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Abstrakt

Cilem této disertacni prace bylo ziskat lepsi vhled do principti vyvoje bunécnych
struktur a organii v kufecim embryu. K tomuto tcelu byly zavedeny a k danym proceduram
upraveny ruzné pokroc¢ilé metody manipulace a vizualizace in vitro, ex vivo, ex ovo
ain ovo. Tyto specializované metody byly vyuzity zejména ke studiu genové exprese
ve vyvoji neurdlni liSty a vyvoji oka.

Béhem dlouhodobého vyzkumu v nasi laboratofi byl pozorovan vliv onkoproteinu
v-Myb na vyvoj neuralni listy a jeho schopnost ménit pfirozeny bunécny osud. Studovali
jsme vliv proteinu v-Myb na zmény v diferenciaci bun¢k neurdlni liSty, zejména jejich
vyvoj do melanocytarni linie, a jeho vliv na expresi genii v neuralni list¢. Stfedem naSeho
zajmu se stal protein Gremlin 2, oznaCovany také jako PRDC (protein related to Dan
and Cerberus), jehoZ expresi v-Myb v neuralni liSté zvySuje.

Zavedené postupy elektroporace neuralni liSty in ovo byly upraveny pro transfekci
bunék vyvijejiciho se oka a vyuzity ke studiu genové regulace pti indukci cocky. Vysledky
ziskané na kufecim modelu podpoftily studii provedenou na mySich embryich.

Technika elektroporace do embryonalniho oka byla také upravena
pro mikromanipulace s retinou in ovo, kterd byla dale zpracovdna metodami ex vivo

a in vitro pro studii zabyvajici se lokalizaci snRNP ve fotoreceptorovych bunkach.
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Abstract

The aim of this work was to obtain better insight into the principles of cell structures
and organs in the chicken embryo development. To reach this goal special methods
of micromanipulations and visualization in vitro, ex vivo, ex ovo and in ovo were
implemented and adjusted. These methods were used to study gene expression in neural
crest development and eye development.

In the course of long term research in our laboratory we observed that oncoprotein
v-Myb influences the development of the neural crest and has the capacity to change natural
cell fate. We performed a series of experiments to investigate v-Myb protein influence
on neural crest cells differentiation, especially melanocyte lineage development,
and its influence on gene expression in the neural crest. Therefore we focused on Gremlin
2 (PRDC), the gene upregulated by v-Myb in the neural crest.

The established procedure of electroporation in ovo was adjusted to transfect cells
of the developing eye and used to study gene expression during lens induction. The results
obtained from chicken embryo experiments endorsed the study performed on mouse
embryos.

Futhermore, the electroporation technique was slightly modified for manipulations
of the neural retina in the developing eye in ovo. Thereafter, the retinas were processed

ex vivo and in vitro to study snRNPs localization in photoreceptor cells.
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1. Cile

Cilem této prace bylo adaptovat pokroc¢ilé metody manipulace s kufecimi embryi
a zobrazovaci metody a vyuzit je k vyzkumu genti podilejicich se na uréeni bunééného
osudu bun¢k neurélni liSty, zejména melanocyti. Dale mély byt metody ptfizplisobeny
pro spolupréci na dalSich projektech vyuzivajicich jako model kufeci embryo, a to ke studiu
vyvijejiciho se oka, porovnani vysledki provedenych na kufecich a mySich embryich

¢i sledovani lokalizace proteint ve fotoreceptorovych bunkéach.

Konkrétni cile této prace:
1) Zavést metody prace s kufecimi embryi ex ovo a in ovo a s primarnimi kulturami ex vivo
a in vitro, zavést zobrazovaci metody a metody nésledné detekce zmén (fluorescenéni

znaceni, WISH a dalsi).

2) Sledovat pisobeni proteinu v-Myb na diferenciaci vicepotentnich bunék neurdlni listy
ve vyvijejicim se kufecim embryu a na zmény genové exprese v neuralni 1isté

a identifikovat geny podilejici se na ¢asném vyvoji bun€k neurélni listy.

3) Studovat vliv proteinu v-Myb na expresi genu grem?2 a zkoumat funkci proteinu Gremlin

2 v kuteci neuralni listé a diferenciaci melanocytu.

4) Vyuzit elektroporaci vyvijejiciho se oka ke studiu vlivu enhaceru SIMO a genii Meis1

a Meis2 na indukeci ¢ocky.
5) Ut¢inné elektroporovat retinu u vyvijejiciho se oka kufectho embrya in ovo a dale

Ji zpracovat ex vivo a in vitro za ¢elem sledovani lokalizace snRNP ve fotoreceptorovych

bunkach.
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2. Teoreticky uvod

2.1 Kufreci model

2.1.1 Historie kufeciho modelu

Kufeci model je v pifirodnich védach vyuzivany od nepaméti, a a¢ je v soucasné
dobé zastinén predevSim modelem mys$im, nelze mu upirat jeho vyznam. Moznost
pozorovat embryo mimo télo matky stavi kufeci model do pozice nenahraditelného néstroje
embryologie, vyvojové biologie, srovnavaci anatomie a dalSich. Slepic¢i vejce byla uméle
inkubovéna jiz starovékymi Egyptany. Prvni popsana pozorovani a manipulace s kufecimi
embryi pochézeji od Aristotela ze 4. stoleti pt. n. 1. V pozdéjsi dobé bylo kufeci embryo
nastrojem pro objev blastodermu (Coiter, 1573), zarode¢nych listl (Pander, 1817; Von
Baer, 1827), pochopeni vzniku, vyvoje a funkce krevniho obé&hu, funkce zil a tepen
a vyvoje srdce (W. Harvey, 1651), funkce kapilar (Malpighi, 1673) a dalSich.

Od prelomu 19. a 20. stoleti se s vyvojem technickych moznosti stal kufeci model
nenahraditelnym pomocnikem dal$ich védnich odvétvi. Goldman a Murphy ptenesli lidsky
nador na chorioalantoidni membranu kufeciho embrya a pozorovali schopnost nadoru
navodit vaskularizaci (Murphy, 1913). Metoda CAM se dodnes vyuziva pfi studiu principi
vaskularizace, invazivity nadorovych bun€k a metastazovani, cervikalniho a ovarialniho
kancinomu a dalSich (Richardson a Singh, 2003; Tufan a Satiroglu-Tufan, 2005; Zhai et
al., 2007; Lokman et al., 2012; Ribatti, 2017). Kufeci embryo bylo pouzito jako model
infekce a pozdéji piispélo k objevu virl, kdyz se (Ellerman, 1908) pokusili pfenést
leukémii u kufat s pouzitim bezbuné€ného filtratu obsahujiciho virus. V roce 1911 Peyton
Rous popsal na kutatech schopnost viru zplisobovat rakovinné bujeni (Rous, 1911), jeho
jméno nese virus Rousova sarkomu (RSV) a v roce 1966 ziskal za sviij objev Nobelovu
cenu. Vyznamnou osobnosti mezi védci pracujicimi s kufecim modelem byla také Rita
Levi-Montalcini. Na kufecich embryich studovala rist nervii a za objev NGF dostala spolu
se Stanleym Cohenem v roce 1986 Nobelovu cenu (S. Cohen et al., 1954). VSestrannost
kuteciho modelu a nenaro¢nost pfistupu ke kufecimu embryu ve vejci ji umoZnila
pokracovat v praci i za druhé svétové valky v podminkach domaci laboratofe na venkové.

V roce 1989 pak byla udélena dalsi Nobelova cena védclim pracujicim s kufecim modelem,
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ziskali ji Harold Varmus a Michael Bishop za objev bunééného ptivodu retrovirdlnich
onkogent (Stehelin et al., 1976).

Kuteci model ptispél také k rozvoji imunologie, virologie, onkologie a molekuldrni
genetiky, polozil zéklady retrovirologie a pomohl vyvratit centralni dogma molekulérni
virologie objevem reverzni transkripce. Za tento objev a za porozumeéni interakcim mezi
nadorovymi viry a genetickym materialem dostali Nobelovu cenu David Baltimore, Renato
Dulbecco a Howard M. Temin v roce 1975 (Sambrook et al., 1968; Temin a Mizutani,
1970; Baltimore et al., 1971).

Na poli imunologie a retrovirologie se vyznamné uplatnili 1 ¢esti védci pracujici
s kufecim modelem, zejména Milan HasSek a Jan Svoboda, jejichz vysledky dosahuji
svétového vyznamu. HaSek ve své laboratofi zavedl parabidzu, spojeni krevnich ob&ht
dvou kufecich embryi. Vyuzil toho, Ze ve vyvijejicim se vejci se zpocatku krevni obéh
nachdzi vné embrya hned pod skotfapkou, udélal do dvou vajec mald okénka a zdrodecné
vaky resp. cévy obou jedinci spojil pies tkan ze tfetiho embrya. Pozoroval, Ze takto
vylihnutéd kufata nevytvareji navzajem protilatky proti antigentim druhého kufete z tohoto
spojeni (Hasek, 1953a). Jeho experimenty s parabiézou vedly k jednoznaénému
experimentalnimu pritkazu fenoménu imunologické tolerance, avSak Hasek sva pozorovani
interpretoval v lysenkovském duchu jako ,,vegetativni hybridizaci zivo€icht* (Hasek,
1953b). Za objev imunologické tolerance byla v roce 1960 udélena Nobelova cena Peteru
Medawarovi (Billingham et al., 1953) a Frankovi Macfarlanovi Burnetovi, jehoz teorii
o ziskané toleranci formulovanou v roce 1949 experimentalné potvrdil pravé Medawar.

Jan Svoboda byl vynikajici ¢esky retrovirolog, pedagog a popularizator védy
(Hejnar, 2017; Weiss, 2018). Jeho prace celosvétového vyznamu byla provedena prevazné
na kufecim modelu. Mezi jeho nejvyznamnéjsi objevy patii diikkaz perzistence proviroveé
DNA v bunkdch infikovanych virem Rousova sarkomu (Svoboda, 1960; Svoboda, 2015).
Vyznamné se podilel na rozvoji molekularni genetiky u nas, identifikoval geny pro EGR1
a HOPX, klonoval v-src (jakoZto prvni gen klonovany v Ceskoslovensku), s pomoci
experimentalné navozenych ndadorti pozoroval jejich metastazovani ¢i odhojovani
v definovanych liniich slepic a mnoho dalsiho.

V dalSich letech kufeci model ustoupil zejména modelu mySimu, jehoZ moZznosti
prudce rostly ruku v ruce s ispéSnou transgenezi u mysi. V posledni dob¢ ustoupil kuteci
model do pozadi také kvlli problematickému postupu ve vyvoji transgennich linii kufat
nebo zvifat s vyfazenim konkrétniho genu, tzv. “genovy knockout”. Jednou z hlavnich
prekazek pro efektivni vytvofeni transgeneze u kufat je slozity ptistup k ¢asnému embryu.
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Embryo je oplozeno ve vajecniku slepice a nejcasn€js$i stadium embrya dosazitelné
ve sneseném vejci uz sestava ze zhruba 50 tisic bun¢k. Pokusy o vytvofeni transgennich
popiraji hlavni vyhodu kutfeciho embryonalniho modelu in ovo, nezavislost na matce, a také
jsou velmi komplikované. Piesto bylo slozitymi metodami pracujicimi s oocytem hned
po ovulaci vytvotfeno nékolik trasgennich linii (Love et al., 1994; Sherman et al., 1998;
Sang, 2004). Jind metoda vyuzivala retrovirové vektory a pracovala s oplozenymi Cerstve
snesenymi vejci. Prvni ipésné pokusy s rekombinantnim ptacim leuk6zovym virem (AVL)
¢i vektorem odvozenym od viru retikuloendoteliozy (REV) vygenerovaly kohouty, ktefi
byli mozaikou bun¢k s inegrovanym retrovirem a malé procento jejich potomkt bylo
transgenni (Salter et al., 1987; Bosselman et al., 1989; Salter a Crittenden, 1989; Mozdziak
et al., 2003a; Mozdziak et al., 2003b; Rapp et al., 2003). Vytvofeni transgenni linie
se stabilni integraci GFP se podaftilo s vyuZitim mysiho leukemického viru MoMLV (Koo
et al., 2006). Retrovirova infekce a nasledné integrace se ukazala jako slibny model. Dalsi
zvyseni efektivity prinesly lentivirové vektory (McGrew et al., 2004; Semple-Rowland a
Berry, 2014), s jejichz pomoci byly vytvofeny linie nesouci kromé protilatek také napf.
geny pro lidské defensiny, interferony nebo erytropoetin (Rapp et al., 2003; T. Liu et al.,
2015; Kwon et al., 2018; Oishi et al., 2018), které jsou produkovany do vajecného bilku.
V soucasné dobé¢ jsou slibnym nastrojem kufteci transgeneze primordialni zarode¢né bunky
(PGC) (Schusser et al., 2013; Song et al., 2014; Collarini et al., 2015). Kombinace vysSe
zminénych metod a jejich postupné zefektiviiovani, nové vhodné vektory, pokrocila
metodika zpracovani PGC a obecné vyvoj novych technologii, jako je systém
CRISPR/Cas9 (N. Gilbert et al., 2003; Oishi et al., 2018) a dalsi, poméhaji zjednodusovat
praci a posunuji model kufeci transgeneze k vyssi efektivité.

Uspéchu v posledni dobé dosahla také laborator Pavla Trefila ve Vyzkumném
ustavu biofarmacie a veterinarnich 1éciv a.s. v Chotouni, kde ve spolupraci s Oddélenim
virové a bunééné genetiky UMG a Technickou univerzitou v Mnichové vyvinuli G&innou
metodu tvorby transgennich kufat vyuzivajici PGC. Metoda je zaloZzena na schopnosti
geneticky modifikovanych PGC pokracovat ve vyvoji 1 po transplantaci do varlat
dospélych sterilnich jedinct, projit kompletnim procesem spermatogeneze a obnovit tak
plodnost (Trefil et al., 2017). Do genomu sterilizovanych kohoutl byl integrovan gen pro
fluorescenéni protein mCherry. Potomstvo téchto kohoutii kromé cervené fluorescence

vykazuje rizovy nadech idennim svétle, coz mu vyneslo pfezdivku Robin podle
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anglického nazvu pro ptdka Cervenku. Metoda je reprodukovatelnd, casové usporna
a k provedeni pokusu sta¢i malé pocty zvitat.

