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ABSTRAKT

Xenopus tropicalis je jednim z nejvyznamnéjSich modelovych
organismu, ktery je vyuzivan, jak ve vyvojové biologii, tak i v bunécné
biologii. V laboratoti vyvojové biologie, Pif UK se podafilo uspésné zalozit
dlouhodobou primarni kulturu juvenilnich bunék varlat X. tropicalis. Na
zakladé genové exprese prislusnych markert (Sox9, WT1 atd.) bylo dokazano,
ze prevladajicim bunéénym typem kultury jsou pre-Sertoliho buiiky, které
umoziuji dlouhodobou kultivaci kolonii zarodecnych kmenovych bunck.
Kmenovost téchto bunc¢k byla prokazana ptitomnosti alkalické fosfatazy v
koloniich. Cilem této diplomové prace byla optimalizace prace se smiSenou
bunéfnou kulturou a to zejména stanoveni podminek disociace kolonii
zarodecnych kmenovych buné€k, jejich separace od podplirné vyZivovaci
vrstvy pre-Sertoliho bun€k a na zavér urCeni vhodnych podminek transfekce
bun¢k X. tropicalis. Zvladnuti vSech uvedenych technik nabizi moznost
zkoumat nejen uplnou funkci zarodec¢nych kmenovych bunék a jejich
diferenciaci, ale 1 mozny nastroj pro inaktivaci rlznych genli a dalsi

experimenty spojené s transgenezi.

KLICOVA SLOVA

Xenopus, pre-Sertoliho buiky, zarodeéné kmenové buinky, dezintegrace,
transfekce, fluorescencni priatokova cytometrie, transmisni elektronova
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ABSTRACT

Xenopus tropicalis represents one of the most important model
organism used in developmental and cellular biology. Laboratory of
Developmental Biology at the Faculty of Science, Charles University in
Prague has successfully established a long-term culture of X. tropicalis
juvenile testicular cells. Based on expression profiling analysis of selected
specific markers (Sox9, WT1, etc) it was proven that the major cell type in this
culture is pre-Sertoli cells. Furthermore these pre-Sertoli cells allow a long-
term cultivation of the germinal stem cells. By performing a histochemical test
for the presence of alkaline phosphatase in the colony of these cells were
proven the features of stem cells. In this diploma thesis we focused on
optimization of work with the mixed cell culture. In particular we define
conditions of dissociation and subsequent separation of a feeder-layer formed
by the pre-Sertoli cells. We also attempted to develop suitable conditions for
transfection of the germinal cells. With these techniques we will to investigate
the functional properties of the germinal stem cells. Moreover, it provides us a
powerful tool for performing another experiments focused on transgenesis

and/or different gene inactivation.

KEYWORDS

Xenopus, pre-Sertoli cells, germinal stem cells, desintegration, transfection,
fluorescence-activated cell sorting, transmission electron microscopy,

transgenesis
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SEZNAM ZKRATEK
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BFM
BMP

BrdU5
BTB
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DTT
dpc
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EGCs
EGF
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FGF
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HEPES

anti - Miillerian hormone

antisense morpholino oligonucleotides
bromfenolova modf

bone morphogenetic protein

base pair

5-bromo-2-deoxyuridin

blood-testis barrier

complementary deoxyribonucleic acid
4'.6-diamidino-2-phenylindole

deleted in Azoospermia-like
dimethylsulfoxide

deoxyribonucleic acid

dithiotreitol

days post coitum

embryonic carcinoma cells
ethylenediaminetetraacetic acid
embryonic germ cells

epidermal growth factor
N-ethyl-N-nitrosourea

embryonic stem cells

expressed sequence tag
fluorescence-activated cell sorting
fetal bovine serum

fibroblast growth factor

fluorescent in situ hybridization

green fluorescent protein

glial cell line-derived neurotrophic factor
hypoxantin aminopterin tymidin
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfunic acid



hCG human chorionic gonadotropin

HGPRT hypoxantin-guanin fosforibosyltransferaza
KGF keratinocyte growth factor

LIF leukemia inhibitory factor

MDH malate dehydrogenase

METRO message transport organizer

mMRNA messenger ribonucleic acid

NIH National Institutes of Health

PBS phosphate buffered saline

PGCs primordial germ cells

pPGCs presumptive primordial germ cells

REMI restriction enzyme mediated integration
RFP red fluorescent protein

RNA ribonucleic acid

rRNA ribosomal ribonucleic acid

RT room temperature

SCF stem cell factor

Sox9 SRY-related HMG box

SRY sex-determining region on the Y chromosome
SWCs surface contraction waves

TBE Tris-borate-EDTA pufr

TEM transmission electron microscopy

TGF-B transforming growth factor- 3

TK- thymidin kinase deficient

TNAP tissue nonspecific alkaline phosphatase
TSA tyramide signal amplification

UTR untranslated region

WT1 Wilms' tumor suppressor gene 1

Xldazl Xenopus laevis DAZ-like gene

Xklp1 Xenopus kinesine-like protein

Xlsirt Xenopus laevis short interspersed repeat transcript



1 UvoD

Obojzivelnici patii mezi klicové modelové organismy vyvojové
biologie. Je to dano vnéjSim oplozenim, vyvojem zna¢ného poctu embryi a
evoluéni blizkosti se savci. V soucasné dobé¢ je nejveétsi zajem soustiedén na
zaby rodu Xenopus, resp. na jediny diploidni druh, Xenopus tropicalis.
Intenzivni studium jeho genomu zna¢né piispiva k feSeni problémill spojenych

s diferenciaci buiiky a vyvojovymi procesy.

Laboratot  vyvojové  biologie, Katedra bunécné¢  biologie,
Ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze, se podili na mapovani
genomu Xenopus tropicalis. Lokalizace genti se puvodné provadéla na
chromozomalnich preparatech z bun¢k sleziny usmrcenych zvitat. Z divodu
velké spotieby pokusnych zvitat byla snaha ziskat trvalou buné¢nou kulturu X.
tropicalis. Po nékolika pokusech se nasi laboratofi podafilo uspésné zalozit
dlouhodobou primarni kulturu odvozenou od juvenilnich bun¢k varlat X.
tropicalis. Na zaklad¢ genové exprese prislusnych markert (Sox9, WT1 atd.)
bylo dokazano, ze prevladajicim bunécnym typem kultury jsou pre-Sertoliho
buiiky. Pfi kultivaci bun¢k v kondicionovaném médiu byl prokdzan vyrazny
pozitivni vliv tohoto média na rast a rychlost jejich proliferace. Zaroveini bylo
pozorovano, ze po dlouhodobé kultivaci bez vymény média dochéazi v kultute
k wvyskytu kolonii zirode¢nych kmenovych bunc¢k. Tyto kolonie maji
charakteristickou morfologii a vyskyt kmenovych buné€k v koloniich byl
potvrzen reakci na piitomnost alkalické fosfatazy (Obr. 1). Oddéleni téchto
dvou bunéénych typti od sebe je velmi obtizné z diivodu intenzivni chemotaxe
pre-Sertoliho bunék, které migruji k zdrode€nym kmenovym buitkkdm a vytvafi
s nimi smiSené kolonie. Pokusy vedouci k zastaveni proliferace pre-Sertoliho
bunék pomoci mitomycinu nebyly uspé$né, pravdépodobné kviili znacnému

mnozstvi rastovych faktord, které pre-Sertoliho buiiky produkuji.



A

Obr. 1. Histochemicky test na pritomnost alkalické fosfatazy (zvétSeni 100x)
A) Podpirna vyzivovaci vrstva z pre-Sertoliho bunék.

B) Pre-Sertoliho buiiky s kolonii zarode¢nych kmenovych bunék.

C) Pozitivni vysledek na piitomnost alkalické fosfatazy v kolonii.

U kolonii zarodeénych kmenovych bunék byla také provedena

lokalizace genu VASA, ktery se fadi mezi charakteristické markery
zarode¢nych kmenovych bunék (Obr. 2).

Obr. 2. Lokalizace VASA markeru pomoci metody FISH-TSA (jadra znafena DAPI, VASA
znaceny rhodaminem).

A) Exprese VASA v pre-Sertoliho butikach.

B) Exprese VASA v kolonii zarode¢nych kmenovych bun€k na podpiirné vyzivovaci vrstvé z
pre-Sertoliho bunék.



2 CILE DIPLOMOVE PRACE

Zasadnim pozadavkem pfi studiu zarode¢nych kmenovych bunck je
optimalizace prace s jejich kulturou. Tento fakt je rozhodujici pro budouci
experimenty na$i laboratofe. Nabizi mozZnost nejen potvrdit Gplnou funkci
téchto bunék a piistup k vyzkumu utvareni spermii, ale i pfilezitost pro in vitro

transgenezi a tim 1 mozny novy model pro inaktivaci riiznych gend.

Pre-Sertoliho buiiky jevi v kultufe intenzivni chemotaxi, migruji k
zdarodenym kmenovym buikam a vytvaii spolu smiSené kolonie. Tyto
kolonie zlstavaji kompaktni i po plisobeni proteolytického enzymu trypsinu,
ktery se bézné pouziva pii manipulaci s adherentnimi kulturami. Dulezitym
krokem je tedy oddéleni téchto dvou bunéénych typid od sebe a ziskat tak
¢istou, silné obohacenou kulturu zirode¢nych kmenovych bunék. Pozitivni
vysledek testu na ptitomnost alkalické fosfatdzy v koloniich zarodec¢nych
kmenovych bunék neni dostaCujicim diikazem jejich kmenovosti. Tyto buiky
je nutné transfekovat vybranym GFP (green fluorescent protein) plasmidem a
poté transplantovat do varlat chemicky sterilizovaného samce X. tropicalis.
Pokud transgenni buiiky znovu osidli varlata a prodélaji normalni
spermatogenezi (Brinster and Zimmermann, 1994), bude tim prokazana

kmenovost t€chto bun€k.

Cile predkladané diplomové prace:

1. Disociace kolonii zarode¢nych kmenovych bun¢k X. tropicalis.
2. Separace pre-Sertoliho bunék a zarode¢nych kmenovych bunék.

3. Optimalizace transfekce bun¢k kultury X. tropicalis.



3 LITERARNI PREHLED

Vyvojova biologie v posledni dobé prodélava explozivni rozvoj. Pfi
studiu embryonalnich indukci organti a diferenciaci bunék mitizeme sledovat
tii pristupy. U X. laevis a X. tropicalis jsou to metody vyuzivajici
mikroinjekce mRNA (messenger ribonucleic acid) do oocytu a nasledné
sledovani efektl v pribéhu morfogeneze. V savCi embryologii se vyuZivaji
tkanové kultury obvykle pro studium terminalni diferenciace, ptipadné pro
vyzkum diferenciace kmenovych bun¢k. Tento pfistup je zatim mozné vyuzit
pouze u mysi. Tfetim velmi vyznamnym pfistupem je knock-out genu v
kmenovych buiikach a jejich nédsledné pouziti k ptipravé transgennich jedinct.
I tato metoda je pouzivana vyhradné u mysi. Nedostatecné znalosti signali
vedouci k diferenciaci kmenovych bun¢k brani k jejich ¢astéjsimu pouzivani.
Pouziti metody knock-out a udrzovani kmenovych bunék in vitro u

obojzivelnikli by vyznamné piispélo ke studiu diferenciace orgdnti a tkani.

3.1 Xenopus jako modelovy organismus

Z pohledu embryologie jsou mozné tfi modeloveé organismy obratlovci.
Prvnim je myS$ (Mus musculus) s malym poétem embryi, kde je pro
pozorovani vyvoje nutnd kultivace embrya in vitro. Druhym modelem je
zastupce ryb zebficka, u které je nespornou vyhodou wvnéjsi, dobie
pozorovatelny vyvoj a prithledna embrya, ale netispéSnost mikromanipulaci a
mikroinjekci do blastomer z divodu kiehkosti embryi ¢ini tento model
nevhodnym (Hirsch et al., 2002a). Tietim a z hlediska mikromanipulaci,
mikroinjekci a regenerace nejvyhodnéjSim modelovym organismem

obratlovct je zaba rodu Xenopus.



Roku 1935 ziskal Hans Spemann Nobelovu cenu za objev organizatoru
u obojzivelnikii. Diky této skuteCnosti vyrazné vzrostl védecky zajem o
obojzivelniky z hlediska Casného embryondlniho vyvoje a experimentélni
embryologie (Callery, 2006). Z pocatku evropsti embryologové pouzivali
zejména embrya Colkd (napf. Triturus) a embrya zaby Rana temporaria,
piibuzné severoamerickému druhu Rana pipiens. Prvni pokusy s Zabimi
oocyty zahrnovali transplantace jader do enukleovanych oocytia (King and
Briggs, 1955). Dilkaz, ze oocyty Zab rodu Xenopus dokazi translatovat
injikovanou exogenni mRNA, byl dalsim klicovym experimentem, ktery
postr¢il rod Xenopus do poptedi zajmu (Gurdon et al., 1971). O Ctyfi roky
pozdéji se oocyty zacCaly pouzivat pro in vivo studium funkce biologickych
makromolekul (Gurdon, 1975). Zaby rodu Xenopus se tak postupné staly

jednim z nejzasadnéjSich modelovych systémii.

Dnes jsou zéby rodu Xenopus nepostradatelnou slozkou, jak pii studiu
¢asného embryondlniho vyvoje obratlovct, tak i v bunétné biologii. Vyhody
tohoto modelového organismu jsou dany hned nckolika faktory zahrnujici
dostatecnou velikost oocytli a embryi, indukovatelnou ovulaci, vnéjsi oplozeni
a jiz od prvni ryhy dobie pozorovatelnou embryogenezi (Beck and Slack,
2001). Poté, co zarodek stravi znac¢nou ¢ast Zloutkovych granul, se ve stadiu
pulce stava transparentnim, coz umoziuje pii studiu vyvojovych procest
(knock-out, gene trap, promotor trap apod.) vyuzivat fluorescenéni reportérové
geny jako napt. GFP. Velikost oocytli 1 embryi dovoluje mikrochirurgické
manipulace véetné mikroinjekci. Navic embrya Zab rodu Xenopus vykazuji po

pouziti téchto technik neobvykle vysokou schopnost regenerace.

Pii studiu funkci geni béhem casného embryondlniho vyvoje se
vyuziva injikace antisens-RNA (ribonucleic acid) nebo antisens morpholino
oligonukleotidi (aMOs) do cytoplasmy vajicka. Oba pfistupy jsou urcené k
blokaci exprese zkoumanych genii a na zdkladé¢ vysledného fenotypu je

identifikovana jejich funkce. Tyto oligonukleotidy mohou byt dvou typa.
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specificky a ucinn¢ blokuji translaci, jak u embryi X. tropicalis (Nutt et al.,
2001), tak i u embryi X. laevis (Heasman et al., 2000; Heasman, 2002). Druhy
typ aMOs brani dozrani mRNA, a tak 1 nasledné translaci pies
komplementaritu k sestfihovému mistu v pre-mRNA. Z divodu detailné;jsi
znalosti sekvence genomu X. tropicalis je druhy typ aMOs pievazné
pouzivany pravé u tohoto druhu (Kenwrick et al., 2004; Rana et al., 2006).
Nespornou nevyhodou téchto metod je pouze piechodny efekt injikovanych
latek. Nedochdzi ke zmén€ genomu a kratky polocas rozpadu injikované
mRNA, antisens RNA ¢i antisens morpholino oligonukleotidi neumoznuje

jejich vyuziti v pozdéjsich vyvojovych stadiich.

