonies were positive for pluripotency
markers kif4 (kruppel-like factor 4), e-mye and telomerase reverse
transcriptase (fert). However, the key pluripotency genes POUSFI
(in X tropicalis pou5f3.1, pou5f3.2 and pou5f3.3) (Morrison and
Brickman, 2006; Frankenberg et al., 2014) or sox2 (sex determining
region Y box 2) were downregulated, suggesting that our cells are
not in a pluripotent state as has been defined in the mouse model.
Unfortunately, expression of the nanog gene, another key player in
pluripotency acquisition (Silva et al., 2009), could not be
determined since no homologue has been described in Xenopus
yet. Germ cell markers such as dazl, ddx4 and ddx25 were not
detected, this result confirmed the somatic origin of testicular cells.
More detailed characterization was based on expression markers
encompassing Sertoli cells (sox9, kitlg, vim and [if), peritubular
myoid cells (acta2 and [if), Leydig cells (cyp! 1al and cypi 7al) and
markers of mesenchymal cells (itghl- cd29, cd44 and thyl-cd 90).
Except for Leydig cell markers, both cell types were positive for all
above mentioned genes (Fig. 2A).

RT-PCR data was confirmed by qPCR analysis. The standard
deviation of the RNA spike quantification across all samples was
0.2 cycles, which shows evidence of minimal technical variation and

A

high reproducibility. The hierarchical clustering was performed
according to two groups of analyzed markers, germ cell markers and
testis-associated markers. Each heatmap included an RNA spike as a
highly stable transcript across the cell types and housekeeping
gene odcl. The result of the clustering indicated that the gene
expression profile of testicular tissue is different from XtTSC and
XtTSCc groups. Transcripts dazl, ddx25 and ddx4 are exclusively
expressed in the testes, whereas expression of [if is substantially
reduced in comparison with XtTSCs and XtTSCcs (Fig. 2B).
Immunocytochemistry on feeder cells and colonies employing Sox9,
Sma (smooth muscle a-actin) and vimentin antibodies revealed their
colocalization on more than 80% of cells (Fig. 3). Taken together, we
concluded that X. tropicalis testicular cell culture represents a
population of Sertoli cell and PTMC common progenitors. To test if
these cells are also present in adult individuals we prepared agarose
embedded sections of X. tropicalis and mouse testes. After double
staining with Sox9 and Sma antibodies we found individual cells
expressing both antigens in the interstitial space close to the
seminiferous tubules in X fropicalis and even in mouse testis (Fig. 4).

Sertoli cells produce many soluble factors necessary for germ cell
survival and proliferation. One of them, the leukemia inhibitory
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Fig. 2. Expression analysis of X. tropicalis testicular culture. (A) RT-PCR analysis of X. fropicalis testis, XtTSC, XtTSCc, XtTSC-RFP and XITSCc-RFP.
(B) Hierarchical clustering presented as a qPCR heatmaps of germ cell markers and selected testis associated markers. A scale of colours indicates level of
expression (the highest expression is shown by bright red, whereas the lowest expression is shown by bright green). Similarity between cell types/genes is
indicated by the height at which the dendrograms are joined. The RNA spike represents a highly stable transcript across the cell types and odc1 represents

housekeeping gene.
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factor (Lif), turned out to be crucial for in vitre enhanced XtTSC
survival and colony forming activity. Although both the XtTSCs
and XtTSCes express their own /if (measured on the RNA level)
(Fig. 2A). the addition of recombinant mouse LIF into the
cultivation medium entailed a rapid formation and expansion of
XtTSCc colonies. However, a total proliferation rate was unaftected
by LIF since experimental groups (+LIF and —LIF) revealed the
same growth curves as depicted on Fig. 1G.

In vivo migration potential of testicular somatic cells

A peritoneal cavity of tadpoles at stage 41 was used for the
transplantation of transgenic XtTSCc-RFP and XtTSC-RFP
expressing Katushka RFP under ubiquitous CAG promotor
(Fig. 1C,D). Cell microinjection of 500 cells per peritoneum was
performed through the dorsal side as depicted in (Fig. SA). One
week after transplantation we observed cell deposits mostly in heart
and pronephros (Fig. 5B-E). During three following weeks
transplanted cells strongly proliferated and formed a dense cell-to-
cell connecting net growing through the tadpole’s body (Fig. 5F,G).
Immunohistochemical analysis of agarose embedded sections of
tadpoles 0, 1 and 30 days after transplantation revealed a strong

Xenopus

Fig. 4. Immunohistochemistry of agarose embedded testicular sections
from X. tropicalis and mouse adult males. (A,C) Double staining with Sox9
(red) and Sma (green) antibodies. White arrowheads indicate potential
common precursor cells for Sertoli and PTM cell lineages expressing both
antigens in X. tropicalis (A) and mouse (C) samples. Insets show a detailed
view of structures marked with white arrowheads in underlying figures.