Nové metody transgeneze maji potencial pro rutinni chov modifikovanych jedinct
a davaji tak kufecimu modelu Sanci dostat se znovu do popiedi zdjmu védci, a to nejen
v zakladnim vyzkumu. Transgenni slepice je schopna produkovat obrovské mnozstvi
ruznych latek do vaje¢ného bilku, byva proto nazyvana ,,zivoucim bioreaktorem*. Ve vejci
imunizované slepice se hromadi protilatky, které lze snadno extrahovat ve velkém
mnozstvi. Jedna slepice dokéze ve vhodnych podminkach vyprodukovat ro¢né¢ srovnatelné
mnozstvi IgY jako velky savec (koza, ovce), aniz by bylo nutné pouzivat invazivni metody
pro jejich ziskavani. Ptaci protilatky extrahované z vajec uz v minulosti dokézaly nahradit
protilatky sav¢i (Schade et al., 2005). V roce 2015 oznamil casopis Nature, ze americky
Utad pro kontrolu potravin a 16&iv schvalil prvni transgenni linii slepic, kterd smi
produkovat lidsky protein pro farmaceutické ucely Nature,
doi:10.1038/nature.2015.18985). Jednd se o enzym sebelipaza alfa, komeréni nazev

Kanuma, kterou Ize 1é¢it jedince s poruchou odbouravani tuku (Frampton, 2016).

2.1.2 Kufeci genom

Praci s kufecim modelem do zna¢né miry omezovala nedostate¢na znalost sekvenci
genl. Postupem cCasu byly ustanoveny rozsahlé knihovny cDNA, EST, arteficidlnich
chromozomtl (BAC), markery na zédkladé¢ SNP, fyzické mapy a dal$i nastroje, ale neustale
stoupala potfeba komplexné&jsi genomové informace.

V roce 2003 byla uspotfddana prvni konference International Chick Meeting
v Cambridge ve Velké Britanii, kterd béhem dalSich let znaéné pozvedla spolupraci
kufecich biologl. Zde byl vefejné ozndmen pocatek velkého projektu sekvenace
kompletniho kufeciho genomu. V bieznu 2004 zvefejnil NHGRI prvni verzi kufeciho
genomu v americké databazi GeneBank a pozdéji v evropské EMBL-Bank a japonské
DDBJ (News release archives, NIH), v prosinci pak vySel oficidlni ¢lanek tykajici
se anotované sekvence v casopisu Nature (Wallis et al., 2004).

Latinsky nazev Gallus gallus domesticus shrnuje vSechna plemena domacich slepic,
jejichz ptivod se odvozuje predevsim od javského poddruhu Gallus gallus bankiva (kur
bankivsky) ¢asto s ptimési dalSich poddruhti (Jifi Hejnar, ustni sdéleni). Pro sekvenaci byl
zvolen piivodni druh Gallus gallus (angl. red jungle fowl), ktery se v Asii dodnes vyskytuje

i ve volné ptirodé. Evolu¢ni vyvoj kufeciho genomu probiha nezavisle na savéim zhruba
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310 miliont let. Kufeci karyotyp (2n=78) sestava z 38 autozomu, 9 makrochromozomu
a 31 mikrochromozomi, pficemz mikrochromozomy obsahuji nejméné dvakrat vice gent
nez makrochoromozomy, ajednoho paru pohlavnich chromozomt W a Z, pti¢emz pohlavi
je ur¢eno odlisné nez u cloveéka, samice je heterogametické pohlavi WZ a samec
homogametické ZZ (Burt, 2004). Genom byl osekvenovan metodou “shotgun” dopnénou
fosmidy a koncovymi sekvencemi BAC (BAC-ends). Metoda “shotgun” vyuziva velké
nahodn¢ nastipané fragmenty, genom tedy musi byt sekvenovan né¢kolikrat, aby byly
dostatecné velké presahy pro nasledné poskladani sekvence ve spravném smeéru a poradi.
V ptipadé kufeciho genomu byla sekvence poskladana z 6,6nasobného pokryti.

Kufeci genom ma v haploidnim stavu 1,2x10° pari bazi (bp), coz je kolem 40 %
lidského nebo mysiho genomu. Predpovézeny pocet genil (20 — 23 tisic) je vSak srovnatelny
s poctem gend nékterych savel, kufeci genom je tedy ve srovnani s lidskym znaéné
zhustény a kompaktni. V genomu se vyskytuje mnohem méné repetitivnich sekvenci,
pseudogentl a duplikaci segmentd. V kufecim genomu bylo identifikovano 571 geni pro
ncRNA, struktura a rozlozeni téchto genli poukazuje na moznost, zZe se vyvijely jinym
zpusobem nez u Clovéka. Kufeci genom obsahuje ve srovnani se savci velmi malo
retropozonti LINE a zadné aktivni SINE. Ze srovnani kufeci a lidské sekvence vyplyva,
ze minimalné 70 megabazi je velmi pravdépodobné funkéni v obou druzich (Wallis et al.,
2004).

Vysledky z rozsahlé analyzy sekvence kufeciho genomu poukazuji i na nekteré
zajimavosti. Naptiklad jen dvé kufeci proteinové rodiny chybi v lidském genomu. Podle
o¢ekavani u ptakli nenajdeme geny pro mlécné proteiny, vlasovy keratin nebo sklovinu,
oproti tomu jejich genom koduje geny pro skofapku nebo pefi. Prekvapivé maji zhruba
stejné gentll pro ¢ichové receptory jako clovek, ale clovek disponuje mnohem vétsi paletou
receptort chutovych (Wallis et al., 2004).

S neustalym rozvojem na poli sekvenace se kufeci sekvence dale zdokonaluje.
V roce 2017 byla znovu sestavena a doplnéna kombinaci vice sekvena¢nich metod vcetné
sekvenacni technologie vyuzivajici jedné dlouhé molekuly, sekvenovani za pomoci
plazmidi BAC a fyzické mapy sestavené na zékladé vzdalenosti fragmenti (Warren et al.,
2017). Vedlejsim projektem sekvenace celého genomu bylo vytvofeni rozsahlé mapy
genetickych variaci domestikovanych slepic pro tfi rozSifend plemena, broiler z Velké
Britanie, plemeno nosnic ze Svédska a Silkie Fowl (hedvabnicka) z Ciny. Védci
analyzovali kolem 2 milionii genetickych variaci, pfevazné¢ SNP. Data jsou piistupna

v databazi GenBank (Wong et al., 2004).

27



2.1.3 Experimentalni chovy slepic v Cechach

Detasované pracoviité UMG, v. v. i v Kol¢i spravuje unikatni chov inbrednich
slepic. Tento syst¢tm ma dodnes Siroké vyuziti pro studium nadort, virG a imunitnich
odpovédi. V soucasné dobé jsou tyto slepice v laboratotich UMG vyuZivany napf.
pro studium retrovirovych receptord, diverzifikace povrchovych receptorti, adaptace virt
¢i spolecné evoluce hostitele a viru. Zaklad tohoto chovu polozil pravé Milan HaSek v 60.
letech 20 stoleti, kdyz do Cech piivezl inbredni slepice plemene White Leghorn
z chovatelské stanice Northern Breeding Station, Reaseheath. Tyto slepice byly jiz po
desitky generaci inbredné¢ kiizeny za ucelem segregace genl pro antigeny cervenych
krvinek (Gilmour, 1959). Dalsim pfesn¢ definovanym kiizenim, které probiha uz pies pil
stoleti, byly vytvofeny vysoce definované linie. Dnes geneticky zdroj ¢itd 20 inbrednich
linii a 3 dobfe definované linie outbredni, které systém dopliuji. Naptiklad inbredni linie
C je chovana v 16 kongennich liniich se stejnym genetickym pozadim a li§i se pouze
v haplotypech MHC. U inbrednich linii jsou dobie definované i dalsi znaky, jako rezistence
a senzitivita k onemocnénim ALV ¢i Markovou chorobou, endogenni proviry, geneticka
dispozice pro barvu pefi a dal§i. Vyrocni zprava Narodniho programu konzervace
a vyuzivani genetickych zdroji hospodaiskych zvitat a dalSich zivoc¢ichi vyuzivanych
pro vyzivu, zeméd¢€lstvi a lesni hospodafstvi za rok 2008 podrobn¢ shrnuje soucasny stav

geneticky definovanych linii slepic v CR (viz Pfiloha 1).

2.1.4 Kure a lidska onemocnéni

Né&které zakonitosti jsou obecné a jiné druhové specifické. Mohlo by se zdat,
ze studie na pta¢im modelu nemaji dostate¢nou vypovidaci hodnotu pifi srovnani
s Clovékem, ale ze zkuSenosti vyplyva, Zze mnohé principy jsou shodné a u nékterych
takovych je kufeci model nenahraditelny. Jmenujme naptiklad vyuZivani slepic jako
pfirozené¢ho modelu lidského ovarialniho karcinomu. Bylo zjisténo, ze slepice vytvareji
s velmi vysokou incidenci kolem 60% ptirozené mezi 2-5 rokem v€ku rakovinu vaje¢niku
histologicky 1 molekularné€ velmi podobnou lidské (Hawkridge, 2014). Kutfeci model se zda
byt vhodnym nastrojem 1 v ptfipad¢ lidské myeloidni leukémie, kde bylo prokazano,
ze nekteré principy napi. zpusob pronikdni nezralych monoblastli z kostni diené

do periferni krve jsou stejné jak u kutete, tak u ¢lovéka (Dvorakova et al., 2013).
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2.2 Kureci embryo

Kufeci embryo je unikatni model hned v nékolika aspektech. Jeho nejvétsi vyhodou
je jeho nezavislost na matce. Embryo se vyviji rozprostiené na Zloutkové kouli, Zloutek
se diky rozlozeni hustoty otaci vzdy tak, ze embryo lezi nahote, takze je po otevieni vejce
dobie ptistupné. Casné embryo je pomémé velké, mnohé struktury lze pozorovat pouhym
okem. Cévy jsou béhem vyvoje ve vejci rozprostieny pod skorfapkou, skofapku je mozné
prosvitit a do vizualizovanych cév injikovat experimentalni latky bez nutnosti zasahu
do embrya. Prosvécovani vejce také umoziluje snadné ovéteni, jestli je embryo ve vejci
zivé. Embryo se lihne po 21 dnech vyvoje a i nadale je nezavislé na matce. Jedna matka
teoreticky dokaze zplodit stovky potomku roéné. Velkou nevyhodou kufeciho embrya
je fakt, Zze jeho vyvoj zacind uz ve vajecniku a vejcovodu slepice, embryo ve sneseném
vejei ma jiz nékolik desitek tisic bunck. Toto je také hlavni limitujici faktor tvorby
transgeneze u kurat.

Nejbeznéji pouzivany systém popisujici stadia vyvoje kutfeciho embrya je tabulka
stddii podle Hamburgera a Hamiltona (Hamburger a Hamilton, 1951; Hamburger a
Hamilton, 1992). Vyvoj embrya je rozdélen do 46 stadii HH1-HH46 (obrazek 1). Snesena
vejce se v bézné praxi zachlazuji na 12°C a takto se mohou prechovavat né¢kolik dni,
hodin inkubace po nasazeni zachlazenych vajec do 38°C. U kazdého stadia je popsan pocet
somitd a nové vznikajici embryonalni struktury. Jiné bézné oznacovani stafi embrya
je E pro pocet dnil embryonalniho vyvoje, napiiklad E3 je tfeti den embryonalniho vyvoje,

E 4,5 jsou ctyfi a pil dne vyvoje atd.
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Obr. 1 - Ukazka tabulky normalnich stadii vyvoje kufeciho embrya podle Hamburgera a Hamiltona
Vydano jako plakat k vyro¢i Viktora Hamburgera ¢asopisem Developmental Dynamics.

2.2.1 Embryonalni vyvoj

Embryonalni vyvoj probiha v zavislosti na pohybu bunék, ktery je fizen jak vnitini
determinaci, tak v zavislosti na gradientech signali mezi rGznymi builkkami. Jiz ve
20. letech 20. stoleti byly drahy migrujicich bunék vizualizovany a popsany v rozsahlé
studii zaloZené na stereomikroskopickych casosbérnych “time-lapse” experimentech
in vivo a ex vivo, které prinesly vhled do celé fady procest ve vyvijejicim se kufecim
embryu (Graeper, 1929).

Vyvoj kuteciho embrya po oplozeni probiha jiz ve vejcovodu slepice jeste predtim,
neZ je Zloutek obalen bilkem a skofdpkou. Po oplozeni se na zarode¢ném terciku (angl.
germinal disc) vytvoii blastoderm. Mezi blastodermem a Zloutkem postupné vznikne
subgerminalni dutina. Zhruba ve stejné dob¢ se vytvofi jednovrstevna area pellucida,
ze které¢ se vyvine vlastni embryo, a area opaca. V misté, kde se ob& oblasti stykaji,
se nachdzi tenkd vrstva bunék, tzv. marginalni zona. Blastoderm sestdva v dob¢ sneseni
vejce ze zhruba 20000 bun¢k. Buiikky na povrchu arey pellucidy tvoti epiblast a buiiky,
které migrovaly do subgerminélni dutiny, zacinaji tvofit primarni hypoblast, ke kterému

se pfipoji buniky migrujici z marginélni zoény, a vytvoii sekundarni hypoblast. Primarni
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a sekundarni hypoblast je spojen v marginalni zén¢ a mezi nimi vznika prostor, ktery
se nazyva blastocoel. Vsechny tii zarodecné listy se budou vyvijet pouze z epiblastu,
zatimco z hypoblastu se vyvinou membrany a obaly v¢. zloutkového vaku. Béhem
gastrulace se vyviji primitivni prouzek (angl. primitive streak). Primitivni prouzek
se nejprve prodluzuje smérem k budouci hlaveé a postupné zabere délku asi tii Ctvrtin arey
pellucidy, ¢imz vznikne osa embrya. Uprostied primitivniho prouzku se vytvoii podélna
prohluben, tzv. primitivni drazka (angl. primitive groove). Na anteriornim konci
primitivniho prouzku vznikne Henseniv uzel, ztluSténina s prohlubni uprostied.
Skrz Hensentiv uzel a primitivni drazku miizou putovat buiiky epiblastu do blastocoelu.
Bunky, které se vydaji na cestu, nejprve podstupuji epitelo-mezenchymalni piechod
(EMT). Z bunék putujicich skrz Hensentiv uzel se vyviji prvosttevo, hlavovy mezoderm
anotochord. Bunky naputované skrz primitivni drazku dévaji vzniknout vétSiné
endodermélnich a mezodermalnich tkani. Putujici buiiky postupné vytla¢i hypoblast
do anteriorni oblasti arey pellucidy, ¢imz vznikne srpkovitd zarodecnd oblast (angl.
germinal crescent), ktera obsahuje pohlavni zarodecné buiiky. Tyto buiiky pozdéji putuji
krevnim fec¢istém do gonad. Postupny tlak migrujicich buné¢k posunuje sttedovou oblast
epiblastu anteriorné€ a zacnou se z n¢j tvotit hlavové struktury rostraln€é od Hensenova uzlu.
Zadni mozek a trup se pak vytvofi v irovni Hensenova uzlu a kaudalné od néj. V dalsi fazi
gastrulace zacne primitivni prouzek postupné ustupovat. Hensendv uzel se posunuje
posteriorné a zanechava za sebou dorzéalni osu emrbya a notochord. Notochord zacina
v urovni budouciho stfedniho mozku. Anteriorni ¢ast notochordu je tvofena buikami
naputovanymi skrz Hensenliv uzel, od 17. somitu pochdzi z mezodermalnich bun¢k
naputovanych skrz primitivni draZku. Tato cast tvofi ocas. Z bunék Hensenova uzlu
se nakonec vytvofi andlni otvor. Toto sméfovani zpisobuje, ze hlavova ¢ast embrya
je po n¢kolik dnii vyvinut&j$i. Zatimco koncové ¢asti teprve prochazeji gastrulact,
v hlavové ¢asti uz probiha organogeneze. Zdrojem informaci v této kapitole je publikace

Developmental biology (S. F. Gilbert, 2000).