Kroll and Amaya (1996) pfisli s prilomovou transgenni metodou REMI
(restriction enzyme mediated integration), ktera je zalozena na spolecné
inkubaci exogenni DNA (deoxyribonucleic acid) s restrikéni endonukledzou a
permeabilizovanymi  spermiemi s  dekondenzovanym  chromatinem.
Mikroinjikaci takto upravenych spermiovych jader do oocyti Xenopus laevis
dochazi k vyvoji embryii, které stabilné exprimuji vlozeny gen. Dalsi vyzkum
poukézal na rozdilnost potomki F, generace po pouziti této metody, ktera je
dana restrikénimi enzymy zpiisobujici integraci exogenni DNA na rGznych
mistech (Marsh-Armstrong et al., 1999). REMI transgenni metoda, ptvodné
vyvinuta pro X. laevis, se pozd¢ji zacala vyuzivat i pii praci s X. tropicalis
(Offield et al., 2000). Do vyhod transgeneze pomoci této metody je nutné
zapocitat vysokou ucinnost a vznik nemosaikovitych zvirat (Hirsch et al.,
2002a). Ke zdtraznéni této vyhody poslouzi porovnani s transgenezi na
mySim modelu, kde vysledkem cCasto byva mosaicismus. U mysi je funkce
genu studovana pomoci mutovanych ¢i transgennich embryondlnich
kmenovych bun¢k (ESCs) injikovanych do blastocyst (Chen et al., 2000). V F,
generaci vznikaji chiméry, které exprimuji transgen jen v nékterych buiikach
jedince a az v F, generaci vznikaji recesivni homozygoti. Z vySe uvedeného je

patrné, Ze transgeneze u mysi je casove narocny proces.
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Podminénd transgeneze pomoci tkanoveé specifického promotoru
(Cre/LoxP, GAL4/UAS, piipadné FLP systému) umoziuje expresi transgenu
jen v urcité tkani (Werdien et al., 2001; Chae et al., 2002). Dosud bylo
piipraveno vice nez 20 reportérovych linii X. tropicalis (Hirsch et al., 2002b),
které stabilné exprimuji GFP nebo RFP (red fluorescent protein) pod tkanoveé

specifickym promotorem (Matz et al., 1999).

3.1.1 Systematické zairazeni a zemépisny ptivod

Rod Xenopus fylogeneticky spada do tfidy Amphibia (Obojzivelnici),
podtiidy Ecaudata (Bezocasi), fadu Anura (zaby), celedi Pipidea, podceledi
Xenopodinae a spole¢né s rodem Silurana tvoii skupinu takzvanych
drapkatych zab (oznaceni vychazi z anglického vyrazu ,,African Clawed
Frogs®) (de Sa and Hillis, 1990; Cannatella and de Sa, 1993). Celed Pipidea
zahrnuje 1 podceled” Pipinae, do které¢ je fazeno sedm druhti americkych Pip
(Cannatella and Trueb, 1988). Rod Xenopus se déli na dvé vétve, prvni
Xenopus zahrnujici X. laevis a druhou Silurana, kam se tadi druh X. tropicalis
(Evans et al., 2004). K evolu¢nimu oddéleni téchto dvou vétvi doslo zhruba

pied 30 miliony let (Bisbee et al., 1977).

Zemépisne pochdzi zaby rodu Xenopus z moktad a bazin Jizni Afriky.
Konkrétni vyskyt laboratorn¢ vyuzivaného druhu Xenopus laevis (drapatka
vodni) byl zaznamenéan v oblasti Cape Flats kolem Kapského mésta v jizni

Africe.
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3.1.2 Xenopus laevis

Xenopus laevis se do centra pozornosti dostal ve 30. letech 20. stoleti,
kdy bylo zjisténo, Ze podanim lidského choriogonadotropinu (hCG) je mozné
u samic vyvolat ovulaci kdykoliv béhem roku (Bellerby, 1934; Shapiro and
Zwarenstein, 1934). Zpocatku byl tento druh vyuZzivan na testy téhotenstvi,
kdy injekéni podani moci téhotné Zeny pod kazi zaby u ni vyvolalo do 12
hodin ovulaci. Diky tomuto praktickému vyuziti doslo v 50. letech Kk rozsiteni
Xenopus laevis do klinickych laboratofi po celém svété (Gurdon and
Hopwood, 2000).

Zvlastnosti rodu Xenopus je fakt, Ze az na jediny druh vykazuji vSechny
ostatni (16-20 druhit) polyploidni piivod, tvotici série 2:4:8:12 (Kobel and Du
Pasquier, 1986). X. laevis je v disledku duplikace genomu allotetraploid
nesouci ¢tyfi kopie mnoha gend. Allotetraploidni druh vzniké hybridizaci, pii
které jsou zachovany diploidni genomy obou rodicovskych organismi
(Thiebaud and Fischberg, 1977). K umlceni jednoho genu na trovni mRNA
jsou tudiz nutné Ctyfi antisens sekvence odpovidajici ¢tyfem moZnym typlim
alel. Z tohoto divodu neni X. laevis vhodnym modelovym organismem na
genomické a genetické studie (Amaya et al., 1998). Graf (1989) dokazal, ze
cela fada proteinii a enzymi se ale v genomu Xenopus laevis vyskytuje v
neduplikované formé, tzn. genom tohoto druhu byl ¢astecné diploidizovan. |
pfes tyto obtize bylo dosaZeno nékterych vyznamnych vysledkt, naptiklad

kompletni sekvenovani mitochondriadlniho genomu (Roe et al., 1985).

Mitoticky karyotyp X. laevis tvofi 18 chromozomi rozdélenych do
sedmi morfologicky odliSnych skupin mediocentrickych a akrocentrickych
chromozomi, které v meidze tvoii bivalenty (Tymowska and Fischberg, 1973;
Thiebaud and Fischberg, 1977).
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Urceni pohlavi u Xenopus laevis odpovida typu Abraxas (saméi ZZ,
sami¢i WZ), ale 1 pres dikladnou morfologickou analyzu se
heterochromozomy X. laevis zatim nepodafilo identifikovat (Schmid and
Steinlein, 1991).

3.1.3 Xenopus tropicalis

V dnesni dob¢ je zajem soustiedén na druh Xenopus (Silurana)
tropicalis, protoze jde o jediny diploidni druh tohoto rodu (2n = 20) (Beck and
Slack, 2001; Hirsch et al., 2002a). Zaroven tento druh pfedstavuje mezi
obojzivelniky jeden z nejmenSich genomi, velikost genomu v haploidnim
jadie je 1,7 x 10° bp (base pair) (Thiebaud and Fischberg, 1977). Mitoticky
karyotyp tvofi 10 chromozomovych pard, které Ize podle velikosti a polohy
centromery rozdélit do Sesti  morfologicky  odliSnych  skupin

submetacentrickych a akrocentrickych chromozomii (Tymowska, 1973).

Paralelné¢ s vyvojem systému X. tropicalis se National Institutes of
Health v USA (NIH - http://www.nih.gov/science/models/xenopus/)
intenzivné zabyval 1 vyvojem genetickych a genomickych informacnich zdroji
(Klein et al., 2002). Od roku 2003 bylo jiz zvefejnéno, pievazné v podobé
nahodné exprimovanych sekvenci (EST), pies 670 000 sekvenci X. laevis a
vice nez 1 200 000 sekvenci X. tropicalis z riiznych tkani a vyvojovych stadii.
Pii takovém mmnozstvi novych informaci o sekvencich je X. tropicalis na
devatém misté¢ v seznamu organisml s nejveétSim mnozstvim uréenych EST
sekvenci (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST_summary.html).
Informace tykajici se Xenopus EST sekvenci jsou k dispozici na internetovych

strankach GenBank (http://www.ncbi.nih.gov/Genbank/).
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V soucasné dobé probiha vytvafeni genetické mapy X. tropicalis
sestavené¢ na zaklad¢é identifikace polymorfnich markert. Potvrzenim této
mapy bude fyzickd lokalizace vybranych polymorfnich markerd do
jednotlivych chromozomt pomoci metody FISH-TSA. Na tomto projektu se
podili 1 Laboratot vyvojové biologie, PfF UK v Praze. Metodou fluorescen¢ni
in situ hybridizace (FISH) s tyramidovou amplifikaci signalu (TSA) byl
prvnim zmapovanym genem X. tropicalis mitochondridlni malat-
dehydrogenaza (Mdh2) (Krylov et al., 2007). Zaroven byla dokdzana vysoka
citlivost FISH-TSA metody pro lokalizaci paralognich gent, jez vykazuji 95%
shodu (paralogy mitochondridlni maldt-dehydrogendazy, Mdh2a, Mdh2b)
(Tlapakova et al., 2005).

Stejné jako u X. laevis je mozné u X. tropicalis pomoci injekce hCG
stimulovat ovulaci kdykoliv béhem roku. Timto zptisobem jsou eliminovany
problémy spojené s nedostatkem experimentalniho materialu. Zaroven je X.
tropicalis oproti mySimu modelu dlouho Zijicim organismem, doziva se i vice
nez 8 let. Mnozstvi vajicek ve sniiSce se pohybuje v rozmezi 1000-3000 a
ackoliv je jejich velikost oproti oocytim X. laevis polovicni, jsou dostatecné

velka pro mikromanipulace ¢i injekce RNA.

Xenopus tropicalis je vyznamnym modelovym organismem hlavné na
poli regulace embryonalniho vyvoje. Casto vyuzivanou metodou je geneticky
screening zprostfedkovany ndhodnou mutaci pomoci ENU (N-ethyl N-
nitrosourea). Mutovani jedinci se zajimavym fenotypem jsou nasledné

podrobeni detailngjsi analyze (Goda et al., 2006).
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3.1.4 Porovnani X. laevis a X. tropicalis

Druhy X. laevis a X. tropicalis se na prvni pohled lisi velikosti téla.
Dospélci X. laevis doristaji do 10 cm a velikost nakladenych vajiek se
pohybuje kolem 1 - 1,3 mm. V porovnani je X. tropicalis velikostné mensim
druhem, dospé¢lci jsou okolo 4 — 5 cm a vaji¢ka mezi 0,7 - 0,8 mm (Obr. 3,
Tab. 1).

Obr. 3. Porovnani velikosti dospélych samic Xenopus laevis (vlevo) a Xenopus tropicalis (vpravo)
(Hirsch et al., 2002a).

Allotetraploidni ptivod a duplikace vétSiny geni X. laevis ¢ini tento
druh nevhodnym pro genetické a genomické studie. Dalsi nevyhodou X. laevis
je dlouha generacni doba (1-2 roky), diky které je vytvoreni stabilni transgenni
linie pomalym procesem. Xenopus tropicalis vsak tyto nevyhody nema.
Vzhledem k diploidnimu genomu a generacni dobé 4-6 mésicu je X. tropicalis
upfednostiovanym modelem pro multigeneracni genetické ¢i genomické
analyzy a transgenni ptistupy (de Sa and Hillis, 1990; Amaya et al., 1998). Na
druhé strané pomaly embryonalni vyvoj X. laevis, velka vajicka a embrya fadi

tento druh k vhodnym modelim experimentalni embryologie a biologie.
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Skutecnost, Ze oba druhy jsou si evolu¢né velmi pfibuzné, umoziuje ve
vetsing pripadl vyuzit data z EST a cDNA (complementary DNA) knihoven
X. laevis i pii studiu X. tropicalis (Amaya et al., 1998). Molekularni sondy
uréené k in situ hybridizaci, RNA sondy ¢i protilatky navrhnuté na X. laevis

Ize s vyhodou pouzit i na X. tropicalis (Khokha et al., 2002).

X. laevis X. tropicalis
Ploidie Allotetraploid Diploid (n=10)
Velikost genomu 3,1x10°bp 1,7 x 10° bp
Velikost vajicka 1-1,3mm 0,7-0,8mm
Pocet vajicek / snuizka 300 — 1000 1000 — 5000
Generacni doba 8 — 12 mésicu a vice 3 — 5 mésict
Velikost dospélce 10cm 4-5cm

Tab. 1. Porovnani zakladnich udaji Xenopus laevis a Xenopus tropicalis (Hirsch et al., 2002a).

3.1.5 Chov zab rodu Xenopus

X. laevis i X. tropicalis jsou vodnimi zivoCichy, a tak chov i
rozmnozovani probihd ve vodnich nadrzich. Oproti vétSin€ obojzivelnika
nevyzaduji zivou stravu (Amaya et al., 1998). Ptfi porovnani chovu mezi
témito dvéma druhy zab ma niz8i prostorové naroky X. tropicalis, avsak jeho

reakce na zhorsené zivotni podminky je citlivéjsi.
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3.2 Zarodecné kmenové bunky

3.2.1 Determinace primordialnich zarodecnych bunék

U vétsiny zivocichil, zejména u hmyzu a obratlovct, dochazi k oddéleni
zarodecné linie bunék od somatické linie jiz v ¢asném embryonalnim vyvoji.
Naopak tomu je napi. u plostének nebo zahavct, kdy ke vzniku zarode¢nych
bun€k dochazi az v dospélosti. Prekurzory zarodecnych bunck jsou tzv.
primordiélni zdrode¢né bunky (PGCs), které v pritbéhu embryogeneze migruji

do genitalnich ryh, tzn. do mista, kde se pozd¢ji zalozi gonady, a osidluji je.