(B,D) Staining with vimentin (green) antibody on X. tropicalis (B) and mouse
(D) samples. Nuclei were counterstained with DAPI (blue). Scale bars: 40 pm.
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Fig. 3. Inmunocytochemistry of X. tropicalis
testicular cell culture expressing Katushka
RFP. Positive staining for Sma (marker of
peritubular myoid cells, green) (A) and vimentin
(marker of mesenchymal cells and peritubular
myoid cells, green) (B). Nuclei were
counterstained with DAPI (blue). (C-E) Double
staining with Sox9 (marker of Sertoli cells, green)
(C) and Sma (blue) (D) antibodies. (E) Merge of
C and D. Yellow arrowhead, cell expressing both
antigens; red arrowheads, cells expressing only
Sox9 or only Sma. (F-H) Double staining with
Sox9 (green) (F) and vimentin (blue) (G)
antibodies. (H) Merge of F and G. Scale bars:
50 pm.

vimentin and RFP colocalization (Fig. SH). However, expression of
Sox9 and Sma, found in testicular cells prior to microinjection was
not detected even 2 h after transplantation when tadpoles from
group ‘0 day” were fixed. Interestingly, 30 days after microinjection
we observed Sox9 expression in a few RFP-positive cells indicating
their potential differentiation into Sertoli cells or chondrocytes
where this protein is also considered a cell-specific marker. Since
both cell types (XtTSCc-RFP and XtTSC-RFP) showed the same
migration and expression pattern, here we published only data
concerning transplantation of testicular somatic cell colonies
(XtTSCc).

DISCUSSION

In this study we characterized a newly established X. tropicalis
testicular cell culture encompassing adherent feeder Sertoli-like
cells (XtTSC) and cell colonies resembling ESC (XtTSCc). A long-
term stem cell culture derived from testis was firstly described by
Kanatsu-Shinohara et al. (2003) in mouse. Testes from newbomn
males were enzymatically dispersed and transferred to gelatine-
coated plates. Here, in the presence of the glial cell line-derived
neurotrophic factor (GDNF), epidermal growth factor (EGF),
fibroblast growth factor 2 (FGF2) and leukemia inhibitory factor
(LIF) spermatogonia could be propagated as cell clumps. One year
later the same team announced a conversion of germ cells (GS) to
multipotent germ stem cells (mGS8s) using standard ESC cultivation
medium containing 15% fetal bovine serum (FBS) and LIF
(Kanatsu-Shinohara et al., 2004). In humans, the establishing of
similar cell lines was found as a controversial. Four papers described
the existence of ES-like cell colonies derived from testicular tissue
(Conrad et al., 2008; Golestaneh et al., 2009; Kossack et al., 2009;
Mizrak et al., 2010); however, in three of them (Golestaneh et al.,
2009; Kossack et al., 2009; Mizrak et al., 2010) authors failed to
induce teratoma after subcutaneous transplantation of testicular
stem cells into immunodeficient mice. Chikhovskaya et al. (2012)
revised previously published data of Mizrak et al. (2010) and
performed an expanded study on human testis embryonic stem cell-
like cells (htES-like cells) derived from frozen testicular samples
using different enzyme digestion and cultivation conditions. Gene
expression analysis revealed an expression of KLF4 and MYC but
not SOX2, NANOG or key pluripotency marker POUSFI indicating
their multipotent rather than pluripotent character. RT-PCR
confirmed the presence of CD73, CDY0 and CDI50 and absence
of CD31, CD34 and CD45 surface markers characteristic for the
expression profile of mesenchymal stem cells. Repeated efforts to
induce teratoma with htES-like cells in immunodeficient mouse
failed. Chikhovskaya et al. (2014) differentiated htES-like cells
in vitro into three mesodermal cell lineages typical for mesenchymal
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Fig. 5. Migration potential of X. tropicalis testicular somatic cells after allogeneic transplantation into peritoneal cavity of tadpoles in stage 41.