2.2.2 Organogeneze s prispénim neuralni listy (NL)

Neurdlni trubice (NT) se postupné uzavira jiz od stadia HH6-7 v hlavové Casti
a uzavirani postupuje jako zip nebo jesté spiSe jako zapinani na knofliky (Pyrgaki et al.,
2010). Tvoii se nejprve body spojeni a trubice se postupné uzavira mezi nimi,

a to az do stadia HH18, kdy je trubice UpIné€ uzaviena (Van Straaten ef al., 1996). Po obou
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stranach NT se vytvareji somity (S1 az S44), coz jsou segmentalné se opakujici
mezodermalni utvary, které vznikaji anterioposteriorné podél hlavni embryondlni osy.
Jejich tvorbé predchazi oscilujici genova exprese (Palmeirim et al., 1997; Pourquie, 2004).
Ze somitl se vyviji pokozka, kosterni svalstvo, chrupavky, $lachy a obratle. Somity také
determinuji cestu axonti miSnich nervi migrujicich bunék neuralni listy (Keynes a Stern,
1984; Kuan et al., 2004).

Bunky NL pfispivaji i k vyvoji srdce. Na urovni 1. — 3. somitu putuji do srdce
a ucastni se tvorby aortopulmonérniho septa (Kirby et al., 1983). Srdce vznika jako jeden
z prvnich funk¢nich orgdnti. Ve stadiu HH12 u embrya najdeme rovné trubicovité srdce,
které jiz zaCina tepat, dale prochazi morfologickymi a funkénimi zménami a ve stadiu
HH35 (E9) uz embryo ma pln¢ funk¢ni ¢tyikomorové srdce (Al Naieb ez al., 2013). V okoli
embrya se na zloutkovém vaku vytvari krevni ostrivky, prvni misto, kde se objevuji krevni
buiiky (Ferkowicz a Yoder, 2005) z nich se vyvine extraembryonalni ob¢h, teprve pozdéji
se vyviji intraembryondlni krevni obéh, pfi¢emz jako prvni se vyviji cévy spojené
se srdcem.

Spolu se srdcem se vyviji i intestinalni trakt. Buniky NL pfispivaji také k jeho
vyvoji, migruji do piedniho stfeva a vznikajici travici trubice a diferencuji v enterické
neurony (Yntema a Hammond, 1954; Le Douarin a Teillet, 1973; Newgreen et al., 1980).

Kufe se lihne po 21 dnech vyvoje ve vejci, teprve kratce pred vylihnutim se zbytek
zloutkového vaku vnofi do bfiSni dutiny, a dojde k jejimu uzavieni. Zbytek Zloutku slouzi
k jeho vyZivé v prvnich dnech po vylihnuti. Podrobny vyvoj kufeciho embrya je popsan

v knizni publikaci Atlas of Chick Development (Bellairs a Osmond, 2014).

2.2.3 Embryonalni oko

Vyvoj embryonalniho oka u kurete zac¢ina v HH11, kdy se v zdkladu zaskrti opticky
vacek. Optické vacky vyrustaji z pfedniho mozku a jsou pfipojeny tzv. optickou stopkou.
Ve stadiu HH12 jsou jiz optické vacky a stopky jednoznaéné definovany. Ke vchlipeni
optického vacku dochazi ve stddiu HH14. Vchlipi se i zevni vrstva ektodermu, ktera
ho prekryva, a dojde k vytvoreni tzv. optického poharku a ¢oCky (obrazek 2). V dalSich
stadiich se ¢ocka odlouci od svrchniho ektodermu a v optickém poharku se vytvofii retina
a pigmentovany epitel (Hilfer, 1983). Retindlni pigmentovany epitel (RPE) je vrstva
pigmentovych bun¢k naputovanych z NL, jejich hlavnim transkripénim faktor je Mitf.

Vyvoj RPE a retiny je podrobné popsan v prehledném ¢lanku (Fuhrmann, 2010).
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Obr. 2 - Schéma vyvijejiciho se embryonalniho oka
LE- ektoderm cocky, RET- retina, RPE- retindlni pigmentovany epitel, OS- opticka stopka,
EM- extraokularni mezenchym. Obrazek pievzat z ¢lanku (Fuhrmann, 2010) a upraven.

2.2.4 Indukce ¢ocky

Indukce cocky je komplexni proces probihajici v embryonalnim vyvoji, ktery
predstavuje klasicky model pro vyzkum specifikace buiiky, regulace genové exprese a role
transkripénich faktori v této regulaci (Cvekl a Ashery-Padan, 2014). Cocka se vyviji
z multipotentniho preplakoidalniho ektodermu (Bailey et al., 2006; Gunhaga, 2011),
pro jehoZ bunécnou specifikaci jsou zasadni DNA-vazebné faktory Pax6, Six3 a Sox2,
a z tranzientni populace bunék tzv. presumtivniho ektodermu cocky. Pax6 je zasadnim
regulatorem ve vyvoji cocky. Jeho funkce je siln€ zavisla na hladin€ jeho exprese (Hill et
al., 1991), kterd podléha komplexni regulaci. Role Pax6 je jiz pomérn¢ dobfe zndma,
mnohem méné prostudované jsou jeho ,upstream regulacni faktory a cis-regulacni
elementy, které fidi expresi Pax6 v ektodermu €ocky. Prvnim prokazanym regulatorem
exprese Pax6 byl ektodermalni enhancer (EE) asi 4kb ,,upstream* od jeho promotoru (S. C.
Williams et al., 1998; Kammandel et al, 1999). S EE interaguji homeoproteiny
Meisl a Meis2, které jsou povazovany za zasadni "upstream" reguldtory genu Pax6
v morfogenezi ¢ocky a Prepl (Rowan et al., 2010), ktery se také vaze na EE a tidi expresi
Pax6 a jeji Casovani. Pfesto, Ze biochemické a transgenni reportérové studie prokazaly
vazebna mista pro Meis1/2 a Prepl v EE genu pax6 1 funkci Prepl v expresi Pax6, mysi,
které postradaji geny Meis1 nebo Meis2 nebo EE, vykazuji prekvapiveé mirny fenotyp u oka
v plakoidalnim stadiu vyvoje ocky (Hisa et al., 2004).
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2.2.5 Retina

Retina se vyviji po vytvoieni optického poharku na vnitini stran¢ oka (obrazek 2).
MAP-kinazova signalizace Fgf je hlavni drahou ve vyvoji retiny i RPE a je spjata s expresi
Fgfl a Fgf2, které jsou siln¢ exprimovany v ektodermu ¢ocky. Pokud je u kutete povrchovy
ektoderm odstranén, dochazi ke zménam v expresi markerti a k poruchdm ve vyvoji oka
(Fuhrmann, 2010). Dédi¢na onemocnéni u c¢lovéka spojend s degeneraci retiny jsou
souhrnné nazyvana retinitis pigmentosa (RP), onemocnéni zplsobuje Seroslepost
a vypadky zorného pole, tzv tunelové vidéni az uplnou slepotu (Hartong et al., 2006).
Mutace, které onemocnéni zpusobuji, byvaji nejcastéj$i u genli exprimovanych
ve fotoreceptorovych bunkach. K autozomalné¢ dominantnim formam RP se vazou mutace
v n¢kolika genech, které se ptimo ucastni sestiihu pre-mRNA (Ruzickova a Stanek, 2017).
Produkty téchto genti jsou soucastmi spliceozomalnich ribonukleoproteinii snRNP. Jednim
z téchto proteinti je hPrp31. Mutace AD29 (Ala216Pro) v tomto genu je spojena s RP typu
11. Mutace destabilizuje proteinovou strukturu hPrp31, ¢imz zeslabuje interakci proteinu
s vazebnymi partnery snRNP a vede k jeho rychlé degradaci. Tato zjiSténi indikuyji,
ze mutace AD29 je pfinejmenSim castecnou pfi¢inou onemocnéni RP (Huranova ef al.,

2009).

2.2.6 Kultivace kuteciho embrya

Existuji rizné modifikace metod, jak kultivovat kuteci embryo po experimentalnim
zasahu, v podstaté¢ jsou vSak jen tyto moZnosti: kultivace ve skofdpce, kultivace
v nahradnim obalu a kultivace na zivné pidé€. Nahradnim obalem je nejcasnéji prithledna
sklenénéd (Dunn a Boone, 1977; Dunn et al., 1981) nebo plastova miska pfiméetené velikosti
(Cloney a Franz-Odendaal, 2015), nékdy je obsah vejce umistén do ndhradni skotapky
(Borwompinyo ef al., 2005) kachni, husi 1 krati. Kultivace na zivné pid€ v Petriho misce
(Auerbach et al., 1974) usnadiiuje pozorovani embrya pod mikroskopem, coz je u embrya
ve skofapce technicky komplikované, ve vhodnych podminkéch je embrya mozZné
kultivovat do pozdnich stadii, ale neni mozné je lihnout. Embrya zpracovana in ovo
a embrya pfesunuta do ndhradnich obalt lihnout lze, vyssi uspeSnost lihnuti je obecné
u embryi v jejich ptivodni skotapce. Uspé&snost lihnuti ovliviiuje mnoho faktort, v nejvétsi
mife samoziejm¢ naroCnost zdsahu do embrya, dale zptsob, jakym bylo vejce otevieno,

resp. umisténi a velikost okénka ve skofdpce, pozice vejce pii inkubaci atd. Podle
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zkuSenosti nekterych vyzkumniki mize mit vliv 1 vyrobni znacka folie, kterou bylo okénko
ve skofdpce znovu uzavieno (Borwompinyo et al., 2005).

K vyjmuti mladého embrya z vejce se bézné pouziva krouzek vysttizeny
z filtracniho papiru, ktery se pfisaje na vitelinni membranu kolem embrya, embryo
se 1 s filtraénim papirem obstfihne a pomérné snadno vynda pinzetami, oplachne a vysadi
na vhodnou zivnou ptidu (Flamme et al, 1991; Chapman et al., 2001). Podrobnosti
o metodach kultivace kufecich embryi lze nalézt v odbornych kniznich publikacich

(Packard et al., 2000; Streit, 2008).

2.2.7 Embryonalni tkanové kultury

Nejbéznéjsi bunécnou kulturou ziskavanou z kufecitho embrya jsou kufeci
embryonalni fibroblasty (CEF) (obrazek 3A). Zdrojem kultury je tkan embrya E8-10
zbaven¢ho hlavy, koncetin a vnitfnosti, rozvolnénd trypsinem na jednotlivé bunky
a sklizend po centrufugaci. Buiiky v suspenzi jsou vysazovany do média s FBS a béhem
n¢kolika hodin adheruji. Takto pfipravené kultury lze mnohokrat pasazovat. Senescentni
kultura sestava z velkych vakuolarizovanych bun¢k. V n¢kolika ptipadech u téchto bunck
byla popsana spontanni imortalizace, jednou z takto odvozenych kultur je DF-1 (obrazek

3B) (Himly et al., 1998).
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Obr. 3 - Bunééné kultury odvozené od kuieciho embrya
(A) Mlada kultura kufecich embryonalnich fibroblastd. (B) Kultura imortalizovanych bungk DFI.
Usecka 50 pm.
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Bunécéné kultury lze také ziskat ztkanovych explantl. Explantem muze byt
v podstaté jakakoli ¢ast bunécné tkané, naSim hlavnim zdjmem byly explanty z neuralni
trubice (Kulesa a Fraser, 1998). Explant se vyfizne pod binokularni lupou tungstenovou
jehlou, coz je elektrolyticky nabrouSeny wolframovy dratek, u néhoz Ize dosahnout velmi
vysoké ostrosti nutné pro jemné mikromanipulace. Podle toho, jaké bunky maji byt
kultivovany, je nutné nacasovat kultivaci embryi. Kultury pouzivané v této praci byly
ziskavany vétSinou z poslednich 4 az 6 somitl a ¢asti neuralni desticky z embryi ve stadiu
HHI10-11. Okrajové se tato prace zabyva také explanty z retiny kufecitho embrya
(Thangaraj et al., 2015).

2.2.8 Pouzité zobrazovaci metody v kufecim embryu

V této praci jsou zpracovany ruzné zobrazovaci metody. Na zéklad¢ svételné
mikroskopie funguje Casosbérnd metoda ,,time-lapse” (obrazky 11 a 12, Elektronicka
ptiloha 1 a2). Jednad se o snimky embrya nebo bunécné kultury zobrazené svételnym
mikroskopem ¢i piipadné€ binokularni lupou. Stejné pole je snimano ve stejném nastaveni
a ve stejnych Casovych intervalech po delsi ¢asovy usek. Snimky jsou poté poskladany
vhodnym software a prehrany jako kratké video. Uz ve 20. letech byla pouzita tato metoda
ke zdokumentovani vyvoje kufeciho embrya (Graeper, 1929).

Nejvice vyuzivanym ndstrojem vizualizace byl pro nas transientn¢ exprimovany
fluorescenéni protein, ve vétSiné pokust se jednalo o GFP, coZ je zkratka pro zeleny
fluorescen¢ni protein izolovany z medazy Aequorea victoria, ktery pod modrym svétlem
emituje zelenou fluorescenci. Jeho nukleotidova sekvence je dlouha kolem 720 bp. Casto
je pouzivan v plazmidech jako referencni protein. Dostupnych fluorescencnich proteini
je ke stejnému ucelu vyuZivana cela paleta, hojné se vyuZivaji také cervené fluorescencni
proteiny, napi. mCherry nebo DsRed a dalsi.

Imunofluorescence v této praci vyuzivad barveni bun¢k NL protilatkou anti-CD57
TBO1 proti epitopu HNK-1 (obrazek 20). HNK-1 je karbohydratovy epitop syntetizovany
na glykoproteinech a glykolipidech a je nezbytny pro migraci. Protilatka proti HNK-1 byla
poprvé pouzita ve studii na lidskych NK a K buinikach (Abo a Balch, 1981). Velmi
specificky barvi také buniky NL u kufeciho embrya.