Primordialni zarode¢né builky mohou byt ureny dvéma zpusoby.
Autonomni zpisob specifikace PGCs se vyskytuje napt. u ovocné musky
(Drosophila melanogaster) nebo u zab, kde PGCs vznikaji z bun¢k obsahujici
tzv. zarodeCnou plasmu. Nejvic prostudovanym organismem z hlediska
slozeni zarode¢né plasmy a migrace PGCs je pravé Drosophila melanogaster.
U obojzivelnikii byla objevena zarode¢na plasma poprvé u druhu Rana
temporaria (Bounoure, 1929 — citovano dle lIkenishi, 1998). U savct se v
porovnani s rodem Xenopus vyskytuje zcela jiny zplisob urceni primordialnich
zarodeCnych bunék. V c¢asném embryonalnim vyvoji jsou PGCs
determinovany induk¢énimi signaly z okolnich bun¢k (Wakahara, 1996).
Indukénim mistem je posteriorni oblast epiblastu, kde dochazi ke styku
extraembryondalniho ektodermu, epiblastu, primitivniho prouzku a alantoisu.
Extraembryonalni ektoderm se diky expresi BMP4 a BMP8b (bone
morphogenetic protein) stava induktorem (Lawson et al., 1999; Ying et al.,
2000). Akceptorem signalu je skupina posteriornich bunék epiblastu
exprimujici na svém povrchu transmembranovy protein fraggilis. PGCs
vznikaji z centralni skupiny 20ti bunék, které kromé fraggilis navic exprimuji

geny blimp1 a stella (Saitou et al., 2002; Bortvin et al., 2004).
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3.2.1.1 Determinace PGCs u rodu Xenopus

3.2.1.1.1 Lokalizace a slozky zdarodecné plasmy

Jak jiz bylo fecCeno, U Zab rodu Xenopus vznikaji primordialni zdrodecné
buniky pouze z bun¢k obsahujici zdrode¢nou plasmu. Ta se v neoplozeném
oocytu vyskytuje ve formé cytoplasmatickych ostrivkt v kortikalni oblasti
pobliz vegetalniho polu (Heasman et al., 1984). Zarode¢na plasma je soucasti
oblasti METRO (message transport organiser) mitochondrialniho mraku
(Balbianiho télisko) (Kloc et al., 2002) a je slozena z mMRNA,
mitochondrialnich rRNA (ribosomal ribonucleic acid) a germinalnich granul.
Dynamicka 3D struktura germinalnich granul se v pribéhu embryonalniho
vyvoje méni a tim umoziuje asociaci se specifickymi regulacnimi RNA
molekulami. Translokace heterolognich RNA molekul do oblasti vegetalniho
kortexu, kde se nachazi zarode¢na plasma, je zprostiedkovana XIsirt
repetitivni RNA (homolog savéiho Xist, ktery se u samic uplatiuje pfi
inaktivaci jednoho X chromosomu) (Kloc et al., 1993). Mezi markery
vegetalniho kortexu se fadi mRNA Xcat-2 (Forristall et al., 1995), Vg-1
(Weeks and Melton, 1987) a Xlwnt-11 (Ku and Melton, 1993). mRNA Xcat-2
je lokalizovana v mitochondrialnim mraku (Zhou and King, 1996), ze kterého
je pomoci 164 nukleotidd dlouhé 3" nepiekladané UTR oblasti (untranslated
region) cilena do germinalnich granul (Kloc et al., 2000). Bylo prokazano, ze
Xcat-2 patii do stejné rodiny RNA-vazebnych proteintl, jako nanos Drosophily
melanogaster a stejné¢ tak se podili na specifikaci germinalnich bunék
(Mosquera et al., 1993).
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3.2.1.1.2 Pohyb zarodecné plasmy po oplozeni oocytu

Po oplozeni a zahéjeni kortikalni rotace jsou ostriivky zdrode¢né plasmy
piipojovany k Zloutkové mase a migruji na vegetalni pol vajicka, kde spolu
fuzuji ve veétsi shluky. DilezZitou roli v procesu migrace zaujima cytoskelet.
Agregace zarodecné plasmy je zavisld na mikrotubulech a vyzaduje Xklpl
(Xenopus kinesin-like protein 1) (Robb et al., 1996). Xklp1 zajistuje pohyb ve
form¢ tzv. povrchovych vin cytoplasmy SWCs (surface contraction waves),
které jsou nezbytné pro spravnou agregaci a distribuci ostrivkll zarodecné
plasmy, nikoliv vSak pro samotnou kortikalni rotaci (Quaas and Wylie, 2002).
Nasledujicim krokem migrace zdrode¢né plasmy je piesun shlukl z kortikalni
oblasti vegetalniho polu smérem do vajicka. Tento pohyb nevyzaduje

cytoskeletalni vlakna, ale je zalozen na proudéni cytoplasmy (Ressom and
Dixon, 1988).

Cely postup migrace zarode¢né plasmy lze sledovat v Zivém embryu
pomoci fluorescencni latky barvici specificky jeji komponenty (DiOCg — 3,3"-

dihexyloxacarbocyanin) (Savage and Danilchik, 1993).

3.2.1.1.3 Segregace zarodecné plasmy

Presumptivni primordialni zarode¢né buiky (pPGCs - buiiky, které jesté
nedosahly gonad) jsou charakterizovany pfitomnosti zarode¢né plasmy. Ve
stadiu Ctyf blastomer obsahuji zarode¢nou plasmu vSechny Cctyfi builky
(Whitington and Dixon, 1975). Az tietim, ekvatorialnim délenim dochazi k
rozdéleni ryhujiciho se embrya na animalni blastomery, které zarodec¢nou
plasmu neobsahuji, a vegetalni blastomery, které zarode¢nou plasmu obsahuji.
Béhem dalsiho ryhovani nedochdzi ke zvySovani poctu presumptivnich PGCs
a to z divodu asymetrického déleni zdrode¢né plasmy do dcetfinych bunék.

Stadium casné blastuly (stadium 7) obsahuje presumptivni PGCs stale ve
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vegetalni oblasti, v pozdni blastule (stddium 9) jsou jiz tyto buiky
detekovatelné mezi vegetativnim pélem a blastocelem (Obr. 4) (Kamimura et

al., 1976)a posléze jsou lokalizované na dn¢ blastocelu (Kloc et al., 1993).

Animal
pole Cleavage furrow

(A)

p——.

———Germ~—
Vegetal plasm Blastocoel
pole

Obr. 4. Lokalizace a pohyb zirode¢né plasmy (znacena fialové) béhem ryhovani (Gilbert, 2006).
A) Zarodeéna plasma je po oplozeni soustiedéna do vegetalniho polu vajicka.
B) Lokalizace zarodeéné plasmy ve stadiu 2 bunék.

C) Ve stadiu pozdni blastuly se zarode¢na plasma nachazi v burikach tvofici dno blastocelu.

3.2.1.1.4 Migrace presumptivnich primordialnich zarodecnych bunék

Po skonceni gastrulace jsou pPGCs pozorovany v centralni cCasti
entodermalni bunééné masy, kde zlstdvaji az do vyvojového stadia 28
(Kamimura et al., 1976). Ve stadiu ¢asného pulce (stadium 40) jsou pPGCs
nahromadény v posteriorni oblasti embryonalniho stieva odkud vystupuji a
migruji skrz dorzalni stranu mesenteria az dosahnou genitalnich ryh (stadium
46) (Obr. 5). Vyznamnou roli béhem této migrace hraje extracelularni
glykoprotein fibronectin, ktery je syntetizovany bunikami mesenteria
(Heasman et al., 1981). Vlastni pohyb presumptivnich PGCs je
zprosttedkovan polymeraci F-aktinu a diky tomu dochdzi k aktivnimu
prodluzovani filopodii, které se pies integriny navazi na extracelularni matrix
(Nishiumi et al., 2005). Tvarova rozdilnost migrujicich PGCs bunék (kulaté) a

endodermalnich bunék (polygonalni) usnadnuje studium migrace (Kamimura
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et al., 1976). Ze vSech téchto udaju vyplyva, ze pii vyzkumu mechanismi
migrace v podminkéach in vitro je nutné kultivovat pPGCs na podptirné

vyzivovaci vrstvé bunék mesenteria (Heasman and Wylie, 1978).

Dilezitou roli pfi migraci pPGCs hraji i mRNA uloZené v zarode¢né
plasmé. Deleci maternaln¢ ulozené Xldazl (Xenopus laevis DAZ-like) mMRNA
pomoci antisens oligonukleotidi dochazi k zastaveni migrace pPGCs do
dorzélniho entodermu. Kvili tomu se poté neuskutecni prestup téchto bunck
do dorzalni strany mesenteria. Homology této RNA se vyskytuji, jak u
Drosophila melanogaster (boule), mysi (Dazl - deleted in Azoospermia -like),
tak 1 u ¢lovéka (DAZL). Ve vSech piipadech se jedna o gen kdédujici RNA-
vazebny protein, ktery se uplatiiuje v Casné diferenciaci a migraci pPGCs

(Houston and King, 2000).

Zvyseni poctu presumptivnich PGCs nastdva az bcéhem gastrulace
(Ikenishi and Kotani, 1979), kdy dochazi k pfemisténi zarode¢né plasmy do
okoli bunécného jadra a nasledkem toho k symetrickému déleni mezi dcetiné
bunky. Migrujici presumptivni PGCs podstoupi tfikrat mitotické déleni a do
genitalnich ryh vstupuje nakonec 30 bunék (Whitington and Dixon, 1975). Po
vstupu do genitalnich ryh nastupuje proliferace a diferenciace PGCs na

zarodecné kmenové buiky.
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Obr. 5. Osud zarode¢né plasmy (znacena fialové) v Zivoetnim cyklu Amphibia — ¥ad Anura
(Gilbert, 2006).

Po oplozeni je zarodecna plasma lokalizovana ve vegetalnim pdlu oocytu a béhem ryhovani putuje
podél ryh nove vznikajicich blastomer. V pozdni blastule se zarodecnd plasma nachdzi v builkdch
tvorici dno blastocelu. Pfi nasledné gastrulaci se presumptivni PGCs hromadi v posteriorni ¢asti
embryonalniho stfeva, odkud pfes dorzalni mesenterium migruji do genitalnich ryh. Po metamorfoze

se pohlavné nedospélé larvalni stadia méni v pohlavné dospélé jedince.

3.2.2 Vyvoj varlat

Vzhledem k tomu, ze informace o diferenciaci pohlavnich organi u
obojzivelnikll nejsou prozatim objasnény, se nasledujici udaje o vyvoji varlat a
interakci Sertoliho bunék a zarodecnych bunék tykaji savcéiho modelu. Gonady
se v pocatec¢nim vyvoji zdrodku formuji jako parova bipotencialni Zlaza. Tato
zlaza ma pivod v intermedidlnim mesodermu a vznik4 proliferaci bunck
epitelialni vrstvy genitdlnich ryh, které nasledné daji vzniknout somatickym
komponentiim pohlavnich orgénd. Struktura bipotencialnich 714z je ¢lenéna na

dfen (medulla) a kiiru (cortex) (Josso, 2008).
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Ovary Testis

Obr. 6. Vyvoj bipotencialni Zlazy u mysi.
U XX (samice) dochazi v rozvoji kliry bipotencialni z1azy za vzniku ovarii.

U XY (samec) dochazi k rozvoji dfené za vzniku varlat.

U samiciho zarodku dochézi k proliferaci bunék kiry, které posléze
kolem zarode¢nych bunék vytvoii folikuly. U saméiho zarodku dochéazi k
proliferaci bun€k diené (Obr. 6) a k jejich diferenciaci v pre-Sertoliho bunky,
kter¢é jsou charakteristické velkym obsahem cytoplasmy, drsnym
endoplasmatickym retikulem a produkci AMH (anti - Miillerian hormone),
ktery zpusobuje zablokovani vyvoje samicich vyvodd (Miillerovy trubice)
(Tran and Josso, 1982). Zaroven se u samct pod vlivem testosteronu vyviji
Wolfova trubice, z které vznikaji nadvarlata, vas deferens a seminalni vacky.
Naopak je tomu u samic, kde dochdzi k ustupu Wolfovy trubice a k vyvoji
Miillerovy trubice, kterad se nasledné diferencuje ve vejcovody, délohu a horni
¢ast vaginy. Wolfova trubice je odvozena od lateralniho mesodermu, kdezto
Miillerova trubice vznika invaginaci povrchového epitelu mesonephros

(Morrish and Sinclair, 2002).

Semenotvorné kanalky varlat se formuji z vrstvy pre-Sertoliho bunck

obklopujici zarode¢né buiiky a nad nimi uloZenou vrstvou peritubuldrnich
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myoidnich bunék s bazalni laminou (Morrish and Sinclair, 2002) (Obr. 7). Z
vngj$i strany semenotvornych kanalki se nachazeji Leydigovy buiiky, které
diferencuji z intersticialnich mesenchymovych bun¢k a produkuji samci

pohlavni hormon testosteron.

Obr. 7. Pri¢ny rez semenotvornym Kkanalkem varlete mySi (pfevzato Brinster and
Zimmermann, 1994).

Kolem semenotvorného kanalku je patrna extracelularni matrix s Leydigovymi burikami. Pod basalni
membranou jsou umisténé Sertoliho buriky spojené se zarode¢nymi kmenovymi buiikami. Smérem do
stiedu kanalku probiha spermatogeneze, ktera kon¢i v lumenu odchodem spermii do nadvarlat.

(barveni hematoxylin a eosin, zvétSeni 140x)

Urceni pohlavi je primarné zavislé na genu SRY (sex — determining
region of the Y chromosome), ktery je lokalizovan na kratkém rameni Y
chromosomu. Jeho 223 aminokyselin dlouhy DNA vazebny protein slouzi
jako transkripéni faktor gent urCujici vyvoj varlat (Sinclair et al., 1990).
Ptikladem je transkrip¢ni faktor Sox9 (Sry-like HMG box), jehoz exprese je

ovliviiovana SRY (Sekido et al., 2004) a zaroven je bran jako marker
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diferenciace Sertoliho bunék. Indukce diferenciace Sertoliho buné€k je jednou z

hlavnich funkci genu SRY (Schmabhl et al., 2000).

3.2.3 Interakce mezi zarode¢nymi buiikami a Sertoliho bunikami

Chovani zarode¢nych bun¢k béhem vyvoje gonad je odlisné v zavislosti
na pohlavi. U samic dochazi k proliferaci zarodeénych kmenovych bunék az
do 13,5 dpc (days post coitum), kdy dochazi k zahajeni meidzy a naslednému
zastaveni v profazi I (McLaren and Southee, 1997). Pfitomnost meiotickych
oocytll je nezbytna pro dal$i vyvoj ovarialnich folikuld (McLaren, 1995). U
samcl je 12,5 dpc pozorovatelny mitoticky arest a zaroven Sertoliho buiiky
brani ptedcasnému vstupu zarodecnych kmenovych bunék do meioticke faze
(Morrish and Sinclair, 2002). Sertoliho bunky produkuji velké mnozstvi
parakrinnich faktord, jejichz role je klicova v regulaci proliferace a

diferenciace zarode¢nych bungk, avsak jejich funkce neni dosud zcela znama.