(A) Scheme of XtTSCc-RFP preparation prior to transplantation employing isolation of cell colonies using 40 pm sieve and subsequent single cell dissociation
with papain. 500 cells were microinjected dorsally into peritoneal cavity. (B-G) Observation of RFP-positive cells in transplanted tadpoles under stereo
microscopy. (B) Cell deposit in pronephros and tail 1 day after microinjection. (C,D) Cell deposits in pronephros 13 days after microinjection. (E) Migration of RFP-
positive cells into heart atrium 15 days after transplantation. (F,G) Cell-to-cell net growing through the tadpole body observable 30 days after microinjection.
(H) Immunohistochemistry of agarose-embedded sections of transplanted tadpoles using antibodies against Sox9, Sma and vimentin (green) and Katushka RFP
(red) 0, 1 and 30 days after transplantation. RFP-positive cells were stained with vimentin antibody but not Sox9 or Sma even 2 h after transplantation. 30 days
after microinjection, few cells start to express Sox9 indicating potential redifferentiation into Sertoli cells or chondrocytes where Sox9 is considered as a specific
marker. The first three figures in each line were taken under fluorescence microscopy. The figures on the right side were taken under fluorescence
stereomicroscopy. Nuclei were counterstained with DAPI (blue). Scale bars B-G, H (0 and 1 day after transplantation), 300 ym; scale bars in H (30 days after
transplantation, staining with Sox9 and Sma antibodies), 900 um; scale bars in H (30 days after transplantation, staining with vimentin antibody), 200 pm.

stem cells (adipocytes, chondrocytes and osteocytes). In this study, (XtTSCc) started to appear on the feeder layer (XtTSC). RT-PCR
up to five days after the mechanical disruption of X. tropicalis testis  analysis showed the same expression profile as in the case of htES-
in the culture medium, adherent cells migrating from the organ were  like cells (Chikhovskaya et al., 2012). We detected only some
observed. Two months later small colonies of ES-like cells pluripotency markers (klf# and myc) and markers of mesenchymal
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stem cells ¢d29 (itghl), cd44 and c¢d 90 (thy1). Germ cell markers
(dazl, dex4 and dedx25) were downregulated which further confirms
the somatic rather than germ line origin of our testicular cells.
Unlike Chikhovskaya et al. (2012) we performed gene expression
analysis regarding testicular somatic lineages: Sertoli cells,
peritubular myoid cells and Leydig cells. Except for the Leydig
cell markers (cvpl lal and eypl7al) we found positive reactions for
both remaining cell types (sox9, kitlg, lif, acta? and vim).
Immunocytochemistry revealed a colocalization of nuclear Sox9
and cytoplasmic Sma antigens. Together with previously published
expression data in humans, we concluded that in X fropicalis there
exists a common progenitor of Sertoli and PTM cell lineages with
morphological and expression characteristics of mesenchymal stem
cells. Stem cell precursors for Leydig cells were already identified
and characterized in interstitial space of rat testis close to
seminiferous tubules (Inoue et al., 2016; Shan and Hardy, 1992;
Stanley et al., 2011). We observed the same localization of cells
double stained with Sox9 and Sma antibodies in X. wrepicalis
agarose embedded testicular sections and even in mouse samples.

The growth curve of our amphibian testicular cells showed a
strong correlation between the addition of mouse leukemia
inhibitory factor (mLIF) to the cultivation medium and cell
colony forming activity. RT-PCR analysis revealed a relatively
high Jif transcription in both cell types (XtTSC and XtTSCc). In
testis, a LIF production was determined in PTM cells located
between the seminiferous tubules and the interstitium (Piguet-
Pellorce et al., 2000) and also in remaining somatic cell types
(Sertoli and Leydig cells) and spermatogonia (Jenab and Morris,
1998). LIF has an effect on spermatogonia proliferation and on
the increased survival rate of Sertoli cells (De Miguel et al., 1996).
We observed that for a successful establishment of amphibian
testicular cell culture and its colony-forming activity, at least the
initial addition of mLIF to the cultivation medium is indispensable.
Further supplementation is important for the colony forming
activity, but not for the testicular cell proliferation and survival. It
is possible that initial addition of mouse LIF triggers the production
of Xenopus homolog by testicular cells which is sufficient for their
maintenance in the cell culture, but not for the formation of cell
colonies.

The conservation of mammalian and non-mammalian Lif amino
acid sequences is rather low (20-40%); however, all orthologous
proteins share a conserved three-dimensional structure (Mathieu
et al., 2012). As for lower vertebrates, /if cDNA was cloned in
zebrafish, carp and goldfish (Fujiki et al., 2003; Abe et al., 2007;
Hanington and Belosevic, 2007). Morpholino-based knockdown of
lif in zebrafish revealed no obvious effect on early embryonic
development. However, when its receptor (LIFR) had been targeted,
effects on proper neural development were observed (Hanington
et al., 2008). In chicken, LIF has been shown to function as an anti-
differentiation factor for blastoderm cells (Horiuchi et al., 2006). In
amphibians, its effect on early embryonic development is still
unknown.