Vizualizaci exprese na trovni RNA v celém embryu umoziuje metoda WISH
(angl. whole-mount in situ hybridization) (Barrow, 2019). Navdzanim znacené RNA sondy

na mRNA cilového genu dojde k hybridizaci a vznikne stabilni dvoutetézcova RNA. Sonda
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je vetsinou znacena fluorescenénim proteinem. Pro zesileni signalu je proti tomuto proteinu
pouzita protilatka konjugovana s alkalickou fosfatdzou (AP). Alkalicka fosfatdza zméni
barvu vhodného substratu, takze vznikne okem viditelna silné stabilni barevna sloucenina.
Vnasem piipadé¢ bylo pouzito modrofialové barveni substratem BCIP/NBT
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat/nitrotetrazoliova modf). Existuji i substraty jiné barvy
a pfi vhodném navrzeni experimentu je mozné dvojité barveni. Vizualizace exprese dvou
genl je také moznd kombinaci fluorescence pro jeden gen a nésledné reakce AP
se substratem pro druhy gen.

Bézné pouzivanou technikou pro detekci exprese plasmidi nesoucich reportérovy
gen je barveni X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid), coz je substrat
B-galaktosidazy (Horwitz et al., 1964). Enzym [-galaktosiddza katalyzuje hydrolyzu
B-galaktosidi na monosacharidy zrusenim glykosidické vazby, v piipadé X-gal za vzniku
stabilni syt¢ modrofialové barvy. V naSich experimentech byla tato metoda vyuZzita

pro detekci genové exprese v Cocce.

2.3 Neuralni lista

Neuralni lista (NL) je tranzientni dynamicka struktura ektodermalniho ptivodu
vyskytujici se u obratlovctu. Pred 150 lety ji poprvé popsal Wilhelm His (His, 1868),
a to na zéklad€ pozorovani v kufecim embryu. Neuralni liSta se za¢ina vyvijet velmi ¢asné
v embryu narozhrani neurdlnich a epidermdlnich casti neurdlniho valu, buiky valu
postupné méni svou vnitini strukturu a ziskavaji klinovity tvar, ¢imz dochazi k prohnuti
okraji neuralni ploténky a valy se postupné uzaviraji, vytvareji neuralni trubici a bunky NL

se hromadi v jeji dorzélni ¢asti (Colas a Schoenwolf, 2001).
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Obr. 4 - Neuralni lista
Schématické znazornéni kufeciho embrya ve stddiu HH10 (A). Schématické fezy postupné se uzavirajici
neuralni listy (B, C, D, E). Pievzato z ptehledného ¢lanku (Simoes-Costa a Bronner, 2015).

Obecn¢ se predpokladalo, ze neurdlni trubice se uzavira od sttedni ¢asti neurdlni
ploténky jako zip, z pozorovani konfokdlnim mikroskopem v hlavové ¢asti mysiho embrya
ale vyplyva, Ze bunky pfichazejici do kontaktu dramaticky méni tvar a tvofi dlouhé
protruze, které¢ podél trubice vytvareji mistky, a cely proces tak spi§ pripomind zapinani
na knofliky (Pyrgaki et al., 2010).

Multipotentni bunky neurdlni liSty projdou EMT, delaminuji a v zavislosti
na bunécném osudu migruji po pfedem urcenych drahach do cilovych mist v embryonalnim
téle, kde diferencuji a Gi¢astni se vyvoje riznych tkani. Vyjimecnost této struktury vedla
nekteré védce k tomu, ze ji nazvali Ctvrtym zarodeCnym listem (Hall, 2000).
NL piedstavuje heterogenni populaci, v niZ riizné skupiny bun€k disponuji riznym
stupném multipotence a plasticity (Dupin et al., 2000; Le Douarin et al., 2004; Dupin et
al., 2007), a tak se stavd mimotfadnym modelem pro studium bunécného osudu, migrace

a diferenciace. Jejich dalsi vlastnosti je €ini zajimavymi 1 pro onkologické studie. Buiky
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NL ve svém vyvoji prochézeji stejnymi fazemi jako metastazujici bunky — podstoupi EMT,
invaduji do tkan¢ a migruji na velké vzdalenosti (Hanahan a Weinberg, 2011). Principy
vzniku a ristu nékterych naddora ¢astecné rekapituluji vyvoj NL tak, jak by pravdépodobné
probihal za nedostatecné kontrolovanych podminek (Thiery et al., 2009; Duband, 2010;
Kerosuo a Bronner-Fraser, 2012; Lim a Thiery, 2012; Theveneau a Mayor, 2012).

2.3.1 Chiméry

Na konci Sedesatych let 20. stoleti zacala Nicole M. Le Douarin experimentovat
s transplantaci tkané kiepel¢iho embrya do embrya kufeciho (Le Douarin, 1969; Le
Douarin, 1973; Ayer-Le Lievre a Le Douarin, 1982; Le Douarin et al., 2008). Distribuce
heterochromatinu v interfaznim jadie kiepel¢ich bunék umoziuje odlisit kiepel¢i tkan
od kuteci s pomoci snadného Feulgenova barveni (Le Douarin, 1969). Kiepelci §tépy (angl.
graft) jsou také snadno identifikovatelné v kufecim embryu pomoci barveni s protiladtkou
QPCN proti kiepel¢imu jadernému antigenu (Carlson a Carlson, Univerzita v Michiganu).
Chiméry vytvotfené z embryi v odpovidajicim stadiu prochazi normalnim embryonalnim

vyvojem, lze transplantovat rizné ¢asti a je i mozné takové jedince lihnout.
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Obr. 5 - Chiméra kiepelka-kuie

Feulgenovo barveni zvyraziuje u kiepel¢ich bunék heterochromatin asociovany s jadérkem (A), barveni
pfi¢ného fezu chimérou monoklonalni protilatkou proti jadernému kiepelé¢imu antigenu (B), ptiklady
moznych transplantaci tkané z kiepel¢iho embrya do kufeciho embrya v odpovidajicim stadiu vyvoje (C).
Prevzato ze souhrnného c¢lanku (Le Douarin, 2004). Dospéla chiméra kiepelka-kufe (dole). Bilé peri

je pivodem kufeci, tmavé je z kirepelky (Le Douarin, 2018).
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Chiméry se vyvijeji normalné 5 az 7 tydnt po vylihnuti, potom se u nich vyvine
tézky neurologicky syndrom postihujici darcovské tkané a v pokrocilém stadiu dochazi
k autoimunitnimu ataku hostitelského nervového systému (Kinutani et al., 1986).

Chiméry se staly vynikajicim modelem k poznévani ptivodu a bunééného osudu
neuralni listy, diky nim byl objasnén ptivod mnoha typt bunék a tkani odvozenych od NL

(Le Douarin, 2004; Le Douarin, 2018).

2.3.2 Plasticita a multipotence bunék NL

Buniky NL diferencuji do mnoha bunéénych typa vcetné perifernich neuronti a glii,
kraniofacidlni kostni tkéan¢, melanocytl, hladkosvalovych bun¢k, endokrinnich bunék,
chondrocytli, bunék kostni tkané, adipocyti dalSich (C. Kalcheim, Le Douarin, N. M.,
1999; Dupin et al., 2006; Hall, 2008; Le Douarin a Dupin, 2012; Theveneau a Mayor,
2012; Fu et al., 2019). Segregujici prekurzory postupné diferencuji a ztraceji svou
totipotenci, stavaji se komitovanymi prekurzory a nakonec diferencuji do findlni tkané
(obrazek 6). Prekurzory chondrocytii in vivo pochézeji pouze z cefalické NL a osidluji
facialni oblast (Le Douarin, 2004). Studie in vitro popsaly jesté vétsi potencial NL bunék,
v nékterych studiich se podafilo vypéstovat chondrocyty i z NL z oblasti trupu a jejich
schopnost sebeobnovy (A. M. Cohen a Konigsberg, 1975; Stemple a Anderson, 1992;
Dupin et al., 2007) a doneddvna se vedla diskuze, zda jsou skute¢né¢ bunky NL
multipotentni i in vivo. Tuto diskuzi ukoncila studie, ktera sledovanim jediné bunky in vivo
na komplexnim pozadi geneticky modifikovanych mySich embryi, u kterych je mozné
exprimovat barevné markery v cilenych tkénich, prokdzala multipotenci vétSiny bunék NL

ve stavu pied pocatkem migrace i béhem ni (Baggiolini et al., 2015; Bronner, 2015).
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Obr. 6 — Prekurzory neuralni listy

Svétle modra: Mesektodermalni chondrogenni prekurzory se vyskytuji pouze v kranidlni NL. Fialova:
Prekurzory myofibroblastl (nejsou chondrogenni) vznikaji z kranialni NL in vivo a in vitro a z NL v oblasti
trupu in vitro. Bila: Prekurzory neuronti, glii a melanocytti jsou bézné jak v kranialni NL, tak v NL v oblasti
trupu. Kruhova $ipka: buniky nadané schopnosti sebeobnovy, kruhova Sipka s otaznikem: buniky hypoteticky
nadané schopnosti sebeobnovy. Pfevzato z (Le Douarin et al., 2004) a upraveno.

2.3.3 Piivod tkani odvozenych od NL

Diky ptac¢im chiméram byl podrobné zmapovan osud bunck postupné migrujicich
zNL. Z bunék kranidlni NL vznika epitel krevnich kapilar, pojiva, kosti a pokozka

4

v hlavové ¢asti, branchialni oblouky, plena pfedniho mozku, bunky putujici
z 1. az 3. somitu tvofti asti srdce (Kirby et al., 1985; Kontges a Lumsden, 1996; Etchevers
et al., 2001). Mesenchymalni derivaty v¢. kostni a pojivové tkdné pochdzeji pouze
z kranialni NL od stfedniho mezimozku po S4 (Le Douarin, 2018). Kostra hlavy u ptaka
je trojiho pavodu, pochéazi z NL, cefalického paraxidlniho mezodermu a anteriorniho
mezodermu rostralnich somitti. VSechny oblicejové kosti a chrupavky a ¢ast lebky jsou
odvozené od NL. Posteriorni a okcipitalni kostra je povétSinou ektodermalniho ptivodu
(Couly et al., 1993). Z dalSich oblasti NL se vyvijeji soucasti PNS, a to senzorickeé,
sympatické, parasympatické (cilidrni ganglia) a stfevni ganglia. Tkané¢ sympatickych
a parasympatickych stfevnich ganglii pochézi z tzv. vagalni oblasti NL od 1. do 7. somitu
korespondujici s oblasti bloudivého nervu, ktera zasobuje buitkami NL celé stfevo a pozdéji

dava vzniknout dvéma stfevnim plextim (Le Douarin a Teillet, 1971). Ze stejné oblasti NL

vychizeji i pre- a post-gangliové neurony stievniho nervového systému. Bunky NL jsou
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schopny migrovat podél axonti. Tyto buniky mohou diferencovat v melanocyty (Adameyko
et al., 2009) nebo tvofi ¢ast stfevnich neuront (Espinosa-Medina et al., 2017). Endokrinni
buiiky (bunky dfen¢ nadledvin) vznikaji z NL v oblasti trupu mezi 18 a 24 somitem. Po celé
délce dava NL vzniknout pigmentovym buiikkdm (Le Douarin a Dupin, 2016; Le Douarin
a Dupin, 2018). Z bun¢k NL dale vznikaji méné znamé struktury jako karotidové télisko
a bunky ultimobranchialniho téliska, které produkuji kalcitonin (Le Douarin a Le Lievre,
1970; Le Douarin a Teillet, 1971; Le Douarin et al., 1972; Pearse et al., 1973; Le Douarin
et al., 1974; Polak et al., 1974; Le Douarin, 2018).

2.3.4 Migrace bunék NL

NL v oblasti trupu putuje dvéma hlavnimi sméry (Kelsh et al., 2009; Kuo a
Erickson, 2010). Dorzolateralni cesta je pfevazné cestou melanocytli, ventralné putujici
buniky tvoii PNS v trupu. Buné¢éné typy vznikajici podél axidlni osy se méni v zavislosti
na miste, ze kterého pochdzeji (Ayer-Le Lievre a Le Douarin, 1982). Uz v Sedesatych
letech bylo diky transplantaénim pokustm zjisténo, ze z NL oblasti trupu migruji bunky
dvéma hlavnimi sméry. Jedna draha vede ventrdlné a dava vzniknout spindlnim
a sympatickym gangliim, druhd vede dorzolaterdln¢ a po ni putuji budouci melanocyty.
Bunky prispivaji ke tkanim odvozenym od NL v oblasti trupu postupné od nejvice
ventralnich k dorzalnim, pfi¢emZ buiky, které NL opusti jako prvni, pfispivaji k tém
nejvice ventralnim (Weston a Butler, 1966).

V tzv. prvni vIné migrace putuji buiiky z rostralni poloviny somiti, kde je pro né
okolni mezenchym prostupny, ventralni cestou skrz sklerotom a diferencuji v neurony
a glie. Budouci pigmentové buiiky putuji z NL po cel¢ jeji délce v tzv. druhé vin€ migrace,
béhem prvni viny se zadrzuji v dorzomediélni ¢asti somitli. Poté, co delaminuji buniky prvni
vilny, zhruba ve stadiu, kdy embryo dosdhne 18 somiti, se zméni genova exprese
v ektodermu v dorzalni ¢asti neurdlni trubice, a ten se stane propustnym pro bunky NL.
Tyto buniky pak migruji dorzolateralné¢ mezi ektodermem a somity do vyvijejici se pokozky
po celé délce neurdlni trubice, osidluji cely povrch téla a diferencuji na kozni melanocyty
(C. Kalcheim a Teillet, 1989; Erickson a Goins, 1995).

Ne vSechny buitky NL mohou diferencovat ve vSechny typy tkani. Jejich moZnosti
jsou zavislé na ¢asti téla, ze které pochdzeji, tyto ¢asti 1ze rozdélit na oblast kranialni, oblast

vagdlni, oblast trupu a oblast sakralni (Le Douarin et al., 1993). Podle studie (Catala et al.,
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2000) je napt. vyvojovy potecial nejvice kaudalni c¢asti NL omezen pouze na melanocyty
a glie.

Cilem naseho zajmu byla zejména migrace v oblasti trupu. Migrace v oblasti trupu
je detailné zpracovdna v recentni studii s vyuzitim barveni protilatkou proti HNK-1

v riznych stadiich (Giovannone ef al., 2015).