Vazba mezi zarodeénymi a Sertoliho buitkami ma vyznamny vliv na
prabéh spermatogeneze. Pfimé spojeni mezi Sertoliho a zarode¢nymi buiitkami
je zprosttedkovano mezibunéénymi lektinovymi spoji, které jsou vytvareny N-
glykosilovanymi proteiny. Dikazem jsou sterilni samci, jejichz zarodecné
buiikky mutované v genu Man2a2 nevytvareji tyto spoje, tudiz neadheruji k
Sertoliho bunikam a jsou piedcasné transportovany do nadvarlat (Akama et al.,
2002). Tésné spojeni mezi Sertoliho builkami na okrajich semenotvornych
kanalki vytvaii bariéru (BTB - blood-testis barrier) mezi krvi a zarode¢nimi
bunkami (Lui et al., 2003). Tato bariéra se vytvari z pre-Sertoliho bunék, které
proliferuji, formuji semenotvorné kanalky a dosud neprosly maturaci. BEhem
adolescence dochazi k dozrani v Sertoliho burky, zastaveni proliferace a jejich
funkce se soustied'uje na spravny prubéh spermatogeneze (Konrad et al.,
2005). Po zahajeni spermatogeneze dochazi k asymetrickému déleni

zarodeCnych kmenovych bun¢k. Toto dé€leni vede, jak ke stalému udrzovani
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jejich populace, tak i k vytvoteni populace bunék, ze kterych vznikaji zralé
spermie (Sutton, 2000). Sertoliho buiky maji nutritivni Glohu ve vyvoji
pohlavnich bunék. Syntetizuji vyzivovaci latky, které jsou nasledné sekreci
nebo pomoci mezerovych spoji (gap junction) dopraveny do spermatocytl.
Zaroven Sertoliho bunky pietvareji glukézu na zdroj energie, ktery je pro

spermatocyty vhodnéjsi (Risley, 1990).

Dutlezitou roli v prezivani, diferenciaci a proliferaci PGCs hraji geny
pro receptorovou tyrozin kinazu (c-kit) a jeji ligand SCF (stem cell factor),
ktery je produkovan Sertoliho bunkami (Rossi et al., 2000). Vliv téchto
molekul na PGCs byl objasnén u mysi mutaci geni White spotting a Steel, kdy
doslo ke ztraté¢ PGCs u obou pohlavi (Sette et al., 2000). Bylo zjisténo, ze v
podminkach in vitro SCF brani programované¢ bunééné smrti ¢i apoptoze.
Stejny efekt vykazuje i LIF (leukemia inhibitory factor) (Pesce et al., 1993).
Sertoliho buiiky sekretuji mnoho dalSich proteinti, naptiklad transferin a

klasterin, které ovliviiuji rst a vyvoj PGCs (Konrad et al., 2005).

3.2.4 Vyuziti zarode¢nych kmenovych bunék

Nejptistupnéjsi zdroj kmenovych bunck u obojzivelniki jsou zarodecné
kmenové buiiky z varlat. Studium vyvoje varlat se ubira dvéma sméry. Jednim
Z nich je sledovani slozitych vztahii mezi bunikami a tkéni diferencujiciho se
organu a piipadné vyuziti t€chto poznatkti v medicin€. Druhy smér studuje

zarodecné kmenové buiky jako takové.
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3.2.4.1 Prenos zarodecnych kmenovych bunék

Brinster and Zimmerman (1994) provedli studii, ktera se tykala
transplantace zdrode¢nych kmenovych bun€k izolovanych z varlat donorového
samce mysi. Mikroinjikace ziskanych bun¢k do semenotvornych kanalki
varlat sterilniho samce prokazala, Ze jsou tyto buniky schopné znovu osidlit
varlata a prodélat morfologicky normalni spermatogenesi (u mysi trvajici 35
dni). Recipientni samec pozdé€ji produkoval zdravé a plodné potomky s

genetickou vybavou odpovidajici donoru (Brinster and Avarbock, 1994).

Pro uspésné zalozeni kultury mySich zarodeénych kmenovych bunék
byla neddvno pouZita cerstvé narozena mladd’ata mySi exprimujici GFP
(Kanatsu-Shinohara et al., 2003). Kultivatni médium obsahovalo krom
obvyklych slozek i neurotroficky faktor, epidermalni ristovy faktor (EGF),
fibroblastovy rastovy faktor (FGF) a LIF. Po kultivaci byly tyto bunky
transplantovany do semenotvornych kanélk sterilnich samcti mysi, ktefi poté

produkovali potomky exprimujici GFP.

Obr. 8. Aparatura pro mikroinjekce do varlat (pievzato od Brinster and Zimmermann, 1994).
A) Mikroskop s pracovnim stolkem. My$ v anestezii s vyoperovanymi varlaty je poloZena
na pracovnim stolku. ZvétSeni priblizné 120x.

B) Drzak na injekéni mikropipetu.
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C) Mikroinjektor. Mikropipeta je hadi¢kou spojena s mikroinjektorem, kterym lze aplikovat
donorové spermatogonie do varlat sterilniho samce mysi.
Injekce mikropipetou je jesté kontrolovana mikromanipuldtorem, ktery je umistény po

stranach.

3.2.4.2 MoZnosti transformace PGCs

Z primordialnich zarode¢nych bunék lze ziskat dva typy pluripotentnich
kmenovych bun¢k (Donovan and de Miguel, 2003). In vivo dochazi k
transformaci PGCs v embryonalni nadorové bunky (ECCs), které vytvareji
testikularni tumor. Ve vhodném médiu se mohou tyto kultivované bunky
diferencovat do mnoha bunécnych typi. Vzhledem k tomuto faktu se ECCs
stavaji nastrojem pro vyzkum determinace a diferenciace bunék v

definovaném médiu (Martin and Evans, 1975).

V podminkach in vitro lze PGCs transformovat v embryonalni
germinalni bunky (EGCs) (Donovan and de Miguel, 2003). Kultivacni
médium obsahujici Kit ligand, LIF a FGF umozinuje stalou proliferaci v
nediferenciovaném stavu, coz potvrzuje exprese markertt kmenovych bunck
(Aflatoonian and Moore, 2005). V tomto piipadé se jednd o povrchové
markery SSEA-1, SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81, tkanové
nespecifickou alkalickou fosfatazu (TNAP) a Oct-4 (Shamblott et al., 1998).
V médiu, které obsahuje vedle béZnych slozek pouze Kit ligand, PGCs
proliferuji zhruba jeden tyden a poté diferencuji nebo z kultury zcela vymizi
(Donovan and de Miguel, 2003).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Material

4.1.1 Zivy material
4.1.1.1 Ziby

Xenopus tropicalis, inbredni kmen Ivory Coast, chov Prirodovédecka fakulta

Univerzity Karlovy v Praze.
Xenopus laevis, chov Prirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy v Praze.

4.1.1.2 Bunééné kultury

4.1.1.2.1 X. tropicalis

Dlouhodobé¢ rostouci primarni kultura odvozena od juvenilnich bunék varlat

samce Xenopus tropicalis.

4.1.1.2.2 X. laevis

Embryonalni buné¢na linie Xenopus laevis.
4.1.1.3 Bakterie

K amplifikaci plasmidi byly pouzity bakterie One Shot® TOP10 Chemically
Competent E. coli (C404010, Invitrogen).
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4.1.2 Material uzZivany p¥i praci s bunéénou kulturou

4.1.2.1 Kultivaéni médium

V zéavorkéch je uvedeno mnozstvi jednotlivych slozek média v celkovém

objemu 450 ml:

e L|-15 Leibovitz (L5520, Sigma) 33,3% (150 ml)
e RPMI 1640 (82 mg/ml) HEPES mod. (Sigma) 33,3% (30 ml)
o FBS (Fetal bovine serum) (F7524, Sigma) 6,67% (30 ml)
e Glutamin (25 mg/ml) (Sevapharma a.s.) 0,66% (3 ml)

e 7,5% NaHCO; (Sevapharma a.s.) 0,13% (7,8 ml)
e Gentamycin (80 mg/ml) (Veterinarni Lek) 0,05% (225 pl)
e deionizovana H,0 25,89% (229 ml)

4.1.2.2 Pripravné transfekéni médium

V zéavorkéch je uvedeno mnozstvi jednotlivych slozek média v celkovém

objemu 30 ml:
e L-15 Leibovitz (L5520, Sigma) 33,3% (10 ml)
e RPMI 1640 (82 mg/ml) HEPES mod. (Sigma) 33,3% (2 ml)
e Glutamin (25 mg/ml) (Sevapharma a.s.) 0,66% (200 pul)
e 7,5% NaHCO; (Sevapharma a.s.) 0,13% (520 ul)
e deionizovana H,O 32,61% (17,28 ml)
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4.1.2.3 Transfekcni médium

V zéavorkdch je uvedeno mnoZstvi jednotlivych slozek média v celkovém

objemu 150 ml:

e L-15 Leibovitz (L5520, Sigma) 33,3% (50 ml)

e RPMI 1640 (82 mg/ml) HEPES mod. (Sigma) 33,3% (20 mi)
e FBS (F7524, Sigma) 6,67% (20 mi)

e Glutamin (25 mg/ml) (Sevapharma a.s.) 0,66% (2 ml)

e 7,5% NaHCO; (Sevapharma a.s.) 0,13% (2,6 ml)
e deionizovana H,0 25,94% (76,4 ml)

4.1.2.4 Dezintegracnii latky

e Trypsin-EDTA solution 10x (T4174, Sigma)

e Trypsin-EDTA Mixture 1x (25300-054, Invitrogene)

e Biotase (L2193, Biochrom AG)

e Papain preparation (61,25 pug/ ml) (L2223, Biochrom AG)

e Accutase™ cell detachment solution (21-201-0100V, Thermo Electron

Corporation)

4.1.2.5 Transfekcni reagencie

FuGene® HD Transfection Reagent (04 709 705 001, Roche)

e jetPEI™ Polymer-based DNA transfection reagent (101-01N, Bioparc)
e Lipofectamine™2000 (11668-027, Invitrogen™)

e TransFectin™ Lipid Reagent (170-3351, Bio-Rad)

e TurboFect™ in vitro Transfection Reagent (R0531, Fermentas)
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4.1.3 Restrikéni endonukleazy

Seznam pouzitych restrikénich endonukleaz Tab. 2. (vSe Fermentas)

Restrikéni  Rozeznavana  Teplota

Plasmid ) Pufr
endonukleaza  sekvence restrikce
PPNT EcoRl G|AATTC 37°C EcoR”
Tango-
Smal CCC|GGG 30°C
yellow
Spel Tango-
A|CTAGT 37°C
(Beul) yellow
Avall .
PEYFP G|GW CC 37°C Red
(Eco47I)

Tab. 2. Seznam restrikénich endonukleaz.

*W=Anebo T

4.1.4 Barvici latky

e BFM (bromfenolova modf): 50% glycerol; 0,13 M EDTA-NaOH; 0,12%
BFM

e Etidiumbromid: 1 mg/ml

e Hoechst 33342: 1 mg/ml

e Propidium jodid: 1 mg/mi

e Fast Red TR/Napthol AS-MX Alkaline Phosphatase Substrate Tabletes
Set (F4648, Sigma) — test pritomnosti alkalické fosfatazy
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4.1.5 Antibiotika

Geneticin: 50 mg/ml
Ampicilin: vysledna koncentrace 100 ug/ml agaru

Kanamycin: vysledna koncentrace 50 ug/ml agaru

4.1.6 Roztoky

PBS (phosphate buffered saline): 136 mM NaCl, 1,5 mM KCI, 8,1 mM
Na;HPOy,, 2,25 mM KH,PO,, pH 7,35

2/3 PBS: 2 dily PBS:1 dil H,O

4% formaldehyd v 2/3 PBS, pH 7,3

5x TBE (Tris-borat-EDTA): 200 mM Tris; 10 mM EDTA,;

450 mM H3BO; pH 8,0

2% cystein: 0,5 g cystein; 25 ml H,O; pH 8,0

30 mM jodistan draselny + 70 mM chlorid sodny: 0,069 g KIO,4; 0,0409
g NaCl; 10 ml H,0O

1M DTT (dithiotreitol): 0,3085 g DTT; 2 ml H,O

DMSO (dimethylsulfoxid) (Sigma)

5-bromo-2-deoxyuridin (Sigma): 600 pg/ml H,O

4.1.7 Ostatni material

Filtrovaci sitka CellTrics® 10 pm, sterile single packed (04-004-2324,
Partec)

Filtrovaci sitka CellTrics® 20 pum, sterile single packed (04-004-2325,
Partec)

Filtrovaci sitka Cell Strainer, 40 pm (352340, BD Falcon™)
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4.1.8 Pristroje

CO, inkubator Sanyo MCP-18AIC (UV) (Sanyo electric)
Centrifuga Hettich Universal 32 R (Hettich Zentrifugen)
Centrifuga MiniSpin Plus (Eppendorf)

Fluorescen¢ni mikroskop Olympus BX40F (Olympus Optical)
Inverzni mikroskop Olympus IX 71 (Olympus Optical)
Inverzni mikroskop Wilovert® (WILL Wetzlar)

Flow box EM Box 120 (Schoeller Instruments)
Elektroforeticky zdroj Consort E122 (Consort)
Elektroforeticky zdroj Power station 300 (Labnet Internacional)
Vortex Ika Works, Minishaker MS1, (Ika Works)

Vodni lazeit Techne TE 10D Tempette® (Techne)

Ttepacka Eppendorf Thermomixer comfort (Eppendorf)
Vyhtivany blok Eppendorf TermoStat Plus (Eppendorf)
NanoDrop® ND-1000

UV Transiluminator TS-20E, 254 nm (UVP)

CCD (Charge Coupled Device) ¢ernobila kamera SPT-M320CE (Sony
Corporation)

Programy pro zpracovani a analyzu obrazu DIPS a ACC (SOFO Brno)
Transmisni elektronovy mikroskop JEOL 1011

Elektroporator Gene Pulser Xcell (Bio-Rad)

FACS Vantage SE cell sorter (BD bioscience)
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4.2 Metody

4.2.1 Kultivace bunécné kultury in vitro

4.2.1.1 Podminky kultivace bunécné kultury

Buiiky jsou kultivovany v médiu, které se piipravuje smichanim
Cerstvého kultivaéniho média (viz 4.1.2.1) s filtrovanym kondicionovanym
médiem (médium z jiz kultivovanych bunék) v poméru 1:1. Kultivace probiha
v termostatu pii 28°C a v atmosféte 6% CO,. Pasdzovani bunék bylo
provadéno standardnim postupem: po Uplném odsati média z kultivacni
nadoby byl na buiky aplikovan roztok trypsin-EDTA (10x trypsin-EDTA v
2/3 PBS v poméru 1:9) na dobu cca 5 minut (po rozruseni adherentnich spojt
buitkky volné plavou v roztoku) a poté je bunécnd suspenze pienesena do
zkumavky s ¢erstvym médiem. Po centrifugaci (10 min, 100 x g) a odstranéni
supernatantu se bunécny pelet resuspenduje a rozdéli do kultivac¢nich lahvi s

pfipravenym kultivaénim médiem.

4.2.1.2 Uchovavani bunécnych kultur

V prubéhu kultivace dochazelo v jednotlivych pasazich k pravidelnému
zamrazovani bunék pro pozdéj$i pouziti. Uvolnéni adherentnich bun¢k z
kultiva¢niho povrchu probihd pomoci roztoku trypsin-EDTA (viz. 4.2.1.1). Po
centrifugaci (10 min, 100 x @) a odstranéni supernatantu jsou bunky
resuspendovany v 1 ml cerstvého kultivatniho média s 10% DMSO a
pfeneseny do kryozkumavek. Po 1 min pisobeni DMSO néasleduje 20 min
inkubace pfi -20°C, dale 4 hod -70°C a nakonec je kryozkumavka s butikami
umisténa ve skladovaci nadobé s tekutym dusikem (-196°C). Zde mohou byt

buiiky skladovany po dobu nékolika let.
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Pro opétovné kultivovani bunék je kryozkumavka rychle rozmrazena a
builkky pfeneseny do zkumavky s cerstvym kultivanim médiem. Po
centrifugaci (10 min, 100 x g) se resuspendovany buné¢ny pelet pienda do
kultiva¢ni nadoby s médiem. Bunky adheruji k povchu nadoby v intervalu cca

3-24 hodin (rychlost prichyceni je zavislé na typu bunék).