Unlike testicular cell culture, RT-PCR and gqPCR analysis
showed a low expression of /if in adult testes. As mentioned
above, in mouse, LIF is mostly produced by peritubular cells located
on a periphery of seminiferous tubules (Piquet-Pellorce et al., 2000).
It is possible, that in Xenopus testis Lif is expressed by scarce cells
positively stained for Sox9 and Sma antigens. When transferred out
of the testicular niche, these cells can proliferate in vitro and produce
a higher amount of Lif.

El Jamil et al. (2008) studied the distribution of sex9 mRNA and
protein in X. tropicalis testicular and ovarian cryosections. In males,
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authors observed a Sox9 expression in nuclei of supporting ( pre-
Sertoli) cells located on the base of seminiferous tubules in the
vicinity of germ cells. Unlike higher vertebrates, Sox9 is also
expressed in oocyte cytoplasm indicating its role in the testicular
differentiation but not in the sex determination.

To study of migration potential of X. fropicalis testicular somatic
cells we performed a series of transplantation experiments with
transgenic cell culture expressing Katushka RFP (XtTSCc-RFP).
Cells were microinjected into the peritoneal cavity of tadpoles at
stage 41. During the first week after microinjection we observed
migration of RFP-positive cells into heart, pronephros (tadpole
kidney) and intestine. The same organs are also major migratory
targets for mouse mesenchymal stem cells intravenously injected
into the bloodstream (reviewed in Cornelissen et al., 2015). Strong
expression of vimentin in transplanted cells observed even one
month after microinjection is typical for migratory mesenchymal
cells (reviewed in Kim et al., 2014). In addition, differentiation
markers of Sertoli and PTM cells (Sox9 and Sma) were
downregulated indicating a dedifferentiation process towards
mesenchymal stem cells able to successfully proliferate and
migrate through the tadpole body.

MATERIALS AND METHODS

Ethical statement

This study was carried out in strict accordance with the Act No. 246/1992
Coll., on the protection of animals against cruclty. An official permission
was issued to the Faculty of Science, Charles University in Prague by the
Ministry of Education, Youth and Sports of the Czech Republic (No.
MSMT-37376/2014-4, date of expiry 3. 3. 2019).

X. tropicalis testi tic cell

The X. tropicalis testicular somatic cell culture was established from testes
of juvenile male (Ivory Coast strain) 6 months after metamorphosis. For
wash steps, diluted PBS (2:1 PBS/deionized H0) was used due to different
cell osmolarity of amphibian contrary to mammalian cells. Testes were
extensively washed with diluted PBS and disrupted with needles in
cultivation medium consisting of 33.3% L-15 and 33.3% RPMI 1640
HEPES meodification medium (both Sigma-Aldrich) supplemented with
10% FBS (Life Technologies), 1.33 mg/ml sodium bicarbonate, 2 mM
L-glutamine and 50 pg/ml gentamicin (all Sigma-Aldrich). Testicular
explants were cultivated at 29.5°C with 5.5% CO, for 5 days without any
interference. Preparation of primary culture was successfully repeated three
times with different X. fropicalis individuals originated from various
breedings. All three lines exhibited the same morphology and behaviour
during long-term cultivation and subsequent experiments.

For XtTSCc cultivation, medium has been improved with 1 mM sodium
pyruvate, 0.1 mM 2-mercaptocthanol (both Sigma-Aldrich) and 1000 U/ml
recombinant mouse LIF (ESGRO; Millipore) according to Chowdhury et al.
(2010). The XtTSCc medium was changed every three days and cells were
passaged every two weeks. To obtain a single cell suspension of XtTSCc,
dissociation by a papain solution (61.25 mg/l papain, 0.5 mM EDTA and
1 mM L-cysteine in PBS without Ca2+, Mg2+; Biochrom AG) was efficient.
Disintegration of colonies using Accutase™ (Thermo Electron Corporation),
Biotase (Biochrome AG) or trypsin-EDTA (0.5% trypsin-0.2% EDTA) was
always incomplete. To measure growth, viable cells were seeded at a density
of 1x10° cells per flask (75 em?) and cultured in XtTSCe medium with and
without recombinant mouse LIF for 45 days. During this time period cells
were counted three times (15 days interval). Mean values were used to plota
growth curve for both cell types together and for XtTSCc separately.