2.3.5 Genova exprese v NL

Vyvoj NL podléhd rozsadhlé regulacni siti. Hlavnimi signalnimi drahami
indukujicimi vyvoj NL jsou signalni molekuly Wnt, BMP, Fgf, kyselina retinova a Notch,
které jsou produkovany ektodermem, neuralnim epitelem a okolnim mezodermem (Milet a
Monsoro-Burq, 2012; Prasad et al., 2012). Na rozhrani neuralni ploténky dochdzi k expresi
gend, z nichz nékteré podléhaji témto draham a souhrnné se nazyvaji specifikatory rozhrani
neuralni ploténky (angl. neural plate border specifiers) a fidi expresi markert neurélni liSty.
Mezi tyto geny patii napt. Pax3 a Msx1/2 (Bang et al., 1999). Populace prekurzort NL
exprimuje charakteristickou skupinu transkripénich faktort, jako jsou snail2 (slug), sox10,
foxD3 a sox9, které jsou nazyvany genovymi specifikatory neurdlni liSty (angl. neural crest
specifiers) a podléhaji regulaci vySe jmenovanych signalnich drah (Cheung ef al., 2005;
Theveneau a Mayor, 2012; McKeown et al., 2013).

Specifikaci jednotlivych typl tkani provazi nesmirn¢ spletitd a komplexni genova
regulace, existuje mnoho piehlednych ¢lankl zabyvajicich se genovou expresi v NL, napft.
(Le Douarin et al., 1994; Meulemans a Bronner-Fraser, 2004; Kelsh, 2006; Mort et al.,
2015; Simoes-Costa a Bronner, 2015) a dalsi.

NejzajimaveéjSim  aspektem regulace NL vzhledem knaSi praci byl vyvoj
melanocytarni linie, ktery je ovlivnén primarné signalnimi dréhami Wnt/BMP. In vitro
studie prokazaly vliv BMP-4 na zvySeni poctu glidlnich a neurdlnich bun¢k na ukor
melanocytli, naopak vliv Wnt 3a mél opacny efekt, ¢imz bylo prokdzano, Ze v ptacich
embryich pusobi tyto drahy antagonisticky. Exprese BMP-4 v dorzalni neuralni trubici je
ptitomna po celou dobu migrace bunék z NL, krom¢ casového tseku, v némz migruji
prekurzory melanocytt (Jin et al., 2001; A.J. Thomas a Erickson, 2008). Melanocyty jsou
definovany expresi transkripcnich faktori Sox10 a Pax3/7 a jejich diferenciace je fizena
signalnimi drahami Wnt, endotelinu a c-Kit (Simoes-Costa a  Bronner, 2015).
Specifikacnim markerem melanocytt je Mitf (Hou a Pavan, 2008). Migrujici melanocyty

nesou receptor ETRB2 pro endotelin-3, ktery je v této dobé exprimovan epitelidlnim
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ektodermem a ten se tak stava pro né propustnym (Lecoin ef al., 1998). Naopak dilezitym

genem reprimujicim melanogenezi v kufecim embryu je foxD3 (Kos et al., 2001).

2.3.6 Melanocyty

Predmétem studia zasadni ¢asti této prace byly pravé melanocyty odvezené z NL
(obrazek 23). Progenitory melanocytti vznikaji po celé délce neurdlni osy. Z NL pochézeji
vSechny melanocyty kromé pigmentované retiny a nékterych pigmentovanych neuront.
Melanocyty pochazejici z bunék NL se nachazeji zejména v kiizi, ale u nékterych druht
slepic také v peritonedlnim epitelu a dale ve vnitinim uchu, kde hraji dulezitou roli
ve funkci sluchu (C. Kalcheim, Le Douarin, N. M., 1999). Odchylky od spravného vyvoje
melanocytil se projevuji jako neurokristopatie a zahrnuji napiiklad Waardenburglv
syndrom, kozni melanom ¢i neurofibromatézu (Bolande, 1997). Znalost molekuldrnich
mechanismi ucastnicich se urceni bunééného osudu melanocyti a dalsiho vyvoje NL

vcetné téchto patologickych odchylek je zatim zna¢né omezena.

2.4 Elektroporace

Elektroporace je ucinnd metoda transfekce bun€k. Umoznuje vstup do bunék
molekuldm se zdpornym néabojem, nejcastéji DNA. Elektrické pole vytvoii v bunééné
membrané doCasné pory, kterymi proud mezi elektrodami vnese nabité molekuly do buiiky
ve sméru ur¢eném postavenim elektrod. Pfi vhodném nastaveni se pory v membrané
po odeznéni G€ink elektrického pole opét uzaviou (Funahashi et al., 1999). Elektroporaci
lze do bun€k vnaset celou Skdlu molekul bez nésledného poskozeni bunck a bez pouZiti
jakychkoli toxickych latek.

Vliv elektrického pole vygenerovaného vysokym napétim na buiiky byl pozorovan
uz v 60. letech (Sale a Hamilton, 1968). Elektroporace jako takova se zafala pouZzivat
a rozvijet v Japonsku v 80. a 90. letech (Nakamura a Funahashi, 2013). Zpocatku bylo jeji
vyuziti omezeno na transformaci bakterii a cilené zabijeni ¢i fuzovani bunék, protoze
obecné vysoké napéti eukaryotické buiky zabiji. Presto byla postupné vypracovana
metodika pro elektroporaci chemickych latek do tkang, ptikladem je vpraveni DNA
plazmidu do suspenze mysich bun¢k (Neumann ef al., 1982) nebo 1é¢ba hepatoceluldrniho
karcinomu u potkanti (Okino a Mohri, 1987). Zasadni pro vyuziti elektroporace u tkani

je tzv. ,,square wave®, u niz nenabyva elektricky proud intenzitu postupné jako vlna, ale
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meéni se skokové mezi danymi hodnotami minima a maxima. Piiklad elektropora¢niho

programu vyuzivajiciho ,,square wave* je uveden v grafu na obrazku 7.
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Obr. 7 - Pribéh elektroporacniho programu vyuzivajiciho ,,square wave*
Graf elektroporacniho programu, ktery ma 5 pulsti o napéti 12 V, pficemz jeden puls trva 20 ms s intervalem
100 ms.

Bunéénd membrana je v normalnim stavu nepropustna pro hydrofilni molekuly,
pro transfer mezi cytoplazmou a vné&jSim prostiedim slouZi paleta specializovanych
kanala. Vlastni proces tvorby porti v bunééné membrané zpusobeny elektrickym polem je
zavisly na ndrGstu transmembranového potencidlu, diky némuz dochazi ke tvorbé
docasnych propustnych struktur tzv. TPS. Po ukonceni elektrického pulsu dojde v fadu
vtefin ¢i minut k vyrovnani potencidlu a membrany se znovu stanou nepropustnymi (Rols,
2006). Pro rizné typy bunék je vhodny rizné silny puls, zalezi i na jeho délce, poctu
opakovani a délce intervalu mezi jednotlivymi pulsy. Délka existence TPS je zavisla nejen
na elektrickém poli, ale i na teploté (Weaver, 1995) nebo na velikosti, tvaru a orientaci
buiky (Valic et al., 2003; Pucihar et al., 2006). Molekul, které 1ze do bunék vpravit, je
mnoho typt. Mal¢ terapeutické molekuly, €asto jsou to 1€ky proti rakoving, vstupuji prostou

vvvvv

s destabilizovanou membréanou (Escoffre ef al., 2008).
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2.4.1 Elektroporace in ovo

Kufeci embryo in ovo je vhodny materidl pro elektroporaci. Vejce lze snadno
otevfit, anizZ by se embryo porusilo, a je mozna néslednd inkubace, a to az do vylihnuti.
Embryo je velmi dobie pfistupné, protoze lezi v zarodecném terciku rozprostfeném
na zloutkové kouli, kterd se diky rozlozeni hustoty zloutku pfi inkubaci vzdy otaci ter¢ikem
vzhuru. Elektroporace in ovo, nevirova metoda pro misexpresi gent, se ukazala jako velmi
praktickd a ucinnd (Funahashi et al., 1999; Nakamura et al., 2000; Vilquin et al., 2001;
Katahira a Nakamura, 2003; Krull, 2004; Nakamura et al., 2004; Hirst a Marcelle, 2015).
Nové uzpiisobend metoda umozilovala vnést a exprimovat gen nebo naopak vnést
prostfedky k jeho ,,up-,, ¢i,,down-regulaci“ v jasné prostorové definované oblasti v embryu
ve vejci v jakémkoli stupni vyvoje (Stern, 2005; Hirst a Marcelle, 2015).

Fluorescen¢ni proteiny GFP, eGFP, mCherry, DsRed, YFP a dal§i pomahaji
k vizualizaci elektroporované buiky ¢i tkdn¢ a jsou neseny riznymi plazmidy vhodné
zkonstruovanymi pro elektroporaci (Yaneza et al., 2002; Sheng et al., 2003; Scaal et al.,
2004). Vyména promotoru v takovém plazmidu za tkdnové specificky umozni sledovat
definovanou podskupinu bunék, ptipadné lze expresi vlozeného genu Casovat vloZzenim
inducibilniho elementu napt. spousténého tamoxifenem.

Kromé DNA, proteintl a protilatek se dnes bézn¢ elektoporuji in ovo dalsi molekuly,
vétSinou takové, které mohou interferovat s genetickou informaci buiikky: miRNA, siRNA,
morfolina ¢i technologie RNAi nebo CRISPR a dalsi (Kos et al., 2003; Pekarik et al., 2003;
Chesnutt a Niswander, 2004; Dai ef al., 2005; Das et al., 2006; Eisen a Smith, 2008; Luo
etal.,2012; Andermatta Stoeckli, 2014; Andermatt et al., 2014; Veron et al., 2015; Gandhi
et al., 2017; Morin et al., 2017; Moulton, 2017; R. M. Williams et al., 2018; Gammill et
al., 2019).

2.5 Proteiny Myb

Kapitola byla adaptovéna z prvoautorského ¢lanku autorky (Starostova et al., 2014).
Dlouhodoby vyzkum v nasi laboratofi ukézal, Ze transkripéni regulatory c-Myb a v-Myb
(obrazek 8) maji na buiikky podobny vliv, jaky je u nich znam v pitipad€¢ bunck krevnich.
Jsou schopny ovlivilovat komitment a diferenciaci krevnich progenitorovych

a prekurzorovych bunék, které pomoci aktivace signaliza¢ni drahy SCF/c-kit smétuji
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do melanocytarni linie (Karafiat ef al., 2007). Navic v-Myb transformuje nezralé
melanocyty, umoziuje jim rust bez kontaktu s tuhou podlozkou a dlouhodobou proliferaci.

Oba proteiny také ovliviuji tvorbu bun¢k NL spusténim EMT (Karafiat et al., 2005).

2.5.1 Rodina Myb

Proteiny sekvencné piibuzné Myb, zejména proteiny obsahujici Myb-doménu
(DNA-vazebnou doménu), byly identifikovany v mnoha typech bun¢k napfic
eukaryotickymi fiSemi. Byly prokdzany u rostlin, u kvasinek, bezobratlych i obratlovca
vcetné Cloveka (Graf, 1992; Ramachandran et al., 1994; Schiefelbein, 1994). U obratlovci
jsou do proteinové rodiny Myb zahrnovany tfi sekvenéné a funkéné ¢astecné odlisné Cleny:
c-Myb, A-Myb a B-Myb (Nomura ef al., 1988). VSechny tyto proteiny jsou vyznamnymi
regulatory genové exprese. Jsou lokalizovany v jadfe a specificky se vazou na DNA. Maji
vyznamnou funkci v bunééné proliferaci a diferenciaci. Jejich nejvice konzervovanou casti
je vyse zminéna DNA-vazebna doména, kterd je spoleCnym prvkem celé proteinové rodiny.

ey e

svete.

2.5.2 Onkoprotein v-Myb

Onkogen v-myb (obrazek 8) koduje transkripéni faktor, ktery je odvozen
od buné¢ného kuteciho protoonkogenu c-myb (obrazek 8) (Klempnauer et al., 1982;
Klempnauer a Bishop, 1983; Klempnauer et al, 1983). c-Myb je silné¢ exprimovan
ve vétSin€ hematopoetickych progenitorovych bunék aje esencidlni pro vyvoj
hemopoetického systému. Dulezitost role c-Myb byla pozorovana u mySich embryi
s experimentalné inaktivovanym genem c-myb. Embrya umirala v patnéctém dnu vyvoje
na selhani definitivni krvetvorby (Mucenski ef al., 1991). Protein c-Myb se uplatiituje
1 ve vyvoji kranidlni NL (Betancur et al., 2014). Onkoprotein v-Myb ma molekulovou
hmotnost 48000 Da. Koédujici sekvence v-myb je dlouhd 1168 bp, oproti c-myb je zkracena
jak na N-konci, tak na C-konci, a obsahuje 11 bodovych mutaci. Zejména velkd delece
C-koncové oblasti onkoproteinu v-Myb, ktera obsahuje mnoho regula¢nich mist,
zpusobuje, Ze se v-Myb vymyka nékterym bunéénym regulaénim mechanizmim a ziskava
tak oproti c-Myb odlisné vlastnosti vedouci k nadorové transformaci myeloidnich bunék

(Lipsick a Wang, 1999). Nadexprese c-Myb muze vést k transformaci krevnich bunék,
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a to pouze in vitro, zatimco nadexprese onkogennich forem (v-Myb AMV a v-Myb E26)
transformuje krevni bunky in vivo i in vitro. Buiiky transformované v-Myb AMV maji
charakter monoblasti, nezralych prekurzorovych bunék makrofagové linie. Onkoprotein
v-Myb je casto vyuzivanym nastrojem pro studium funkci c-Myb a principi
leukemogeneze. Vliv v-Myb na vyvoj bunék NL byl studovan in vitro v nasi laboratofi

(Karafiat et al., 2005; Karafiat et al., 2007).

DBD TA RD
c-Myb Rl R2 R3 * LZ
v-Myb*MV ARl R2 R3 * L7

Obr. 8 - Schéma proteini c-Myb a v-Myb

DBD — DNA vazebna doména, TA — transaktivaéni doména, RD — regula¢ni doména, R1, R2, R3 — repetice
v DNA vazebné doméné, * - PEST-like motiv, LZ — leucinovy zip; u v-Myb chybi ¢ast repetice R1 a RD
(pfevzato z diplomové prace autorky)
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3. Material a metody

3.1 Experimentalni material

K pokustim byla pouZivana vejce Brown Leghorn z detagovaného pracovisté UMG
v Kol¢i. Vejce byla zachlazena na 12°C a nasazovana podle vhodného ¢asového rozvrhu
po ohtati do pokojové teploty. Po dobu experimentu byla vejce inkubovana v podélné
poloze v 38°C v 70-80% vlhkosti a byla pravidelné otacena. Tato vejce byla vyuzivana
zejména pro elektroporaci in ovo, z embryi z téchto vajec byly také ziskavany bunécné
kultury embryondlnich fibroblastt (CEF) a embrya pro explantové kultury,
mikromanipulace a WISH.