4.2.1.3 Testovani zarodecénych kmenovych bunék

Zarodecné kmenové builky byly testovany histochemickym testem na
pritomnost alkalické fosfatazy. Alkalicka fosfataza je detekovatelna pomoci
Fast Red TR/Napthol AS-MX Alkaline Phosphatase Substrate Tabletes Set
(F4648, Sigma). Prvnim krokem detekce byla fixace bun¢k v roztoku 4%
formaldehydu v 2/3 PBS po dobu 1 hod. Druhym krokem byla reakce se

substratem, ktery byl pfipraven dle instrukci vyrobce.

4.2.2 TK linie pre-Sertoliho bunék

TK" linie bun¢k (buiiky deficientni v thymidin kindze) se pouzivaji v
bakterialni i bunécné genetice. Jejich ptiprava je zaloZena na principu toxické
syntézy, kde se vyuziva rezistence TK  bunék k 5-bromo-2-deoxyuridinu
(BrdU5). Jako negativni kontrola v tomto ptipadé slouzi kultivace TK bun¢k v
piitomnosti HAT média (Littlefield, 1965) (Obr. 9). HAT médium
(hypoxantin-aminopterin-thymidin médium) je selekéni médium vyuzivajici
kombinaci aminopterinu, latky blokujici drahu syntézy nukleotida pies reakci
bazi s fosforibozopyrofosfatem, s ptfidavkem hypoxantinu a thymidinu, které
slouzi jako externi zdroje nukleotidl pii syntéze DNA za uCasti enzymi
hypoxantin-guanin-fosforibosyltransferazy (HGPRT) a thymidin kindzy (TK)
(Obr. 9). Bunky, které nemaji funkéni ani jednu drahu, nejsou schopny délent,

a proto z kultury vymizi.
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metabolizmus sacharidi aminopterin

a aminokyselin ‘: (souddst HAT media)

TK

HGPRT
prekurzory \\_ j

nukleotida

Obr. 9. Selekce HAT.

Syntéza DNA mtize probihat dvéma sméry. Bud’ pies metabilismus sacharidti a aminokyselin nebo
ptes prekurzory nukleotidii. Aminoptein blokuje dréhu metabolismu. Enzymy thymidin kinaza a
hypoxantin-guanin fosforibosyltransferazy jsou nezbytné pro spravny prubéh syntézy DNA z

nukleotidd. Bunka, ktera nema funkéni ani jednu drahu neni schopna déleni.

U mysich TK  bungk byly provadény uspésné studie o navratu k TK”
fenotypu za pomoci purifikované DNA Herpes simplex viru, ktery obsahuje
gen pro thymidin kinazu (Davidson et al., 1973). Podobné studie probihaly i
na lidskych bunkach (Bacchetti and Graham, 1977). Vytvoreni TK linie pre-
Sertoliho bunék by byl jeden z mozZnych nastrojii odd€leni zarode¢nych

kmenovych bunék a pre-Sertoliho bunék od sebe.
4.2.2.1 P#iprava TK linie pre-Sertoliho bunék

K pre-Sertoliho bunkam na 6-ti dilkové desticce bylo ptidano 30 pg
BrdU5 na 1 ml média. Druhy a tfeti den byly bunky ozafovany UV svétlem.

Nasledujici den bylo vyménéno médium. Kultivace bunék probihala s BrdU5

(30 pug BrdU5/ml média) n¢kolik tydnd s vyménou média 1x tydné.
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4.2.3 Vizualizace struktury kolonii na elektronovém mikroskopu

Struktura kolonii zarodeénych kmenovych bun¢k (a varlat samce X.
tropicalis) byla vizualizovana na transmisnim elektronovém mikroskopu
(TEM) JOEL 1011 vybavenym CCD kamerou Veleta s akviziénim softwarem
(Olympus Soft Imaging Solution GmbH).

4.2.3.1 P¥iprava prepardtu pro transmisni elektronovou mikroskopii (TEM)

Preparéaty pro TEM byly ptipraveny pracovniky Laboratoie elektronové
mikroskopie, PfF UK v Praze.

Material

Uvolnéni bunék z kultivacniho povrchu bylo provedeno roztokem
trypsinem-EDTA (viz. 4.2.1.1). Bunétna suspenze byla piefiltrovana pies
sitko s velikosti ok 20 pm. Tim doslo k oddéleni kolonii zarode¢nych

kmenovych bunék a pre-Sertoliho bunck.

Varlata samce X. tropicalis byla preparovana ihned po usmrceni
zvitete. Kazdé varle bylo rozfiznuto na polovinu pro lepSi prostoupeni

fixaéniho roztoku do stfedu vzorku.

Fixace a postfixace

Vzorky byly fixovany v 2,5% glutaraldehydu v 0,1 M fosfatovém pufru
pii 4°C po dobu 24 h. Po 12ti hodinovém promyvani v 0,1 M PBS nasledovala
postfixace 2% OsO, v 0,1 M PBS po dobu 2 h. Vsechny uvedené kroky
probihaly pfi teploté 4°C. Po dokongeni fixace byly vzorky promyty 10 min
destilovanou H,O pfi RT.
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Odvodnéni
Odvodnéni probiha ve zvySujici se fad¢ ethanolu:

35% - 15 min
50% - 15 min
70% - 30 min
80% - 15 min
96% - 15 min
100% -15 min

Po dokonceni byly vzorky dehydratovany ve 100% acetonu po dobu 3x 15

min.

Zalévani preparatu do pryskyfrice
PouZivana pryskyfice Poly/Bed 812/Araldite 502 (Polyscieces, Inc.)
byla na postupné prosyceni vzorki fedéna 100% acetonem a to nasledujicim
zpusobem:
3 (aceton): 1 (pryskyfice) - 2 h
1 (aceton): 1 (pryskytice) -4 h
1 (aceton): 3 (pryskyfice) - 12 h

Prosyceni Cistou pryskyfici bylo provadéno 3x vzdy po dobu 12 hod.
Vzorky se poté zalily do forem s cCistou pryskyfici a nechaly tvrdnout v

termostatu pii 65°C po dobu 48 h.

Krajeni a kontrastovani

Tvrdé pryskyficové blocky se vzorkem byly nafezany ultramikrotomem
na 70 um ultratenké fezy, které se prenesly na sitky, kde byly kontrastovany
2,5% vodnym roztokem octanu uranylu po dobu 1 h a poté roztokem citratu

olova po dobu 15min.
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Mikroskopovani

Preparaty byly pozorovany pod transmisnim elektronovym
mikroskopem typu JEOL 1011 vybavenym CCD kamerou Veleta s akvizi¢nim
softwarem (Olympus Soft Imaging Solution GmbH).

4.2.4 Disociace kolonii zarode¢nych kmenovych bunék

Zarodecné kmenové buiky vyrlstaji na podplrné vyzivovaci vrstveé
pre-Sertolitho bunék pouze jako kompaktni kolonie, které je nutné pro dalsi

experimenty rozdélit na jednotlivé bunky.

4.2.4.1 Mechanicka disociace

Kolonie zarode¢nych kmenovych bun¢k byly kratkodobé kultivovany
na Petriho miskach. Po odstranéni média se kolonie mechanicky seskrabavaly
tenkou sklenénou kapilarou s 2/3 PBS. Uvolnéné kolonie byly pfenaseny do
dalkové desticky s pfipravenym médiem, kde byly kolonie resuspendovany
opakovanym pipetovanim. Po nékolik nasledujicich dni bylo sledovano
ptisedani kolonii k podkladu a vyskyt jednotlivych oddélenych zarodecnych

kmenovych bunégk.

4.2.4.2 Chemicka disociace

Druhym moznym zpisobem, jak ziskat jednotlivé buiky, bylo
pusobenim rtiznych dezintegrac¢nich chemikalii na kolonie. U vSech pouzitych
sloucenin byl postup totozny. Z Petriho misek s narostlymi koloniemi
zarodeCnych kmenovych bun¢k bylo odstranéno médium, buiky byly

oplachnuty 2/3 PBS a pokryty dostatecnym mnozstvi roztoku zkouSené
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chemikalie. V priibéhu nasledné inkubace byly kolonie nékolikrat protahovany

pipetou, aby se usnadnilo jejich rozpadavani.

4.2.4.2.1 Trypsin-EDTA

Trypsin je serinova proteaza, ktera se ucastni hydrolyzy proteind v
travicim Ustroji mnoha obratlovci. Tento enzym S$tépi prevazné peptidové
retézce v karboxylové oblasti aminokyselin lysinu nebo argininu kromé
pfipadu, kdy je jedna z téchto aminokyselin nésledovana prolinem. Pro
disociaci bun€k se vétSinou pouziva v kombinaci s chelataénim cinidlem
EDTA, které vyvazuje nékteré dvoumocné ionty (Ca?*, Mg?"), coz vede k
naruSeni vazby adhezivnich bunéénych molekul k povrchu. Pro experimenty
uvedené v této praci byl pouzit roztok trypsin-EDTA s kone¢nou koncentraci

0,05% trypsin+0,02% EDTA.

4.2.4.2.2 Accutase™

Accutase™ je unikatni smé&s proteolytickych a kolagenolytickych
enzymu ruznych druhl bezobratlych Zivo¢ichli. Ve srovnani s trypsinem je
vyhodou této smési mensi mira poskozeni bunck, kterd se projevuje vyssi
zivotaschopnosti. Bunééné membrany a povrchové epitopy nejsou poskozeny
a kvalita struktury a funkce povrchovych proteini tak zlstavd nedotcena.
Kombinace protedzové a kolagenolytické aktivity zvySuje univerzalnost
pouziti pro disociaci bunék a tkani riznych druhd organismi. Pro pokusy byl

pouzit roztok Accutase'™ v PBS s piidavkem 0,5 mM EDTA.
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4.2.4.2.3 Cystein

Cystein se fadi mezi nepolarni aminokyseliny s thiolovou skupinou (-
SH) na konci postranniho fetézce. Dvé thiolové skupiny vedle sebe vytvareji
kovalentni spojeni ve formé disulfidickych mustkt (-S-S-). Pfiddnim cysteinu
ke Kultivovanym koloniim by doSlo k zruSeni disulfidickych mustki mezi
buitkami, popfipadé mezi buikami a extracelularni matrix, a kolonie by se

méli rozpadnout. Pro experimenty byl pouZzit 2% vodny roztok cysteinu, pH 8.

4.2.4.2.4 Dithiotreitol (DTT)

DTT mé stejné UuCinky jako cystein. Plsobi jako akceptor
disulfidického spojeni a tim rusi toto kovalentni spojeni mezi buiikami. Pro

pokusy byl pouzit 1 M roztok.

4.2.4.2.5 Jodistan draselny (KI1Oy)

Jodistan draselny oxiduje a $tépi sacharidy (a-dioly), coz se projevuje
rozrusenim mezibunécné vazby lektin-sacharid. Pouzit byl 30 mM roztok

K10, a pro zvyseni osmolarity byl pifidan 70 mM NacCl.

4.2.4.2.6 Biotase

V soucasné dobé je dostupny ekvivalent enzymatické smési Accutase ™
od firmy Biochrom (Némecko), pod obchodnim znackou Biotase. Tento
produkt patii mezi dezintegracni enzymy s protedzovou aktivitou a je
puvodem z moiskych bezobratlych zivocichli. Je doporucovan pro disociaci

bunék adherentnich kultur S pomalejSim a mirnéj$im ucinkem nez u jinych

43



enzymul. ZaruCuje tudiz velmi citlivé oddélovani bunék s minimalnim
poskozenim. Enzymatickou aktivitu Ize blokovat ptidanim FBS, ale v mnoha
piipadech to ani neni nutné. Roztok je dodavan v koncentraci: 0,0042%
proteaza + 0,02% EDTA.

4.2.4.2.7 Papain

Papain je hydrolyzujici proteaza, ktera se ziskava z plodt papayi
frakcionovanim, odstied’ovanim a ultrafiltraci. Pouziva se pro disociaci bunék
a tkani. Ke $tépeni molekul extracelularni matrix dochazi do 10 min pasobeni
papainu na maly kousek tkané. Proto je doporucovano pouzit k zastaveni
aktivity papainu inhibitor proteaz, aby nedoslo k tplné lyzy bunék. Pro pokusy
byl pouzit roztok s ptidavkem 0,5 mM EDTA a 1 mM L-cysteinu.

425 FACS

Fluorescen¢ni prutokovad cytometrie (FACS) umoziuje rozdélit vice
bunéénych typll od sebe na zdklad¢ stanoveni rozptylu svétla, pripadné
fluorescence barviva nebo pomoci pfitomnosti fluorescencné znacené
protilatky. Pro oddé€leni zarode¢nych kmenovych bunék a pre-Sertoliho bunék
se vyuzivalo odliSné velikosti téchto dvou bunécnych typlt a barveni bylo
provadéno fluorescenénim barvivem Hoechst 33342. Vyhodou techniky FACS
je 99,9% uspésnost Cistoty vytiidéné populace. V naSem piipadé bylo hlavnim
cilem zjistit, zdali ziskdme c¢istou populaci zarode¢nych kmenovych bunék,

které bude mozné pouzit pii dalSich pokusech.
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4.2.5.1 Piiprava vzorkii pro FACS

Vzorky byly zpracovany v servisnim pracovisti Fluorescencni
pritokové cytometrie (Z. Cimburek) na Mikrobiologickém ustavu, Akademie
véd Ceské republiky za pouziti pfistroje FACS Vantage SE cell sorter se
softwarem BD CellQuest. Ttidéné zarodecné kmenové buiky pochazely z

bunééné kultury Xenopus tropicalis a z varlat samct Xenopus laevis.

4.2.5.1.1 Zarodecné kmenové bunky z kultury

Z kultivacnich lahvi S narostlymi koloniemi zarode¢nych kmenovych
bun¢k X. tropicalis bylo odstranéno médium a po dobu 15 min byly bunky
vystaveny pusobeni papainu. Po centrifugaci (10 min., 100 x g) byl bunéény
pelet resuspendovan v 1 ml 2/3 PBS a zfiltrovan ptes 20 um sitko, aby doslo k
odstranéni zbytkdl kolonii. Bunécna suspenze byla barvena fluorescencnim
barvivem Hoechst 33342 (1 mg/ml) v kone¢né koncentraci 5 pg/ml po dobu 2
h pfi teploté 28°C. Bezprostfedné pied tfidénim byly k bunééné suspenzi
pridany 3 pl propidium jodidu (1 mg/ml) pro identifikaci mrtvych bungk.