Visualization of XtTSCc via transmission electron microscopy
(TEM)

XtTSCc was separated from XtTSC feeder layer by trypsin-EDTA treatment
and filtered through a 20 pm filter (CellTrics”, Partec). For TEM, colonies
were fixed, dehydrated in a graded ethanol series and acetone, and
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embedded in Araldite 502/PolyBed 812 resin (Polyscience, Inc.) as
previously described (Hyli$ et al., 2007). Ultrathin sections (70 pm) were
stained with uranyl acetate and lead citrate and examined with the JEOL
1011 transmission electron microscope with a Veleta CCD camera and
Olympus Soft Imaging Solution GmbH software.

Preparation of t ic K: RFP testicular cell

Testicular cells were clectroporated with 6 pg of ISpBSIISK-CAG-
Katushka RFP vector (Shcherbo et al., 2007) using Nucleofector™ 2b
Device (Lonza), program T-020 and nucleofection solution (5 mM KCI,
15mM MgCl,, 50 mM Na,HPO,, 100 mM NaCl). One month after
nucleofection, transfected cells were separated on the basis of Katushka RFP
signal by a fluorescence-activated cell sorting (FACS) using the inFlux v7
Sorter (BD Bioscience) (Fig. 1H).

RT-PCR and qRT-PCR

Total RNA was isolated from the adult X tropicalis testes, XtTSC, XtTSCec,
XtTSC-RFP and XtTSCc-RFP using RNeasy Mini Kit (Qiagen) according
to the manufacturer’s instructions. Reverse transcription was performed
with the same amount of total RNA (200 ng) by the RevertAid H Minus
First Strand ¢DNA Synthesis Kit (Thermo Scientific). The relative
expression of target genes was determined by using odel as a reference
gene. Quantitative RT-PCR (qRT-PCR) was performed with a real-time
CFX384 cycler system (BioRad) using iQTM SYBR™ Green Supermix
(BioRad). A RNA spike (TATAA Biocenter) was used to validate the
reverse transcription and the quantitative PCR reactions. The detailed
protocol of ¢cDNA synthesis and gPCR reaction was already described
(Flachsova et al., 2013; Sidova et al., 2015). For primer sequences and
further details, see the Table S1.

Transplantation of testicular somatic cells into tadpole’s
peritoneal cavity

X. tropicalis embryos were produced by the standard in vifre fertilization
procedure (Geach and Zimmerman, 2011). Embryos were cultivated in
0.05xMMR with gentamicin (50 pg/ml) for two days (stage 41). The
developmental stage was determined according to Nieuwkoop and Faber
(1994). Katushka RFP-positive testicular cells were detached from the
bottom of the cultivation flask by trypsin. XtTSCc were separated using
40 pum sieve and colonies were then disintegrated to single cell suspension
by papain. 40nl containing 500 Katushka RFP-positive cells was
microinjected into each peritoneal cavity of tadpoles at stage 41 using a
thin glass capillary (Drummond, type 1-000-0500) and the Nanshige
IM-300 pneumatic microinjector (Fig. 5A). To prevent tadpole movements,
the microinjection experiments were performed in an agarose-coated Petri
dish filled with 0.05x MMR containing few drops of 0.02% MS222 (Sigma-
Aldrich). After transplantation, tadpoles were cultivated for up to one month
and the distribution of RFP positive cells was observed under a fluorescence
stereomicroscope (Olympus).

Immunochistochemistry of vibratome sections from transplanted
tadpoles

Transplanted tadpoles at stage 41 (day 0), 45 (day 1) and 55 (day 30) were
fixed overnight in MEMFA (0.1 M MOPS, 2 mM EGTA, 1 mM MgS04,
and 3.7% formaldehyde) at 4°C. Agarose embedding was performed by
gradual rehydration using 90, 75, 50 and 25% methanol diluted by PBST
(PBS plus 0.1% Tween 20), following by 3 times washing with PBS.
Tadpoles were then immersed into 3% agarose in PBS overnight at 48.5°C
and cooled down. Agarose blocks with fixed tadpoles were then cut mto
30-40 pm sections on vibratome (Leica 1200) in PBS. The sections were
permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS for | h and blocked with
TNB [0.1 M Tris-HCL, 0.15 M NaCl, 0.5% Blocking Reagent (Bochringer
Mannheim GmbH)] for the same time. Incubation with primary antibody in
TNB was done for 3 days at 4°C. The dilution of primary antibodies against
vimentin, Sox9 and Sma was 1:40, 1:300 and 1:400 respectively or 1:5000
for anti-tRFP (rabbit, Evrogen). Appropriate secondary antibody (Sigma)
was applied for 2 h at room temperature following washing five times with
PBSTr. Individual sections were mounted on slides with Mowiol/DAPI

mounting medium and observed under fluorescence microscopy. For details
of antibodies used in immunofluorescence, see the Table S2.
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