3.2 Ziskavani embryi pro mikromanipulace a ,,time-lapse®

Po vhodnou dobu inkubované vejce bylo ocisténo 70% etanolem, pinzetou bylo
prorazeno na tupém konci, kde se nachézi vzduchova komirka, a injek¢ni stiikackou
s jehlou bylo odsato asi 5 ml tekutého bilku. Potom byl malymi Spi¢atymi ntizkami
uréenymi pro o¢ni operace vysttizen do skotapky otvor ovalného tvaru v ptiblizné velikosti
2x3 cm nad mistem, kde se nachézi embryo. Pokud embryo odpovidalo vyvojovému stadiu,
byl odsat zbyvajici bilek, odstranéna vétsi ¢ast skorapky a embryo zachyceno do krouzku
z filtracniho papiru, vystfiZzeno ze Zloutkové koule, umisténo na kultiva¢ni misku s Zivnym
médiem a piekryto PBS. Zivné médium (100 ml) bylo pfipraveno z 30 ml bilku, 35 ml
2x média DMEM s glutaminem a antibiotiky a 35 ml 1,5% agaru (Sigma) rozpuSténého
a zchlazeného pfiblizné na 40°C. Zivné médium bylo jesté pted tplnym vychladnutim
rozdéleno na Petriho misky o priméru 3 cm (4ml/misku) a misky zachlazeny. Embrya
vysazena na takto pfipravené misky bylo mozno déle kultivovat az 2 dny.

,»lime-lapse*: Kufeci embryo ve stadiu HH10 bylo vyjmuto z vejce a uloZeno
na misku s agarovym médiem podle postupu vyse. Embryo bylo sniméano pod binokularni
lupou umisténou ve specidln¢ upraveném boxu ,hypoxic chamber* od firmy
Coy Laboratory Products s regulovatelnym obsahem plynii a s regulovatelnou teplotou
na kameru DFC480 Leica kazdé¢ 3 min po dobu zhruba 15 hodin. Video bylo ptfehrano
rychlosti 12 snimkii za sekundu (viz Elektronicka pfiloha 1 a obrazek 11). Explantové
kultury byly snimény kazdych 5 min v béZnych kultivaénich podminkach (viz kapitola 3.3)

a video ptehrano rychlosti 8 snimkil za vtefinu (viz Elektronick4 piiloha 2 a obrazek 12).
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3.3 Explantové kultury

Embrya pro explantové kultury byla inkubovana po dobu 33-38 h do stadia
HH10-11, kdy mé& embryo 10-12 somitli. Po zpracovani vyse popsanym zpusobem byly
z embrya pod binokuldrni lupou tenkym elektrolyticky naostfenym wolframovym dratkem
vyfiznuty neuralni valy a pomoci pipety odlozeny do ledového média s koiskym sérem.
Po ziskéani dostate¢ného mnozstvi explanti byly oplachnuty a inkubovany v proteinaze K,
ktera rozvolnila jednotlivé struktury jako napi. zbytky somitl, a takto ocisténé neuralni
valy byly vysazeny na kolagenem potazou misku s malym mnozstvim média tak, aby
neplavaly. Po uchyceni na podklad za cca 2-4 h bylo doplnéno médium. Explanty byly
inkubovany po dobu nutnou pro vyputovani daného typu bunék (do 18 h pouze prekurzory
neurdlnich bunék, po dobu az 3 dni smés melanocytd, glii a neuronil). Potom byla masa
explantu mechanicky pod mikroskopem odstranéna wolframovou klickou a dale byly
inkubovéany jen vyputované bunky. Pokud bylo tfeba buiky infikovat, bylo ptfidano

médium obsahujici koncentrované virové ¢astice hned pii vysazovani explantli na misky.

3.4 Pouzité DNA konstrukty a retroviry

Mutanty genu v-myb pouzité pro vyzkum proteinu Gremlin 2 byly vytvofeny
z mutant leucinového zipu v-myb L3,44 (Bartin€k et al., 1997) nahrazenim stop kodonu
TAG fazni sekvenci kdédujici dva hemaglutininové epitopy (HA) a mySi estrogenovy
receptor obsahujici G525R mutaci (Karafiat et al., 2007). Varianta v-Myb-N118D, ktera
nerozpoznava MRE, byla vytvofena jiz dfive (Karafiat et al., 2007). Pro indukci proteini
v-myb-L3,4A-HAER byl pouzit 200nM 4-hydroxytamoxifen (Sigma). Retrovirové vektory
nesouci alely v-Myb pfipravené dle popsaného postupu byly transfekovany do kutecich
embryonalnich fibroblastli (CEF) (Bartlin¢k et al., 1997). Déle byly vytvotfeny expresni
vektory pro Gremlin 2, pSFCV-gremlin-2 a RCAS-gremlin-2, a transfekovany do CEF.
cDNA pro Gremlin 2 byla pfipravena, jak je popsano dale, a vlozena do vektoru pBS
pomoci Stépeni endonukleazou EcoRV. pBS-gremlin-2 byl $t€pen endonukledzami Clal
a Notl pro sestrojeni RCAS-gremlin-2 a ECL136 a Clal pro sestrojeni pSFCV-gremlin-2.
Zasobni retrovirus nesouci v-Myb a Gremlin 2 byl ziskdvan z média CEF produkujicich
virus a koncentrovan na filtrech Omega 300 K (Pall Gelman) tak, aby bylo dosazeno
koncentrace 10%ml &astic (Karafiat et al., 2007). Vektor p-gremlin-2-prom byl vytvoien
vlozenim PCR produktu zgenomové DNA z putativni promotorové oblasti

Gremlin 2 (-540 az +215 od mista pocatku transkripce) mezi misty pro endonukleazy Kpnl
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a Bglll na vektoru pGL3-Basic (Promega). Piesnost sekvence byla ovéfena sekvenaci.
pcDNA3-v-myb a pcDNA-v-myb-L3,4A-N118D byly vytvofeny umisténim pfisluSnych
cDNA mezi mista pro endonukledzy HindIl a Xbal na vektoru pcDNA3 (Invitrogen).
Konstrukty odvozené od Meis1/2, EE a SIMO byly zkonstruovany, jak je uvedeno v ¢lanku
(Antosova et al., 2016).

3.5 Tranzientni transfekce kufecich embryonalnich fibroblasti (CEF)

Semikonfluentni kultura fibroblastii byla pfipravena z 10dennich kuiecich embryi
Brown Leghorn transfekovanych zdsobnimi retroviry v-myb-L3,4A-HAER nebo
v-myb-L3,4A-N118D-HAER a vektorem nesoucim MRE s luciferazovym reportérem.
K transfekci byl pouzit Lipofectamin 2000 (Invitrogen) dle ndvodu vyrobce. Do kultur byl
ptidan 200nM 4-OHT (4-hydroxytamoxifen) v etanolu a ponechan ptes noc, ke kontrolnim
kulturdm byl pfidan samotny etanol. Luciferaza byla vyhodnocena s pouzitim luminometru
Berthold FB12. Proteiny v-myb-L3,4A-HAER byl detekovany analyzou ,,Western blot*
s vyuzitim protildtky AKR-006 (Cell Biolabs), kterd rozeznava HA epitop.

3.6 Kultury krevnich prekurzorovych bunék

Kultury krevnich prekurzorovych bunck byly ptipraveny z kostni dfen¢ odebrané
ex-vivo z 6dennich kufecich embryi Brown Leghorn. Buiiky byly kultivovany popsanou
metodou (Dvorakova et al, 2001). Druhy den byly neadherentni bunky odebrany
a infikovany retrovirem v-myb-L3,4A-HAER. Kultury byly udrzovany 14 dni s 200nM
4-OHT nebo bez néj. Soucasné byly vedeny neinfikované kultury neadherentnich bunck

kostni dfen¢ s 200nM 4-OHT jako kontrola.

3.7 Embrya a kultury bunék NL

Metody ptipravy bunécnych kultur a preparace embryi byly pfevzaty z ptedchozich
praci (Karafiat et al., 2005; Karafiat et al., 2007). Vajicka Brown Leghorn z lihni Ustavu
molekularni genetiky byla inkubovana do stadii HH10-11. Buiky NL byly ziskany
z explanti embryondlnich neuralnich trubic. Neuralni trubice byly explantovany na misky
potazené kolagenem (kolagen typ I, Sigma, Img/ml) v médiu obsahujicim retrovirové
Castice. Po tfech dnech byly explanty odstranény a pro dalsi kultivaci a analyzu byly

ponechany pouze bunky vyputované z explantti. Proteiny v-myb-HAER byly po odstranéni
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explantii aktivovany piidanim 200nM 4-OHT (Sigma) do média. Buiiky byly sklizeny
po dalSich 4 h. S pouzitim Tri Reagent RT (Molecular Research Center, Inc.) byla
izolovana celkova RNA dle navodu vyrobce. Protilatka anti-CD57 TBO1 pro epitop HNK-
1 ziskana jako dar od F. Malavasiho byla pouzita podle popsaného postupu (Karafiat et al.,
2005).

3.8 Kultury primarnich receptorovych bunék

Retina byla vyizolovana z kutecich embryi ve stadiu E8 a vlozena do vychlazeného
PBS obsahujiciho Penicilin/Streptomycin. Po centrifugaci (200g po dobu 5 min) byl pfidan
trypsin/EDTA (500ul) a retina byla 30 min inkubovéna na tiepacce pfi teploté 37°C. Poté
byla smés resuspendovana pipetou, aby doslo k oddé€leni jednotlivych bunék. Ty byly
centrifugovany (200g, 5 min) a resuspendovany v médiu DMEM/F12 obsahujicim 10%
FBS a Penicilin/Streptomycin.

3.9 Reverzni transkripce a qPCR

Pro reakci byla ptipravena cDNA z 0,2 pg celkové RNA s pouzitim 200 U reverzni
transkriptazy MLV bez RNazy H (Promega) v reakcich o objemu 20 pl podle popsaného
postupu (Cermak et al., 2010). Kvantitativni PCR v realném case byla provedena
v triplikéatech v reakcich o objemu 15 pl s pouzitim FastStart SYBR Green Master (Roche)
a detek¢ni systém pro analyzu PCR v redlném case MiniOpticon (Bio-Rad). cDNA
GREM2 byla amplifikovana s primery GREM2s (CTCACCGCAGGATGATTTGGA)
a GREM2a (CGCTCTTGAGGTACTTCCGTTC). Pro KRTI19 byly pouzity primery
KRT19s (CAGTCCCAGCTCAGCATGAAAG) a KRT19a2
(GTCTCTTTTGTCGGGAGATCCAQG). Pro NKX3.2 primery NKX32s2
(CGGCACGCAGTGAGCGCC) a NKX32a (GGCGGATAGGGAGAGGCCGA).
Pro VNN1  primery VNNIs (CCTGGGGAATTTGAGGTACTG) a VNNIla
(CTCATCCTGTCTATGCTGACTQ). Pro TAARI1 primery TAARIs
(CCTCCGTAGTGTCTTTTTACATC) a TAARIla
(CTCCAGCATATGAGAAATACTCC). Analyza dat byla provedena v Microsoft Excel
2007 (Microsoft). U¢innosti amplifikace byly zjistény ze smérnic piimek linearni regrese
log2-transformovanych hodnot relativni fluorescence vynesenych proti poradi cykla

(G¢innost = 2*hodnota smérnice). Hodnoty Ct byly normalizovany pomoci odpovidajicich
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hodnot pro referencni gen GAPDH, ¢imz byly ziskany hodnoty relativni genové exprese.
Pro zjisténi statistické vyznamnosti rozdilii v genové expresi byly pouzity Studentovy

t-testy.

3.10 Mikrocipova analyza a analyza dat

Celkova RNA ze tii nezavislych sbérii byla oznacena podle uzivatelského navodu
GeneChip 3' IVT Express Kit User Manual (Affymetrix,2008—2009) a hybridizovana
na Affymetrix GeneChip Chicken Genome Arrays. Podrobny postup byl popsan jiz diive
(Cermak et al., 2010). Data byla zpracovana pomoci Partek Genomics Suite (Partek Inc.)
s pouzitim normalizace algoritmem GC-RMA. Jako rozdiln€¢ exprimované byly vybrany
geny, které zménily expresi alespont dvakrat a jejich hodnota p-value byla nizsi nez 0,05.
Data jsou prezentovana ve form¢ tzv. "heatmap", grafu, ve kterém barevna Skala
pfedstavuje intenzitu signalu po normalizaci, vytvofeném v Microsoft Excel 2007. Data
z analyzy byla ulozena v databazi GEO (GEO ID: GSE39346). VSechna data jsou v souladu
s pravidly MIAME.

3.11 Reportérova analyza

Bunky HDI1 na 48-jamkové desticce byly transfekovany smési vektorh
p-gremlin-2-prom, pcDNA3 s nebo bez v-Myb ¢cDNA a pCMV-B-Gal, pro traskfekci byl
pouzit polyetylenimin: 1 pl (1 mg/ml) linearni PEI 25 kDa (Polysciences Inc.) bylo
rozpus$téno v 24 ul DMEM a smichéno a 360 ng DNA v 25 pl DMEM, inkubovano 15-30
min v pokojové teploté a rozdéleno do 3 jamek. Po 48 hodindch byly buiky lyzovany
v pufru luc-lysis (150 mM NaCl, 20 mM Tris—HCI pH 7.5, 1% TX-100, 10% glycerol,
smés inhibitorli protedzy (Roche), 2 mM EDTA). Luciferdzova aktivita byla méfena
Luciferase Assay System (Promega) a luminometrem FB 12 (Berthold Detection Systems).
Jako wvnitini standard byla pouZita B-galaktosidazova aktivita produkovana plazmidem
pCMV-B-Gal. VSechny pokusy byly provedeny v triplikatech a hodnoty luciferazové

aktivity byly upraveny délenim odpovidajici hodnotou -galactosiddzové aktivity.

3.12 Elektroporace in ovo

Elektroporace neuralni trubice (obrazek 13): Vajicka Brown Leghorn byla

inkubovana do stadia HH10-11. Do skofapky byly vystfizeny malé otvory a embrya byla
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piekryta PBS. Smés elektroporac¢ni barvy a DNA (Scaal et al., 2004) byla injikovéana
do neuralni trubice. Elektroporacni vektor pCLAG2-v-myb (Kosla, nepublikovano) byl
vytvofen vlozenim cDNA v-Myb do vektoru pCLAG2 mezi mista pro endonukleazy Kpnl
a Sacl (Marics et al., 2002). Elektropora¢ni vektor pCLAG2-gremlin-2 byl vytvotfen
vlozenim ¢cDNA Gremlin 2 do vektoru pCLAG2 mezi mista pro endonukleazy EcoRI
a HindIIl. Embrya byla elektroporovana elektrodami Genetrodes, 3mm, ve tvaru L (BTX
Harvard Apparatus) a elektroporatorem ECM830 (BTX Harvard Apparatus) generujicim
tzv. square wave, elektricky puls s okamzitou zménou hodnot, elektroporani program
5 pulstio 15V, délka pulsu 20 ms, interval mezi pulsy 100 ms.