4.2.5.1.2 Zarodecné Kmenové bunky X. laevis

Cerstvé preparovana a o¢i§téna varlata samci X. laevis byla inkubovana
30 min pfi 28°C za stalého tfepani v 10 ml média bez FBS a s ptidavkem 100
ul kolagenazy (50 mg/ml) a 50 pl DNazy (1 mg/ml). Poté byla varlata 30x
protazena pipetou a obsah zkumavky byl filtrovan ptes sitko s velikosti oka 40
um. Zachycené semenotvorné kanalky se umistily do 10 ml ¢erstvého média
bez FBS se100 pl kolagenazy (50 mg/ml) a 50 pul DNazy (1 mg/ml), inkubac¢ni
doba 30 min pii 28°C za stalého tiepani. Takto pfipravena bunééna suspenze

byla doplnéna na objem 20 ml a poté centrifugovana 10 min pii 110 X g.
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Bunécény pelet se resuspendoval v 20 ml média a centrifugace se znovu
opakovala. Nyni byl bunéény pelet resuspendovan v 10 ml 2/3 PBS a tato
suspenze byla filtrovana 40um sitkem. Filtrat byl opét centrifugovan (10min,
110 x @), pelet resuspendovan v 1 ml 2/3 PBS a po pfidani 5 pul Hoechst 33342
(1 mg/ml) a 7,5 pl DNazy (1 ml/ml) nasledovala inkubace vzorku 2 h pfi
28°C. Mrtvé buriky byly pied tiidénim barveny 3 pl propidium jodidu (1
mg/ml).

4.2.6 Transfekce bunék

4.2.6.1 Typy transfekovanych bunék

Transfekovany byly tii bunécné typy. Jednalo se o pre-Sertoliho bunky
a zarodecné kmenové bunky z dlouhodobé rostouci kultury odvozené z varlat

juvenilniho samce X. tropicalis a bunky z embryonalni linie Xenopus laevis.

4.2.6.2 Plasmidy

Podrarna vyzivovaci vrstva z pre-Sertoliho bunék byla transfekovana
dvéma rtiznymi plasmidy, pPNT a pEGFP-N3.
4.2.6.2.1 pPNT

Plasmid pPNT o velikosti 7331 bp obsahuje n¢kolik selek¢nich systému
(Obr. 10). Ampicilinova rezistence slouzi k amplifikaci plasmidu v bakteriich.

Selekéni gen pro neomycin fosfotransferdzu zpisobuje odolnost viaci G418

(geneticin), proto se velmi Casto vyuziva pii transfekci bunék jako pozitivni
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selekéni marker. Gen pro thymidin kinazu Herpes simplex viru po interakci s

ganciklovirem zpusobuje pies blokaci syntézy DNA latenci bun¢k.

Fip1(259)
J

ampicillin
Fipl (6567)

TR of HSV.TK, incl pol

/.S:r.-al(MSG)
pMB1/ColEY orni pPNT
7331 bp | HSW-TK
lac promoter LI\‘IBP 2682

Last modified: 28-0CT-2007 Sae1(2150)

Sx1(5069)
I3 promoter
mPGK1 promoter
Spel (2942)
SR 1(3197)

mPGK1 promoter /'/
Sl (4768)

Fspl (4274) %.‘: ~ Aol GI97)
neomyein \o“\sax (3207)

\,"\"-\. Xml(3213)
'l\:"‘\ Swal (3215)
".\\bmons)
XBal (3224)
3'UTR of mPGK1, incl. polyA

Obr. 10. Schéma plasmidu pPNT.

4.2.6.2.2 pEGFP-N3
Druhym pouzitym plasmidem byl pEGFP-N3 (Obr. 11). Oproti pPNT

se jednd o velikostné mensi plasmid (4700 bp) obsahujici kanamycinovou,

neomycinovou rezistenci a reportérovy gen GFP.
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Obr. 11. Schéma plasmidu pEGFP-N3.

4.2.6.2.3 Amplifikace a izolace plasmidu

Plasmidy byly amplifikovany v bakteriich One Shot® TOP10
Chemically Competent E. coli (C404010, Invitrogen). Transfekce bakterii
byla provedena dle instrukci dodavatele. Usp&sné transfekované bakterie byly
vysety na agarové plotny s piisluSnym antibiotikem a inkubovany do druhého
dne v termostatu pii 37°C. Vybrané kolonie byly pfecarkovany na agarové
plotny s odpovidajicim antibiotikem a opé€t kultivovany v termostatu pii 37°C

pies noc.

Izolace plasmidové DNA z bakterialnich klonl byla provedena pomoci
NucleoSpin® Plasmid kitu (740588.250, Macherey-Nagel) dle instrukeci
vyrobce. Plasmidova DNA byla eluovana do objemu 50 ul a jeji koncentrace

byla zméfena na nanodropu.
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4.2.6.2.4 Kontrola plasmidz

Sekvence izolovanych plasmidi byla ovéfena pomoci Stépeni
restrikénimi endonukledzami (viz. Tab. 2). Postup byl nasledujici: reakéni
smés tvofena 100-200 ng vzorku spolu s 2 pl pufru, 1 pl restrikéni
endonukledzy a vodou doplnénou do celkového objemu 20 pl byla inkubovana
pii teploté odpovidajici enzymu po dobu 90 min. Poté byla ke vzorkiim
ptidana BFM (1/4 objemu reakce) a velikost fragmentt byla ovétena na 1,5%
agardzovem gelu s 1/1000 etidiumbromidu. Jako velikostni DNA marker byl

pouzit Gene Ruler DNA Ladder mix (SM0333, Fermentas).

4.2.6.3 Elektroporace

Do 3-4 mm uzkych elektroporaénich kyvet obsahujicich 0,5 ml média s
pre-Sertoliho buitkami a 0,5 ml deionizované H,O bylo ptidano 0,5 — 1,0 ug
plasmidu pEGFP-N3. Podminky elektroporace byly nasledujici: 6 pulzu,
interval pulzu 1 s, délka pulzu 50 ms, napéti od 6V do 200V, typ
elektroporatoru Gene Pulser Xcell. Bezprosttedné poté byly bunky preneseny

do kultivaéniho média.

4.2.6.4 Lipofekce

Druhy zptsob transfekce vyuZziva schopnosti prochdzeni lipidickych
vackti pres plasmatickou membranu builky. Z divodu ridzného slozeni
lipidickych vacki a tim 1 rizné ucinnosti transfekce bunék bylo vyzkouseno
nékolik transfek¢nich reagencii. U vSech postupt byly pre-Sertoliho buiiky
kratkodob¢ kultivovany (1 den) s médiem bez antibiotik tak, aby vysledna
bunécnd hustota pii transfekci odpovidala 70 — 90% nartistu bunék. Z diivodu

veétsi ucinnosti a mensi letality bunék byl u kazdé reagencie optimalizovan
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pomér plasmidove DNA (ug) ku transfekéni latce (ul). Postupy prace s
jednotlivymi reagenciemi jsou popsany nize a uvedené¢ hodnoty odpovidaji

jednomu dulku na 6ti dilkové desticce.

4.2.6.4.1 Lipofektamin™2000, TransFektin™

Postup transfekce Lipfektaminem™'2000 a TransFektinem™ je shodny.
Do jedné ze dvou ptipravenych zkumavek s 250 ul ptipravného transfekéniho
média byly piidany 2 pg plasmidu a do druhé 4 pl Lipofektaminu™?2000
(poptipadé TransFektinu™). Po inkubaci 5 min doslo ke spojeni obsahu
zkumavek a nasledovala 20 min inkubace. Na zavér byla kompletni
transfekéni smés s 2 ml transfek¢niho média aplikovana na bunky. Po 4 h

kultivaci bylo vyménéno médium za standardni kultivaéni médium.

4.2.6.4.2 FuGene®HD Transfection Reagent, TurboFect™

K 100 ul ptipravného transfekéniho média byly ptidany 2 pg plasmidu
a poté 4 ul FuGene® reagencie (TurboFect™ reagencie). Po inkubaci 15 min
pii RT se lipofekéni smes pienesla k pripravenym pre-Sertoliho buitkdm s 2
ml transfekéniho média bez antibiotik. Vyména transfek¢niho média za

cerstvé kultivaéni médium probéhla po ¢tyfech hodinach inkubace.

4.2.6.4.3 jetPEI™ (Polymer-based DNA transfection reagent)
6ul jetPEI™ s 150 mM NaCl v celkovém objemu 100 ul byl piidan k 3

ug plasmidové DNA se 150 mM NaCl v celkovém objemu 100 ul. Smés se

nechala inkubovat 30 min a poté byla pfidana k buinkam s 2 ml transfekéniho
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média. Stejné€ jako u ostatnich transfekcnich reagencii bylo po 4 h médium

vymeénéno za ¢erstve kultivaéni médium.

4.2.6.5 Selekce transfekovanych bunék

Vzhledem k tomu, Ze oba plasmidy obsahuji gen pro neomycin
fosfotransferdzu, byla jako pozitivni selekce transfekovanych bunék pouzita
jejich rezistence vué¢i geneticinu. Dva dny po transfekci bylo k bunkam
ptidano 400 pg geneticinu na 1 ml média. Tato pocateéni koncentrace byla
béhem kultivace postupné snizovana az na udrZzovaci selekéni hladinu 100

ug/ml.

4.2.6.6 Analyza a zpracovdni obrazu
Uspésné transfekované buniky byly pozorovany fluorescenénim

mikroskopem Olympus IX 71 s DP Controller kamerou. Pro zpracovani

obrazu byl pouzit pfislusny software Olympus.
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5 VYSLEDKY

5.1 TK linie pre-Sertoliho bunék

Jednim z moznych nastrojii jak oddélit kolonie zarodecnych
kmenovych bunék od podpirné vyzivovaci vrstvy pre-Sertoliho bunck bylo
piipraveni TK™ bunééné linie pre-Sertoliho bunék. Pfedpokladem bylo, ze TK"
bunky nejsou schopny fosforylovat 5-bromo-2-deoxyuridin  na 5-
bromouridinfosfat, a proto jsou rezistentni vii¢i jeho toxickym ucinkiim, tzn. V
médiu s BrdU-5 by mély proliferovat pouze mutantni bunky. Vsechny
dosavadni postupy piipravy TK  bunéénych linii se u rlznych druhi
obratlovei lisily v koncentraci 5-bromodeoxyuridinu, a proto byly pokusy

provadény pii riznych koncentracich.

Pii optimalizovanych reakénich hodnotach BrdU-5 30 pg/ml média a
dobé ozatovani 2x 15 min se podafilo ptipravit bunky, které proliferovaly v
selekénim médiu s BrdU-5. Rist této kultury byl vSak velmi pomaly a po dvou
mesicich se zcela zastavil. Dalsi dva mésice buinky v médiu s BrdU-5
prezivaly, ale jejich pocet zistaval stejny. V porovnani s nemutovanymi pre-
Sertoliho buiikami byla velikost TK™ bun€k mensi a jejich tvar nezilistal Gplné
stejny (Obr. 12). Pii pasazovani TK  bunék byla vyzkouSena fedici fada
roztoku trypsin-EDTA (1x trypsin-EDTA v deionizované H,O v poméru 2:1,
fedéno 2/3 PBS v poméru 1:0, 1:4, 1:9). Po rozruseni adherentnich spoji a
pfeneseni bunék jiz nedoSlo k jejich opétovnému piichyceni, coz bylo

divodem ztraty této kultury.
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200 pm

Obr. 12. TK' linie pre-Sertoliho bunék (méfitko odpovida 200 pm).
A) pre-Sertoliho buiiky.
B) TK linie pre-Sertoliho bunék.

5.2 Vizualizace struktury kolonii pomoci TEM

Struktura kolonii zarode¢nych kmenovych bun¢k a varlat X. tropicalis
byla vizualizovana na transmisnim elektronovém mikroskopu JOEL 1011 s
CCD kamerou a pfisluSnym softwarem (Soft Imaging Solution GmbH
Olympus). Tento krok pftispél k objasnéni slozeni a rozmisténi bunék v
koloniich (Obr. 13) a zaroven umoznil tuto Stavbu porovnat se strukturou

semenotvornych kanalka varlat (Obr. 14).

Obr. 13. Struktura kolonii zarodeénych kmenovych bunék X. tropicalis (¢ervené Sipky — pre-

Sertoliho buiiky, modré Sipky — zarode¢né kmenové buiiky) (méfitko odpovida 10 pm).
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A) Stred kolonie obsahuje, jak zarode¢né kmenové buiky, tak i pre-Sertoliho buitky a velké
mnozstvi extracelularni matrix.

B) Okraj kolonie s vrstvou pre-Sertoliho bunék po obvodu.

Obr. 14. Uspoiadani Sertoliho bunék (¢ervené Sipky) a zarodeénych kmenovych bunék (modra
$ipka) uvnitf semenotvorného kanalku varlete X. tropicalis (zvétSeno 2500x).
Shluk vyvijejicich se zarode¢nych bunék (spermatogonii) je po odvodu lemovan vrstvou Sertoliho

bunék.

5.3 Disociace kolonii zarode¢nych kmenovych bunék

5.3.1 Mechanicka disociace

Kolonie zarode¢nych kmenovych bunék byly mechanicky oddélovany
od pre-Sertoliho bun€k a nasledné prenaseny na kultivacni povrch, ktery jiz
neobsahoval podptrnou vyzivovaci vrstvu. Protahovanim kolonie sklenénou
pipetou byla snaha docilit rozdéleni na jednotlivé buiiky. K tomu vSak nedoslo
a jiz druhy den po pieneseni byly celé kolonie zarode¢nych kmenovych bun¢k

prichyceny ke kultivatnimu povrchu a Vv jejich bezprostiedni blizkosti se
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nachazely pre-Sertoliho buniky (Obr. 15). Ani po opakovaném pienaSeni

jednotlivych kolonii nedoslo k eliminaci vyskytu pre-Sertoliho bunék.

Obr. 15. Manualni pFenaseni kolonii zarodeénych kmenovych bunék X. tropicalis.

A) Kolonie zarode¢nych kmenovych bunék po mechanickém oddéleni a pieneseni.
B) Kolonie po dvou dnech kultivace od mechanického oddéleni a pteneseni. Na snimku jsou
patrné pre-Sertoliho bunky, které se vyskytuji vzdy v bezprostfedni blizkosti kolonii.

Tento vysledek poukédzal na ptitomnost pre-Sertoliho bunék uvniti
kolonii zarode¢nych kmenovych bunék. Zaroven bylo zjisténo, ze jde o zcela
neucinny piistup v ramci disociace kolonii na jednotlivé zarodecné bunky a

odd¢leni obou bunéénych typti od sebe.

5.3.2 Chemicka disociace

Vedle netispésné mechanické disociace byl zkousen 1 dalsi ptistup, jak
rozd¢lit kolonie zarode¢nych kmenovych bunék na jednobunéénou suspenzi.
Jednalo se o pisobeni riznymi dezintegra¢nimi latkami. Pfedpokladem bylo,
ze tyto latky rozrusi mezibunécné spoje, popiipade spoje s extracelularnim

matrix.
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V riznych casovych intervalech bylo zaznamendvano plsobeni
jednotlivych chemikalii a zarovenn byly v zéavéru kolonie opakované

pipetovany, aby se usnadnilo jejich rozpadavani.

5.3.2.1 Accutase™

Z vysledkii je patrné, 7e i po inkubaci 60 min pisobeni Accutase™™

nedoslo k rozpadu kolonii zarode¢nych kmenovych bunék (Obr. 16).

Stejny negativni vysledek jako u Accutase™ byl pozorovéan i u DTT,
roztoku cysteinu, K10, a roztoku trypsin-EDTA.

W

Obr. 16. Piisobeni Accutase' ™ na kolonie zarodeénych kmenovych bunék X. tropicalis (métitko

odpovida 200 pm).

Pasobeni Accutase™ bylo zaznamenavano v ¢asech 0, 10, 20, 40, 50 a 60 min. Po 40 min a 60 min
byly kolonie protahovany pipetou, aby se usnadnilo jejich rozpadavani. Z vysledku vyplyva, ze i po
hoding inkubace kolonii zdrodeénych kmenovych bunék s Accutase™ nedoslo k jejich rozpadu.
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5.3.2.2 Biotase

Ani po pusobeni latky Biotase nedoslo k Uplnému rozpadu kolonii,
nicméné velikost dokumentované kolonie se vyrazné¢ zmeénSila v pribéhu
inkubacéni doby. Okraj kolonie piestaval byt kompaktni a v okoli kolonie byly
zfetelné bunky riznych velikosti, pfesto nedoslo k jejich Uplnému rozpadu

(Obr. 17).
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Obr. 17. Rozpad kolonii zarodeénych kmenovych bunék vlivem pusobeni Biotase (méfitko
odpovida 200 pm).

Kolonie zarodeénych kmenovych bun€k X. tropicalis byly inkubovany s dezintegra¢ni latkou Biotase
a v ¢asech 0, 10, 20, 40, 50, 70 min se zaznamenaval jeji uc¢inek. V dobé 50 a 70 min byly kolonie
opakované pipetovany, aby se usnadnilo jejich rozpadavani. Jednotlivé buiiky se postupné uvoliiovaly

z okraje kolonie, ale ani po 70 min pisobeni nedoslo K jejimu uplnému rozpadu.

5.3.2.3 Papain

Z vysledka plisobeni roztoku papainu je patrné, ze jiz po inkubaci 30
min s opakovanym pipetovanim doSlo k Uplnému rozpadu kolonii
zarodeCnych kmenovych bun¢k na jednotlivé bunky (Obr. 18). V suspenzi
byly ztetelné jednotlivé typy bunck a na zaklad¢ jejich velikosti bude mozné

bunky od sebe oddélit (Obr. 19).
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Obr. 18. Disociace kolonii zarodeénych kmenovych bunék X. tropicalis pisobenim papainu
(méritko odpovida 200 pm).

Kolonie zarode¢nych kmenovych bunék byly inkubovany s papainem a v ¢asech 0, 10, 20 a 30 min se
zaznamenaval G¢inek. Po uplynuti 30 min byly kolonie protahovany pipetou. Z vysledku je patrné, ze

jiz po pul hoding inkubace kolonii s papainem doslo k jejich uplnému rozpadu.

Obr. 19. Detail bunééné suspenze pre-Sertoliho bunék (Cervena Sipka) a zarodenych

kmenovych bunék (modra Sipka).
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Po 30 min pusobeni papainu na smi$enou kulturu X. tropicalis slozené z pre-Sertoliho bun¢k a kolonii
zarode¢nych kmenovych bunék, dochazi k rozpadu na jednobunéénou suspenzi. Jednotlivé typy bunék

lze od sebe oddélit na zakladé jejich velikosti.

54 FACS

Smisend kultura pre-Sertoliho bunék a kolonii zdrode¢nych kmenovych
bun¢k X. tropicalis byla pomoci papainu disociovana na jednobuné¢nou
suspenzi a tfidéna na fluorescencnim pratokovém cytometru (Obr. 20B). Jako
kontrolni vzorek byla zvolena smiSend populace bunék varlat dospélého samce

X. laevis (Obr. 20A).
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Obr. 20. T¥idéni bunék na fluorescenénim priitokovém cytometru (A — bunééna populace z
varlete X. laevis, B — bunééna populace z bunééné kultury X. tropicalis).

Meéfeno v linearni stupnici. Soufadnice x znazorfiuje ¢ervenou fluorescenci barvy Hoechst 33342 (UV
excitace, emisni filtr 450/50), y soufadnice znazornuje modrou fluorescenci (UV excitace, emisni filtr
660/20). V obou ptipadech Sort Gate oznacuje téidéné diploidni kmenové buiky a jejich procentualni
zastoupeni v celkové populaci zivych bunék.

A — bunééna populace z varlete X. laevis: z pohledu modré fluorescence se na urovni Sort Gate
nachazeji diploidni buiiky, pod nimi lezi haploidni spermatidy a nad nimi tetraploidni buniky s

duplikovanou DNA. Celkové vytiidéno 7867 kmenovych bunék.
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B — bunééna populace ze smisené kultury X. tropicalis: z pohledu modré fluorescence se na irovni
Sort Gate nachazeji diploidni buiiky a nad nimi lezi tetraploidni buitkky S/M faze bunécného cyklu.

Celkovée vyttidéno 3891 kmenovych bunék.

Pievazna ¢ast uspésné vyttidénych zarodeénych kmenovych bunék, jak
z in vitro kultury, tak i z varlat, byly transfekovany plasmidem pEGFP (viz.
5.5.2.3). Zbylda cast bunék byla podrobena histochemickému testu na
pfitomnost alkalické fosfatazy. Jeji ptfitomnost je jednim ze znakl
zarode¢nych kmenovych bun¢k (Hahnel et al., 1990; MacGregor et al., 1995).
Na zakladé pozitivni reakce alkalické fosfatdzy jsou tyto buiniky povazovany za

zarodecné kmenové buiiky.

5.5 Transfekce bunék

Pro opimalizaci postupu transfekce byly zvoleny pre-Sertoliho bunky

z diivodu snadné manipulace s jejich kulturou.

5.5.1 Elektroporace

Elektroporace je jednim z moznych technik transfekce. Vychazi z
predpokladu, Ze pusobenim elektrického pulzu bunéénd membrana
permeabilizuje, a tak mize do bunky vstoupit v okoli pfitomny plasmid ¢i
DNA konstrukt. U Zab rodu Xenopus tento pfistup umoziiuje ¢asové a lokalni

naplanovani in vivo transgeneze (Eide et al., 2000, Ikuzawa et al., 2006).
Pii elektroporaci pre-Sertoliho bunék plasmidem pEGFP-N3 byla

vyzkouSena fada elektropora¢niho napéti v rozmezi 6V — 200V. Béhem

pokusu se vSak nepodafilo najit optimalni hodnotu napéti. Pii hodnotach do
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150V po zésahu prezivalo 50% bungk, ale uspé&Snost transfekce byla 0%. Pii
napéti nad 150V byl zésah natolik silny, ze zptsobil 100% umrtnost pre-
Sertoliho bunék.

5.5.2 Lipofekce

Plasmatickd membrana je tvofena fosfolipidovou dvouvrstvou, ktera
umoznuje prachod lipidickych vackli. Vzhledem k riznému sloZeni

lipofek¢nich Cinidel je i ti¢innost transfekce bunék odlisna.

5.5.2.1 Lipofekce pre-Sertoliho bunék

Pro optimalizaci lipofekce zabich bun¢k bylo vyzkouSeno né&kolik
reagencii spoleéné s plasmidem pEGFP. Konfluence pre-Sertoliho bun¢k pied
transfekci byla cca 80%. Nasledujici den byly buiky pozorovany
fluorescencnim mikroskopem a u vSech reagencii byla amrtnost okolo 20%
(Obr. 21). Po nékolikadenni kultivaci byla zhodnocena mira uspé$nosti

zkousenych lipofek¢ich ¢inidel (Obr. 22).

Obr. 21. Hustota pre-Sertoliho bunék na kultivaénim povrchu druhy den po transfekci (zvétSeni
100x).
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TransFectin™

Lipofectamine™2000

TurboFect™ jetPEI™

FuGene®

Obr. 22. Transfekce pre-Sertoliho bunék X. tropicalis riznymi lipofek¢énimi reagenciemi
(méritko odpovida 200 pm).

Tti dny po transfekci byl vyhodnocen tcinek jednotlivych lipofekénich reagencii. NejvysSsi uspésnost
byla pozorovéna u Lipofektamine™2000. Druhy nejucingjsi byl TransFectin™. U ostatnich &inidel

TurboFect™  jetPEI™ a FuGene® byla usp&nost lipofekce piilis nizka az nulova.
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Pomoci rostouci fady lipofekcni reagencie (5 ul, 7 ul, 9 ul, 11 pl, 13 pl,
15 ul) spolu se stadlym mnozZstvi plasmidu (2,5 pg) byl stanoven optimélni
pomdr plasmidu vaéi lipofekéni reagenicii TransFectin™ na 1 pg : 2 pl se
40% tuspésnosti, se zvysujicim se pomérem UspéSnost lipofekce klesala az
témet k 0%. Bylo dokdzano, ze z kratkodobého hlediska je nejicinné;si
lipofekéni reagencie Lipofektamine'2000. Aviak po dlouhodobé kultivaci a
selekci transgennich bunék se ukdzalo, Ze vyS$i viabilitu vykazuji bunky

. , . TM
transfekované pomoci TransFectin ™.

Pro transfekci pre-Sertoliho bunék byl pouzit i plasmid pPNT. Tento
plasmid obsahuje dvojitou selekci, ktera se zdala byt vhodnym nastrojem pro
oddéleni zarodecnych kmenovych bunék od podplirné vyZivovaci vrstvy. Po
transfekci a nésledné selekci v médiu s geneticinem doSlo k postupnému
odumirani bunc¢k az zcela vymizely. Vzhledem k tomu, Ze tento plasmid
neobsahuje GFP marker, neni jasné, jestli byla lipofekce ispésnad nebo zda

nebyl selek¢ni tlak pro transfekované buiiky letlni.

5.5.2.2 Transfekce embryondlni linie X. laevis

Cilem tohoto pokusu bylo porovnat uspésnost lipofekce pre-Sertoliho
bun¢k X. tropicalis s bunkami embryonalni linie X. laevis, které nepodléhaji
Hayflickovu limitu a mély by byt vice odolné vii¢i manipulacim. K tomuto
éelu byl pouzit plasmid pEGEP a transfekéni reagencie TransFectin'. Po
transfekci a jejich dlouhodobé kultivaci v selekénim médiu s geneticinem
doslo k Gspé€snému vytvoreni linie bunék X. laevis, které exprimuji GFP (Obr.

23).
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Obr. 23. Lipofekce bunék embryonalni linie X. laevis (méFitko odpovida 200 pm).
A) Adherentni vrstva buné¢k embryonalni linie den po transfekci.
B) Uspésné transfekované buiiky plasmidem pEGFP-N3 den po transfekci.

C) Transgenni linie bun&k kultivované po 4 mésice v selekénim médiu obsahujici geneticin.

5.5.2.3 Transfekce zdarodecnych kmenovych bunék X. tropicalis

Zarode¢né kmenové bunky, které byly vytfidény pomoci FACS (viz.
5.4), byly transfekovany plasmidem pEGFP-N3 pomoci TransFectin'".
Bezprostfedné po lipofekéni reakci byly pfeneseny na podplrnou vyZzivovaci
vrstvu pre-Sertoliho bunék a kultivovany po dobu 1,5 mésice. Pozitivni
vysledek transfekce ukazuje obr. 24, kde jsou zfejmé narostlé kolonie

zarodecnych kmenovych bunék exprimujici GFP.

Obr. 24. Transfekce zarodeénych kmenovych bunék X. tropicalis (zvétseno 200x).

A) Kolonie zarode¢nych kmenovych bunék po lipofekci pomoci TransFectin"™. Transfekovany
byly jednotlivé zdrode¢né kmenové buiiky vytfidéné metodou FACS.

B) Exprese GFP v kolonii zarode¢nych kmenovych bunék po lipofekci.
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6 DISKUSE

Kultivace kmenovych bunék je druhové specifickd. Tento fakt dokazuji
rozdilné kultivacni podminky mysich a lidskych embryonalnich kmenovych
bun€k (ESCs). Mysi ESCs udrZzuje v nediferencovaném stavu kultivacni
médium s pridavkem LIF, avSak pro lidské ESCs je tento faktor nedostacujici.
Kultiva¢ni médium je nutné obohatit o FGF, poptipad¢ o dalsi riistové faktory
jako GNDF (glial cell line-derived neurotrophic factor), TGF-§ (transforming
growth factor- B) nebo KGF (keratinocyte growth factor) (Skottman and
Hovatta, 2006). Ani u savci neni znamo, které rustové faktory se
Vv pfirozenych podminkéch ucastni proliferace a diferenciace kmenovych
bun¢k. U X. tropicalis bylo v nepublikovanych vysledcich nasi laboratote
dokazano, Ze pre-Sertoliho builkky v kultufe exprimuji velké mnozstvi
rustovych faktort, které jsou nezbytné pro kultivaci zarode¢nych kmenovych
buné¢k X. tropicalis. Zatim neni znamo, které z téchto faktorti zpusobuji
proliferaci zarodecnych kmenovych bun¢k v nediferencovaném stavu, a ke
sledovani jejich vlivlli by bylo nutno ptislusné faktory nejdiive pfipravit jako
rekombinantni proteiny. Z toho vyplyva, ze v soucasné dobé je zakladnim
predpokladem uspésné kultivace kolonii podplrnd vyZzivovaci vrstva pre-
Sertoliho bunék. Tento fakt dokazuji 1 neuspéSné pokusy kultivace
zarode¢nych kmenovych bunék X. tropicalis na vrstvé embryonalnich bun¢k

X. laevis.

Pro studium zarode¢nych kmenovych bunék je nutné manipulovat s
¢istou kulturou, proto i jednim z hlavnich cilii této diplomové prace bylo jejich
oddé€leni od pre-Sertoliho bunék. Jedna z moznosti vedouci k separaci téchto
dvou bunéénych typt byla priprava TK linie pre-Sertoliho bunék. Tyto bunky
nemaji funkéni enzym thymidin kindzu, kterd se uplatiiuje pii syntéze DNA
pies prekurzory nukleotidi. V piipadé uspéSného zaloZeni dlouhodobé

rostouci TK' linie pre-Sertoliho bunék, by byly tyto buiniky pouzity jako
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podptirnd vyzivovaci vrstva pro zarodecné kmenové buiiky s moznosti jejiho
odstranéni selekénim médiem HAT. I pfesto, Ze byly buiky ziskany, v kultuie
rostly velmi zvolna a po ¢ase doslo k uplnému zastaveni proliferace. Soudime,
ze nedoslo k imortalizaci bun¢k, ale pouze k mutaci ve zminovaném genu.
MozZné vysvétleni zastaveni proliferace poskytuje tzv. Hayflickiv limit, ktery
udava kone¢ny pocet d€leni specificky pro dany bunéény typ (Hayflick and
Moorhead, 1961). Ptipravené TK  buiiky byly zaroven velmi citlivé k u¢inkiim
roztoku trypsin-EDTA a i po pouziti vyrazné tedéného roztoku doslo k
poskozeni membranovych proteinli a buriky jiZ nebyly schopny pfisednout ke

kultiva¢nimu povrchu.