Elektroporace presumtivniho ektodermu cCocky (obrazek 16): Mysi wt SIMO
enhancer vlozeny do -elektroporaéniho vektoru s hsp68-lacZ a konstrukty nesouci
minimalni enhancery EE a SIMO (Antosova ef al., 2016) byly elektroporovany do embryi
Brown Leghorn inkubovanych do stddia HH10-11. Smé&s DNA byla vsttiknuta vné
vyvijejiciho se pravého optického pohérku za téchto elektroporacnich podminek: 5 pulst
0 12 V, délka pulsu 20 ms, interval mezi pulsy 100 ms. Embrya byla sklizena ve stadiu
HH20-21, 15 min fixovana v 2% formaldehydu a pfedana k barveni X-gal.

Elektroporace retiny (obrazek 17): Kufeci embrya byla elektroporovana in ovo
ve stadiu E3. Elektroporacni smés s plazmidy GFP-RCAS nebo GFP-AD29-RCAS nebo
GFP-WT31-RCAS byla do embryonalniho oka vstiiknuta skelnénou mikrojehlou tak, aby
byl zaplnén prostor mezi ¢ockou a retinou. Nastavenim elektrod bylo zajisténo, aby vzniklé
elektrické pole vneslo smés do permeabilizované vrstvy bunck retiny. Pokus probéhl

pfi stejném elektropora¢nim nastaveni jako u elektroporace ¢ocky.

3.13 Hybridizace celych embryi - whole mount in situ hybridization (WISH)

Jako templét pro vytvofeni sondy na Gremlin 2 byl pouzit PCR produkt z cDNA
z Casnych bunék NL infikovanych v-Myb (Karafiat et al., 2007) amplifikovany pomoci
primerd GREM2s (CTCACCGCAGGATGATTTGGA) a GREM2a
(CGCTCTTGAGGTACTTCCGTTC) a vlozeny do vektoru pBluescript II SK+ do mista
pro endonukledzu EcoRV. Templatem pro sondu na v-Myb byl konstrukt pcDNA3-v-myb.
RNA sondy byly vytvofeny s pomoci T7 RNA polymerazy z templata linearizovanych
endonukledzou EcoRI. WISH byla provedena podle protokolu Whole Mount In Situ
Hybridization Protocol for mRNA Detection (Streit a Stern, 2001; Acloque et al., 2008)
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s témito zménami: v hybridiza¢nim roztoku bylo misto ov¢iho séra pouzito kozi, misto

TX-100 bylo pouzito 1% SDS, nebyl pouzit blokovaci praSek ani EDTA.

3.14 Kryorezy (mrazové rezy)

Embrya v rizném stadiu vyvoje byla vyjmuta z vejce, oplachnuta v K-fosfatovém
pufru a inkubovédna postupné po 30 min v 7,5%, 15% a 30% sachardze v K-fosfatovém
pufru v pokojové teploté. Poté byla ponechana ptes noc nebo do usednuti na dno v 30%
sachardze ve 4°C. Dale byla 30 min zvolna otacena pii pokojové teploté v O.C.T. (Tissue-
Tek® O.C.T.™ od firmy Sakura) 2:1 s 30 % sacharézou. Zamrazovana byla do O.C.T.
na médéném mustku postaveném v tekutém dusiku ve specidlnich plastovych formach
nebo formach poskladanych z hlinikové foélie. Takto zpracovana embrya bylo mozno
dlouhodobé uchovavat v -80°C zabalené v hlinikové folii. Rezy byly potizovany

na pristrojich Leica CM 1950 a Leica CM 3050 S.

3.15 Imunofluorescence

Kryofezy byly fixovany v 3% paraformaldehydu, blokovany 30 min v 2% BSA,
5 min permeabilizovany TX100 a znovu blokovany 1 h v 2% BSA. Mezi jednotlivymi
kroky byla skla odmyvana v PBS. Primarni protilatka HNK-1 byla ponechana na fezech
pies noc a sekundarni protilatka konjugovana s fluorescen¢ni barvou Cy3 2 h. Sekundarni
protilatka byla na sklech ponechéna ve tmé. Do posledniho odmyti sekundarni protilatky
bylo ptfidano DAPI v kone¢né koncentraci 0,1 pg/ml. Po promyti byl na preparat kapnut
montovaci roztok 10% Mowiol (Sigma-Aldrich). Fluorescence byla vybuzena
a pozorovana pomoci filtrti pro GFP, Cy3 a DAPI na mikroskopu Leica DMIRB a snimky

sejmuty digitalni kamerou DFC480 Leica a ulozeny pomoci software od firmy Leica.
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4. Vysledky

4.1 Mikromanipulace a vizualizace

4.1.1 Inkubace a priprava kurecich embryi

Pouzita vejce pochézela od slepic Brown Leghorn. Vejce byla sbirana v den sneseni
a ukladana do 12°C a pii této teplot€ mohla byt skladovana bez snizeni Zivotaschopnosti
az 10 dni. Vejce pro kratkodobou inkubaci byla nasazovana do termostatu na 38°C
s vlhkosti 70-80 %. Vejce byla skladovana v platech Spickou dolti (obrazek 9A), k inkubaci
byla nasazovana do polohy “na bok” tak, aby delsi osa vejce byla vodorovné (obrazek 9B).
Nasazena vejce byla kazdych 12 h ota€ena, a to pies Spicku (obrazek 9C). Pti tomto postupu
je zachovana dobra vyména plynil mezi vejcem a vnéjSim prosttedim (vzduchové bublina
se nachazi na tupé Spicce vejce a sméruje tedy vzhiiru) a embryo je polozeno na horni strané

zloutku tak, aby k nému byl dobry pfistup pro manipulace.
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Obr. 9 - Schéma skladovani, nasazovani a otaceni vajec
Vejce se skladuji Spickou dolt (A), nasazuji se do polohy ,,na bok®, tak aby delsi osa vejce byla vodorovné
(B), a vzdy po 12 h se otaci ptes $picku (C).

Embryo se diky nerovhomérnému rozloZeni hustoty zloutku dostava vzdy na vrch
zloutkové koule. VSechna vejce diky tomu mohla byt rutinné otevirdna na stejném misté.
Pokud embryo neni po otevieni skofapky na vrcholu zloutkové koule, coz je nejCastéji
zpusobeno nedavnym otocenim vejce, embryo se béhem nekolika desitek minut samo otoc¢i
nebo je mozné opatrné zloutkovou kouli otadcet pomoci pinzety. Pfed vytvofenim otvoru
byla vejce napichnuta injekéni jehlou o vétsim priméru v misté vzduchové bubliny a bylo

odsato malé mnozstvi bilku, pfi vynechani tohoto kroku by embryo zlstalo pfilepené
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na skotapce. K nat'uknuti a otevieni skofapky byly pouzity malé ostré niizky (chirurgické
o¢ni nlzky), kterymi je mozné skotfdpku hladce odstfihnout, aniz se roztfepi okraj
skotapky. Velikost otvoru byla ptizplisobena nasledné manipulaci, pro elektroporaci byl
vhodny co nejmensi otvor, pokud byla embrya sklizena, byl vhodny naopak otvor
co nejsirSi. Embrya kolem stadia HH10 se po otevieni pro nékteré postupy podstiikuji
kaligrafickou tusi (angl. indian ink) z ditvodu vizualizace (obrazky 10A a 10B). Na tmavém
pozadi vyniknou v kontrastu svétlejsi struktury hlavové ¢asti a velmi dobie se zviditelni
somity. Podstiiknuti vyzaduje napichnuti zloutkové koule v blizkosti embrya. Po takovém
zéasahu bylo €asto pozorovano sniZeni napéti ve zloutkové membrané, ptipadné 1 vyhfeznuti
zloutku a vzlinani tuse do okoli embrya. Takové embryo nebylo vhodné pro delsi inkubaci.
V nasich experimentech nebyla tato metoda vizualizace vyuzivana. Pfi idedlnim
nastavenim svétla z boku pii pozorovani binokulérni lupou lze docilit kontrastu i na pozadi

zloutku (obrazek 10C) a struktury tak dostate¢né zviditelnit.

Obr. 10 - Vizualizace embrya ve vejci ve stadiu HH10
Embryo podstiiknuté kaligrafickou tusi bez zvétSeni (A), zvétSeno binokularni lupou (B). Embryo
pod binokularni lupou nasviceno bo¢nim svétlem, vizualizace pouze s vyuzitim svétla a stinu (C).

Pro dalsi inkubaci byla vejce uzaviena papirovou lepici paskou. Po manipulaci jiz
vejce pii inkubaci nebyla otdCena. Pokud bylo vejce nutné po manipulaci inkubovat
dlouhodobé, byla uzaviena sklickem ptilepenym parafinem, ktery dobie drzi a nepropousti

obsah vejce. Takto uzaviena vejce Ize inkubovat i v automatické lihni.
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4.1.2 Kultivace ex ovo a pozorovani pomoci ¢asosbérné techniky (,,time-lapse*)

Embryo lze v raném stadiu vyjmout z vejce a pfemistit na Petriho misku s vrstvou
specidlniho agarového média s obsahem bilku (viz kapitola 3.2). Na tomto podkladu
a ve vhodné vlhkosti bylo mozné embryo kultivovat zhruba 2 dny. Vyhodou tohoto
uspofddani je snadné pozorovani embrya na ploché misce, kterou lze na rozdil
od objemného a nestabilniho vejce pohodlné umistit pod lupu nebo mikroskop. Z tohoto
usporadani je pak mozné snimat embryo pomoci Casosbérné vizualizacni metody
»time-lapse® (obrazky 11 a 12, Elektronicka ptiloha 1 a 2), ktera byla pouzivana jiz v prvni
poloving 20. stoleti (Graeper, 1929) a v podobném uspotadani se s modernimi pfistroji
vyuziva dodnes. Metoda ,,time-lapse* je zalozena na snimani experimentu v pravidelnych
intervalech za stejného nastaveni po del§i Casovy usek. Snimky jsou poté s pomoci
vhodného software sestaveny a prehrany jako video. Jako ,,time-lapse 1ze snimat embrya
ex vivo (obrazek 11 a Elektronickd ptiloha 1), explantové kultury (obrazek 12
a Elektronicka p¥iloha 2) a dal$i experimenty. Ugelem ,.time-lapse* u kufeciho embrya bylo
pozorovat jeho vyvoj ex vivo v nastaveni, které by umoznilo zaznamenat ptipadné zmény
vyvolané vnesenymi geny. U explantovych kultur byla metoda zavadéna zejména

za ucelem pozorovani migrace bun¢k NL z explantu a jejich pfipadnych zmén.
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Obr. 11 - Kultivace kuieciho embrya ex vivo (vybér ze snimku ,,time-lapse*)
Vybrané snimky vzdy v intervalu 1,5 h. NT — neuralni trubice. Celé video s podrobnym popisem v kapitole 9,
Elektronicka pfiloha 2).

4.1.3 Explantové kultury

Materidl pro naSe experimenty tykajici se ¢asné exprese v NL byl ziskavan zejména
z explantovych kultur (obrazek 12). Embrya byla nejprve vyjmuta z vejce a zpracovana
stejn¢ jako pro kultivaci ex ovo. Poté bylo embryo disektovano pod binokularni lupou.
Explantovany byly ¢asti NT, a to poslednich 6 somitl a ¢ast neuralni ploténky z embryi
HH10-11. Explanty byly vysazovany na misky pokryté vrstvou kolagenu do velmi malého
mnozstvi média. Maly objem média je nutny pro uchyceni explantti, plovouci explanty
se na podklad neuchycuji. Spravné vysazené explanty se uchytily béhem nékolika hodin
a hned poté k nim bylo pfidano Cerstvé médium. Bunky NL poté vyputovaly do kultury
(obrazek 12, Elektronicka ptiloha 2). Po mechanickém odstranéni explantii (obrazek 12D)
zustala v kultufe smés bunck NL, pomér rtznych typii prekurzorti zavisel na dobg,

po kterou bylo buiitkdm umoznéno putovat z explantu. Nejprve migruji prekurzory neuronti
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a glii, teprve asi po 18 h za¢nou migrovat 1 prekurzory pigmentovych bunc¢k. Migrace

explantovych kultur byla zachycena na ,,time-lapse* videich 2 - 5 (Elektronicka ptiloha 2).

Obr. 12 - Explantové kultury neuralni trubice

(A) Explant neuralni trubice kratce po uchyceni. Viditelné jsou prvni migrujici bunky (oznaceno ¢ervenymi
Sipkami). (B) Explant zhruba po 12 migrace bunék. Hranice mezi masou explantu a putujicimi bunkami
je vyznacena Cervenou preruSovanou carou. (C) ZvétSeny vyfez (modry obdélnik z obrazku B). (D) Kultura
po mechanickém odstranéni masy explantu.

4.1.4 Elektroporace

Elektroporace do neurdlni trubice (obrazek 13) umoziiuje manipulaci s genovou
expresi a vizualiazaci v buiikdch NT a NL. DNA fluorescenc¢nich proteint (nejcastéji GFP
amCherry) ¢i agens, ktera interferuji s genovou expresi (morfolina, siRNA atd.), se injikuji
do dutiny NT ve smési s vizualizaéni barvou (20% Fast Green), a sloZkou regulujici hustotu
smesi (0,33% karboxymetylceluloza), ktera zpomaluje vzlindni smési z mista injikace
pred elektroporaci. Vhodna koncentrace DNA v elektroporacni smési byla 1 pg/ml a vyssi,
s vyssi koncentraci a Cistotou elektroporované DNA stoupala ucinnost elektroporace, coz
bylo zejména zjevné ukontrolniho plazmidu pCGFPA. Po vstiiknuti barevné

elektroporaéni smési se struktury kolem elektroporovaného mista zviditelni i kdyz pfedtim
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neni embryo podstiiknuto tusi (obrazek 14C), v ptipad¢ ucinné elektroporace Ize dokonce
pozorovat pomaly pohyb barevné smési do tkdné¢ NT. Z dutiny NT je smés vnesena
do bunék podle polohy elektrod vzdy od zaporné elektrody ke kladné, ¢imz dochazi
k elektroporaci jedné poloviny NT (obrazek 14D). Druha polovina ziistdva neoptisobena
amuze poslouzit jako kontrola. Oboustranné lze NT elektroporavat ve dvou
elektroporacnich krocich, pfi¢emz je nutné mezi jednotlivymi cykly vymeénit umisténi
elektrod a pfipadné znovu injikovat smés do trubice. Tento postup ale neni bézné pouzivan
a experimenty pracuji s jednostrannou elektroporaci. Po elektroporaci je mozné embryo
inkubovat az do vylihnuti. Podle naSich zkuSenosti je pocet piezivSich inkubovanych
embryi pfi zvoleni vhodného elektroporacniho programu srovnatelny s poctem piezivsich
neelektroporovanych otevienych kontrol. Elektroporované bunky pokracuji v embryu
v normélnim vyvoji, putuji do pfedurcenych destinaci a diferencuji. Nejlépe vizualizované
tkané po elektroporaci pomoci GFP byla NT (obrazek 14E-H), nervy (obrdzek 14F-H
a obrazek 15A) a melanocyty ve vyvijejici se kiizi (obrazky 15B a 15C).