Jako dalsi zpisob separace kolonii zarode¢nych kmenovych bunék od
pre-Sertoliho bunék byl vyzkouSen mechanicky pfistup. Kolonie byly
oddéleny a pieneseny do Cisté kultivaéni nddoby s kondicionovanym médiem.
Jiz druhy den se v jejich bezprostiedni blizkosti nachazely pre-Sertoliho
buniky, které ziejm¢ migrovaly z kolonie. Po detailnéjSim zkoumani
pfenasenych kolonii byly na jejich okraji pozorovany vétsi zakulacené buiky
siln¢ spojené s kolonii, které nebylo mozno oddélit ani opakovanym
protahovanim kolonie pifes pipetu. Na zékladé tohoto pokusu jsme
predpokladali, ze kolonie zarode¢nych kmenovych bunék jsou lemovany pre-
Sertoliho bunikami, které proliferuji a vytvaii tak novou podpiirnou vyzZivovaci
vrstvu. Tento predpoklad byl potvrzen vizualizaci struktury kolonii na
transmisnim elektronovém mikroskopu. Jak bylo ukazano, pre-Sertoliho
buniky se nachazeji ve 2 - 3 vrstvach na okraji, ale jejich vyskyt byl potvrzen i
uvniti kolonie. Toto uspotfaddani odpovida struktufe semenotvornych kanalka
ve varlatech samcu X. tropicalis, kde jsou Sertoliho buiiky po obvodu kanalku
a smérem do stfedu jejich pocet prudce klesd. Zarovenn TEM vyvréatila nasi
hypotézu o t€sném spojeni bunék v koloniich a malém mnozstvi extracelularni
matrix. Buiiky uvnitt kolonie jsou vétSinou uspotadany jednotlivé a obklopuje
je vyraznad masa extracelularni matrix. Z téchto vysledkll vyplyva, Ze

zarodecné kmenové bunky a pre-Sertoliho bunky kultury X. tropicalis je
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mozné od sebe oddélit pouze disociaci na jednobunécnou suspenzi, kterou

bude mozZno ttidit pomoci FACS na zéklad¢ velikosti.

Disociace kolonii lidskych embryondlnich kmenovych bun¢k byla v
pocatecnich studiich provadéna mechanicky. Nedochazelo vSak k rozpadu na
jednotlivé bunky, ale vznikaly celé shluky (Thomson et al., 1998). Pouzitim
trypsinu bylo docileno jeSt¢ menSich shlukd, ale schopnost ptisednuti ke
kultivaénimu povrchu byla velmi nizka (< 3%) (Hasegawa et al., 2006).
Mirnéj$i dopady na zivotaschopnost bun€k byl pozorovan u pouziti enzymu
kolagenaza IV S§tépici sit’ extracelularni matrix. Nejlep$i vysledky v
dezintegraci kolonii lidskych ESCs vykazuje smés enzymii Accutase' . Jiz po
10 min plsobeni na kolonie byla ziskdna jednobunécna suspenze a dalsi
nespornou vyhodou této smési bylo wudrzeni lidskych ESCs v

nediferencovaném stavu (Bajpai et al., 2008).

V této diplomové praci byla dezintegrace kolonii zarodecnych
kmenovych bun¢k X. tropicalis zkouSena dvéma zplsoby. Mechanické
protahovani kolonie pfes pipetu nevedlo k zadnému vysledku, kolonie
zlustavaly 1 nadale v neporuseném stavu. Béhem chemické disociace doslo k
vyzkouSeni hned nékolika dezintegracnich latek. U vétSiny z nich byl efekt
totozny — roztok trypsin-EDTA, 1M DTT, KIO,4 a 2% cystein zpUsobily
zvednuti kolonie od kultivaéniho podkladu vEetné vrstvy pre-Sertoliho bunék,
ale k rozvoliovani na shluky ¢i jednotlivé buiikky nedochazelo. Tento stejny
&inek byl pozorovan dokonce i u komeréni smési proteaz Accutase' ™ uzivané
k disociaci lidskych ESCs. Ani po hodinovém ptlisobeni a dikladném
protahovani kolonie pipetou nebyla ziskdna jednobunécnd suspenze. V
laboratofi byla vyzkouSena i kolagenédza IV, ale ani tento enzym nepodal jiny
vysledek. Vétsiho uspéchu bylo dosdahnuto piisobenim Biotase, enzymatické
smési podobné k Accutase'™, kterd odd&lovala jednotlivé buiiky z okraji
kolonii, avSak k jejich uplnému rozpadu opét nedoslo. Posledni testovanou

disocia¢ni reagencii byl papain, ktery po 30 min inkubace s koloniemi
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zarode¢nych kmenovych bun¢k X. tropicalis zpisobil jejich uplny rozpad
(Obr. 17, 18).

Jedina uspé$na disociace kolonii byla pomoci papainu, ktera byla
pouzita 1 pfed ttidénim zarodecnych kmenovych bunék a pre-Sertoliho bunck
na fluorescencnim pratokovém cytometru. Jiz po 20 min puasobeni a
dikladném protahovanim kolonii ptes pipetu dochéazelo k jejich celkovému
rozpadu a vzniku jednobunécné suspenze. Vzhledem k razantnosti plisobeni
papainu v Case byla kontrolovana vitalita bun€k po jeho pusobeni pomoci
barveni propidium jodidem. Tato latka je nepropustnd pro bunécnou
membranu Zivych bungk, ale pronik4d do nezivych. Vzhledem k tomuto faktu
se stava uziteCnym markerem Zivotaschopnosti bunék pii fluorescencni
pritokové cytometrii, kde se odumielé buiiky nezahrnuji do tfidéni a jsou
povazovany za odpad. Barveni propidium jodidem ukdazalo, Ze buiiky piezivaji

dezintegraci papainem s minimalni ztratou a jsou nasledné schopny dé€leni.

Metoda FACS ndm umozZnila z jednobunééné smisené suspenze vytiidit
zarodecné kmenové buiky a ziskat tak jejich Cistou suspenzi. Byly zvoleny
dvé kontroly tfidéni. SmiSena bunécna populace z varlat X. laevis slouzila k
porovnani a urceni spravného tfidictho modu. Po vytfidéni zarodecnych
kmenovych bungk, jak z kultury X. tropicalis, tak i z varlat X. laevis, byl na
téchto buiikdch proveden test na ptitomnost alkalické fosfatazy. Pozitivni
vysledek tohoto testu potvrdil kmenovost vyttidénych bunék, ale v
budoucnosti bude nutné jej doplnit transfekci zarodecnych kmenovych bunck
GFP plasmidem a transplantaci do varlat chemicky sterilizovaného samce X.
tropicalis. Definitivnim dikazem funkce kultivovanych bunék bude osidleni
varlat a produkce spermii. Kolonizace semenotvornych kanalkii zarode¢nymi
kmenovymi bunkami byla prvné prokdazana u mysi (Brinster and

Zimmermann, 1994).
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Optimalizace transfekce zabich bunék byla nejprve testovana na pre-
Sertoliho bunkach a ve vétSin€ ptipadi byl pouzivan plasmid pEGFP, ktery
nese fluorescencni reportérovy gen GFP. Byly vyzkouSeny dvé metody
produkce transgennich bunck, elektroporace a lipofekce. Ikdyz je
elektroporace uspésné pouzivana in vivo na pulce rodu Xenopus (Haas et al.,
2002), tak pro kulturu X. tropicalis se ukazala byt zcela nevhodna. 1 pies
pouziti Siroké Skaly elektroporacniho napéti se nepodaftilo najit jeho optimalni
hodnotu a transfekovat pre-Sertoliho bufiky. Druhy pouzivany pfistup je
postaven na interakci mezi kationovym liposomem a zaporné nabitou DNA.
Bylo vyzkouseno nékolik lipofekénich latek. Uéinnost transfekce po pouziti
FuGene®™, jetPEI™, TurboFect™ reagencii byla velmi nizkd az nulova.
Nejucinngjsi se zdal byt Lipofectamine 2000, ale po kultivaci bundk v
selekénim médiu byla vitalita bunék vyrazné nizsi nez u bunck, kde byl pouzit
TransFectin™. Nizka G&innost spo¢iva v rtizném slozeni liposomil, které
reaguji s cytoplasmatickou membranou, na rozdil od nizké Zivotaschopnosti
bunék po transfekci, kterd je dana rGiznou toxicitou pouZivanych lipofekénich

latek.

K transfekci pre-Sertoliho bun¢k byl pouzivan i plasmid pPNT, ktery
nese geny pro dvojitou selekci, pozitivni i negativni. Tento systém byl urcen k
vytvofeni transgennich pre-Sertoliho bunék, které by tvotily podklad pro
kultivaci zarodecnych kmenovych bunck. Po naristu kolonii a negativni
selekci podplirné vyzivovaci vrstvy by dosSlo k vytvofeni cisté kultury
zarodecnych kmenovych bunék. Po vizualizaci struktury kolonii pomoci TEM
a odhaleni pfitomnosti pre-Sertoliho bun¢k i uvnitf kolonii, se ukazal byt tento
syst¢tm nevhodny. Nejzasadnéj$i problém, na ktery se pii transfekci pre-
Sertoliho bunck narazi je opét Hayflickiv limit. Omezeny pocet bunécného
déleni znemoznuje dlouhodobéjsi kultivaci transgennich bunék. Pre-Sertoliho
bunky proliferujici zhruba 14 — 15 paséazi a poté kultura stagnuje. Z tohoto
divodu byla transfekovana embryonalni linie bunék X. laevis. Vysledek

ukdzal, ze tyto builky nejsou tak citlivé, a tim je i transfekce uc¢inné&jsi.
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Zaroven jde o bunky bez Hayflickovy meze, tzn. s neomezenym poctem
déleni. Pfes veSkeré snahy kultivovat na tomto podkladu kolonie zarode¢nych
kmenovych bun¢k X. tropicalis a to i s pouzitim kondicionovaného média z
kultury pre-Sertoliho bunék, byly vysledky ko-kultivace netspésné. Dalsi
zpusob, jak obejit Hayflickiiv limit pre-Sertoliho bunék, by bylo pomoci
transfekce plasmidem obsahujici gen pro telomerdzu. Na pfipravé tohoto

plasmidu se v soucasné dob¢ pracuje.

Uspésna optimalizace podminek transfekce bunék X. tropicalis dovolila
lipofekci zarode¢nych kmenovych bun¢k s pozitivnim vysledkem. Jednotlivé
kmenové buiiky, které byly vytfidény pomoci FACS, byly transfekovany
plasmidem pEGFP a nasledn¢ kultivovany na podplrné vyzivovaci vrstvé pre-
Sertoliho bun¢k. V soucasné dob¢ je nutné tyto kolonie znovu disociovat a
ziskat tak klony jednotlivych bun€k exprimujicich GFP. V nésledujicim
experimentu budou tyto GFP transgenni buiiky transplantovany do varlat
sterilizovanych samct a bude pozorovéano jejich chovani v semenotvornych

kanalcich.
Vzhledem k tomu, Ze tato kultura zarode¢nych kmenovych bunék

Xenopus tropicalis je zatim ojedinéla, jedna se o prikopnické prace, které

nemaji hladky a jednosmérny pribéh.
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[ ZAVER
Byla pfipravena bunééna kultura X. tropicalis deficientni v genu pro

thymidin kinazu.

Vysledky transmisni elektronové mikroskopie dokazaly, Ze kolonie
zérode¢nych kmenovych bunék jsou smiSené s pre-Sertoliho buiikami a

obsahuji velké mnozstvi extracelularni matrix.

Bylo ukazéano, ze slozeni a uspotfaddani bunck v koloniich zarode¢nych
kmenovych bun¢k koresponduje se strukturou semenotvorného kanalku

varlete X. tropicalis.

Podatilo se optimalizovat disociaci kolonii zarode¢nych kmenovych

bunék a ziskat tak jednobunécnou suspenzi pro dalsi studie.

Docililo se oddé€leni pre-Sertoliho bunék a zarodec¢nych kmenovych

bun¢k, ¢imz byla ziskana jejich Cista kultura.

Zdatilo se najit vhodnou lipofekéni latku, kterd uspéSné transfekuje

zabi bunky.

Byla pfipravena transgenni embryonalni bunééna linie X. laevis, ktera

stabiln€ exprimuje GFP.
Podatfilo se uspésné transfekovat zarodecné kmenové buiky GFP

plasmidem, coZz se v dalSich studiich stane nastrojem pro potvzeni

kmenovosti téchto bunék.
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Xenopus tropicalis pre-Sertoli cells support growth of
germinal stem cells with cocktail of growth factors

Tereza Tlapakoval, Jaroslav Macha!, Vladimir Krylov!, Jana Sevcikova Jonakova!, Natasa Sebkova!, Monika Sidova! and

Paul Richardson?

ICharles University in Prague, Faculty of Science, Department of Cell Biology, Czech Republic. 2Department of Energy Joint Genome Institute, USA.

Pre-Sertoli cells migrate in culture from testis of juvenile Xenopus tropicalis. Cell type identification was based on the expression of
Sertoli cell markers, namely Sox9, WT1, NCAM, SF1 and lack of expression of DAZL. The cell growth enhanced by conditioned
medium reflects the presence of autocrine growth factors. Moreover, pre-Sertoli cells support growth of germinal stem cell
colonies. Genome-wide expression screening of pre-Sertoli cells, pre-Sertoli cells treated by prostaglandin D2 and whole testis was
carried out by Nimblegen. Probes covered 99 417 JGI sequences. The experiment identified 34 growth and differentiation factors
with intermediate or high expression in pre-Sertoli cells. Due to high expression data variability from different probes of the same
gene, RT-PCR verification was performed. Comparison of pre-Sertoli cells and testis expression profiles revealed approximately 200
genes with 100x drop of expression in an adult organ. These genes may be involved in Sertoli cell differentiation.

Expression in chosen genes. Order of cONA on electrophoresis is: 1. cDNA
from pre-Sertoli cells, 2. cDNA from pre-Sertoli cells after 4 day prostaglandin
D2 treatment, 3. ¢cDNA from pre-Sertoli cells after 4 day prostaglandin D2
treatment with following 11 day cultivation without prostaglandin D2, 4. cDNA

from testis
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