1

val neurdlni—
trubice

Obr. 13 - Schéma elektroporace neuralni trubice

Kuteci embryo bylo elektroporovano jednoho z valti neuralni trubice. Elektropora¢ni smés byla vstiiknuta
do neuralni trubice jeji koncovou ¢asti a elektrickym polem vnesena do tkané NT a NL. Modie je znazornéna
sklenéna mikrojehla, zelené vstiiknuta elektroporacni smés, plus a minus oznacuji umisténi elektrod,
Cervenymi Sipkami je naznacen smér putovani DNA do tkané.
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Obr. 14 - Elektroporace kontrolnim plazmidem

(A) Celkovy pohled na 3denni kufeci embryo in ovo. Cerveny obdélnik znazoriiuje oblast piiblizenou
na obrazcich B, C a D. (B) Ocasova ¢ast trupu 3denniho embrya. Cervena Sipka ukazuje na obrazcich B a C
na misto vpichu. (C) NT po vstiiknuti barevné smési s DNA, pouzity plazmid pCLGFPA (Scaal et al., 2004).
(D) Stejné embryo po elektroporaci. Cervend znaminka plus a minus oznaduji umisténi elektrod
pfi elektroporaci, plus = umisténi katody, minus = umisténi anody. Elektroporovana smés je viditelna uvnitf
tkané jednoho z valii neurdlni trubice ve sméru elektrického pole. (E) Exprese GFP 12 h po elektroporaci.
(F) Stejné embryo 2 dny po elektroporaci. GFP v tkani neurdlni trubice a bun€k putujicich zejména
ventralnim smérem. (G) Stejné embryo 3 dny po elektroporaci. GFP je stale exprimovano, viditelné jsou
nervy vyrustajici z neuralni trubice. (H) Stejné embryo 4 dny po elektroporaci. Nervy v pozdé€jSim stadiu
tvoii ganglia v koncetin€.

hfbetni strana

prava zadni koncetina

Obr. 15 - Dorzalné migrujici buiiky neurilni li§ty po elektroporaci

Pii spravném zaostfeni a delSi expozici lze zachytit budouci melanocyty exprimujici GFP, které
po elektroporaci putuji z NL dorzalnim smérem v druhé vin€ migrace a osidluji vyvijejici se kiizi. Piesvétlena
oblast ve stfedu embrya (A) je elektroporovana polovina neuralni trubice exprimujici GFP, ze které vyrastaji
nervy. (B, C) Vyfezy obrazku A z hibetni ¢asti (B) a z pravé zadni koncetiny (C) s dobfe pozorovatelnymi
melanocyty na povrchu embrya. Embryo ES,5 elektroporované pCLGFPA ve stadiu HH11.
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Technika byla pro dalsi projekty ptizpiisobena k elektroporaci embryonalniho oka,
konkrétné¢ presumtivniho ektodermu cocky (obrazek 16) a retiny (obrazek 17).
Elektroporace kranidlni ¢asti embrya vyzadovala pro idealni ptezivani zpracovanych

embryi mirné snizeni napéti.

kranialni

Last embrya N pravy opticky vacek

/

Obr. 16 - Schéma elektroporace presumptivniho ektodermu ¢o¢ky

Kuteci embryo bylo elektroporovano do presumptivniho ektodermu cocky. Elektroporaéni smés byla
injikovana vné pravého optického vacku a elektrickym polem vnesena do tkan¢, ze které se vyvine ¢ocka.
Modfe je znazornéna sklenénd mikrojehla, zelené vstfiknuta elektroporacni smés, plus a minus oznacuji
umisténi elektrod, cervenymi Sipkami je naznacen smér putovani DNA do tkané.

o&nf stopka
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Obr. 17 - Schéma elektroporace retiny

Kufeci embryonalni oko bylo ve stadiu E4 elektroporovano tak, aby byla zasazena retina. Elektropora¢ni
smés byla vstiiknuta do prostoru mezi retinou a ¢ockou a elektrickym polem vnesena do tkané. Modie je
znazornéna sklenéna mikrojehla, zelené vstiiknuta elektroporaéni smés, plus a minus oznacuji umisténi
elektrod, ¢ervenymi Sipkami je naznacen smér putovani DNA do tkang, hnédé puntiky znazornuji umisténi
retiny.
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4.1.5 Kryorezy

Kroyzezy, mrazové fezy, byly pofizeny na kryotomech Leica. Proti parafinovym
fezim maji vyhodu, Ze se po zpracovani nemusi fixovat, jen je nutné vzorky pied fezdnim
inkubovat v rostouci koncentraci sacharozy, kterd slouzi jako kryoprotektivum, a hluboce
zamrazit v tekutém dusiku ve vhodném médiu, v naSem piipadé médiu Tissue-Tek ®
O.C.T. ™ Compound od firmy Sakura. Z takto piipravenych vzorki je pak mozné pofidit
fezy o idealni tloust’ce 6 az 10 um, coz je zhruba tloustka jedné vrstvy bunék (rozméry
eukaryotickych bungk se uvadi mezi 10 a 30 pm). Rezy se pokladaji na sklicka se specialné
upravenym povrchem, na ktery snadno pfilnou a permanentn¢ drzi diky elektrostatické sile,
pro naSe vzorky byla pouzita skla Superfrost Plus™ Adhesion Microscope Slides
od Thermo Fisher Scientific. Rezy bylo mozné ihned pozorovat pod mikroskopem nebo
dale barvit. U takto tenkych fezli nebylo nutné bunky permealizovat, protoze téméf zadna
buitka neztstala intaktni. U silnéjSich fezti byla aplikovana jen kratkd permeabilizace
kolem 5 min. Nezpracovana skla bylo mozné dlouhodobé skladovat v -80°C. Rizné

zpracovani kryofezi kufecim embryem je zndzornéno na obrazcich 18, 19 a 20.
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Obr. 18 - Pii¢ny ‘ez embryem (svétlé pole)

(A) Mrazovy fez 10 um dvoudennim kufecim embryem ve svétlém poli. (B) Stejné embryo s barevné
vyznacenymi télnimi strukturami: epidermis (rizova), neuralni trubice (modra), dermo-myotom (hnéda),
burniky neuralni listy (zelend), sklerotom (zluta), notochord (oranzova), glomerolus (svétle hnéda), trubice
vyvijejici se ledviny (Sedomodrd), vrstva mezodermu (fialova), pferusovana cervena ¢ara — misto sristu
télnich zahybd, AO — oblast, kde se vyvine aorta, ST — oblast, kde se vyvine stievo, CO — embryonalni
coelom, EX-CO — extra-embryonalni coelom, neoznac¢ené povrchové vrstvy = amnion.
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Obr. 19 — Pri¢ny fez embryem (fluorescence GFP)

Kryofez kutfecim embryem E2,5 po elektroporaci pPCGFPA. Zelena fluorescence GFP v neuralni trubici (A).
Obrazek B je kopii obrazku A se zvyraznénymi télnimi struktury embrya (Sed€¢), NT — neuralni trubice,
SO - somit, NTCH — notochord. Zelené jsou zvyraznény bunky neuralni liSty migrujici z neuralni trubice,
které zaroven exprimuji GFP (B).

4.1.6 Imunofluorescence

Bunky NL v okamziku, kdy delaminuji z neurédlni trubice, zacnou ve velkém
mnozstvi produkovat epitop HNK-1, ktery lze specificky barvit protilatkou (obrazek 20).
Protilatka HNK-1 byla piivodné vyvinuta za jinym ucelem a vyskytuje se i v dalSich typech
bunék, v kufecim embryu se vSak tyto dalsi cile HNK-1 nevyskytuji tak, aby narusovali
specificitu barveni. Podle studie (Maxwell ef al., 1988), kterd vyuzivala predev§im metodu
FACS, existuji v populaci NL bunky, které HNK-1 exprimuji jen velmi kratce
po delaminaci anebo vlbec. Pfes tyto vyjimky je HNK-1 dobry marker bunék NL
a pro vizualizaci bunék NL v kufecim embryu jsme ho vyuzivali ivna$i laboratofi.
V nasich experimentech jsme pouzili protilatku, kterou jsme obdrzeli jako dar od Fabia
Malavasiho z Imunogenetické laboratofe v Turing, existuji vSak i béZné dostupné komeréni

verze.
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Obr. 20 - Imunofluorescence HNK-1 na kryoiezech

Pri¢ny mrazovy fez trupem embrya elektroporovaného do NT plazmidem pCGFPA ve stadiu HH10, sklizeno
a zamrazeno 1 den po elektroporaci (A). Modry obdélnik vyznacuje oblast zvétSenou na obrazku B. Modré
Sipky ukazuji na bunky neuradlni liSty migrujici z neurdlni trubice, které zaroven exprimuji GPF
po elektroporaci (B). GFP zelena fluorescence, HNK-1 oranzova fluorescence.

4.1.7 Hybridizace in situ na celém embryu (WISH)

24

ukterych je tfeba se vyporddat s mnoha uskalimi. Je tieba navrhnout sekvenci
pro hybridiza¢ni sondu, syntetizovat RNA z ribonukleotidil se zna¢enim vhodné zvolenym
proteinem, dale vhodnou protilatku proti danému proteinu konjugovanou s enzymem, ktery
je schopen zménit barvu svého substrat, tak aby doSlo k findlni vizualizaci. V naSem
pfipadé byla pouZita smés ribonukleotidii obsahujici cast DIG-UTP (uridintrifosfat
znaceny digoxygeninem) a protilatka proti digoxigeninu konjugovand s alkalickou
fosfatazou (AP). Substratem fosfatazy byla smés BCIP/NBT, ktera po reakci ziska stabilni
okem viditelnou syt¢ modrofialovou barvu. AZ do ukonceni faze hybridizace je tieba cely
experiment striktné udrZovat v prostredi bez RNazy, hybridizovanou dvouretézcovou RNA
uz vSak RNdaza nedegraduje. Metoda WISH umoznuje 1 detekci dvou genil zaroven, kdy
se vyuziva dvou rozdilné¢ znacenych sond (DIG a FITC) a postupného barveni nejprve
protilatkou konjugovanou s AP proti DIG a barveni béznym substratem pro modrofialovou
reakci, potom barveni protildtkou konjugovanou s AP proti FITC a barveni substratem
s ¢ervenou reakci (Psychoyos a Finnell, 2008). V nasem nastaveni se bohuzel testovany
cerveny substrat, kterych na trhu neni velky vybér, neosvédc¢il ani pii béZné zpracovavané

WISH pro jeden gen, a tak bylo od dvojitych pokust upusténo. Vysledek reakce velmi
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zélezi na sile exprese cilového genu v embryu. Detekce ptirozené exprese mRNA Gremlin
2 1 jeho mirn€ zvySené exprese po elektroporaci konstruktem v-Myb byla pomérné
nesnadna, zatimco detekce mRNA v-Myb, c-Myb a Gremlin 2 silné¢ exprimovanych
po elektroporaci byla nesrovnatelné¢ u¢innéjsi. Ukazka vysledkli metody WISH z nasi

laboratote je zpracovana na obrazku 21.

Obr. 21 - Hybridizace in situ na celém embryu (WISH)

(A) Ukéazka WISH na kufecim embryu ve stadiu E2,5 pro pfirozené exprimovany gen Pax3, ktery se vyskytuje
v somitech. Sondu laskavé poskytla Eliska Krej¢i z Anatomického tstavu 1. LF UK. (B) Detekce exprese
v-myb po elektroporaci v-myb, stadium E3. (C) Detekce exprese grem2 po elektroporaci grem2 , vyiez
elektroporované ¢asti, stddium E2,5. (D) Detekce exprese grem2 po elektroporaci v-myb, vyfez
elektroporované ¢asti, stadium E3, pierusovana Sipka oznacuje misto vpichu elektroporacni mikrojehly, malé
Sipky oznacuji buniky pozitivni na grem?2.
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4.2 Identifikace ¢asnych gena v NL (Starostova et al., 2014)

Jednim ze zasadnich pfedmétt studia v laboratofi Oddé€leni molekularni virologie
byl onkoprotein v-Myb, ktery je schopen sméfovat buitky NL do melanocytarni linie.
V névaznosti na predchozi vyzkumy vznikl projekt, ktery se zabyval identifikaci ¢asnych
genl v NL s vyuzitim mutant proteinu c-Myb a v-Myb (obrazek 8). Pro identifikaci ¢asnych
gent ovliviiovanych v-Myb byl vyuzit fakt, Ze schopnost proteinu v-Myb smétfovat bunky
NL do melanocytarni linie je striktné zavisla na specifickém navazani proteinu na DNA
element rozpoznavany Myb (MRE). Byly zkonstruovéany alely v-Myb, jimiz kédovany
protein se vaze na DNA pouze v pritomnosti 4-OHT (4-hydroxytamoxifen). Analyza
transkribované RNA byla provedena po 4 hodinéach po aktivaci proteinu v-Myb. Jako jeden
z velmi casnych d&ji navozenych timto experimentem bylo pozorovano zvySeni
transkripce antagonisty BMP Gremlinu 2 a snizeni transkripce mRNA kodujicich nékolik

epitelialnich gentd véetné KRT19.

4.2.1 Konstrukty mutant genu v-myb

Mutanty genu v-myb byly zkonstruovany tak, aby bylo mozné ptesné fidit jejich
aktivaci v ¢ase. K tomuto ucelu byla vyuZita indukce mutanty estrogenového receptoru
tamoxifenem. Prvni experimenty byly provedeny s konstruktem divokého typu genu v-myb
v retrovirovém vektoru, na jehoz C-konci byly pfipojeny dva hemaglutininové epitopy
a my$i doména pro estrogenovy receptor obsahujici mutaci G525R. Tento konstrukt v§ak
vykazoval pomérné vysokou aktivitu 1 pfedtim, nez byl spustén tamoxifenem. K tomuto
jevu dochézelo proto, ze ER doména protein stabilizuje a v buiice se tak vyskytuje ptili§
vysoka koncentrace proteinu. Z tohoto divodu byly sestrojeny mutanty se slabsi aktivitou,
které se aktivovaly striktné po pfidani tamoxifenu (obrazek 22A). Mutanta
v-myb-L3,4A-HAER si zachovava schopnost transaktivace i bunécnou specificitu (obrazek
22B), jeji biologicka aktivita je vSak slabsi nez u divokého typu proteinu v-Myb (Bartunek
et al, 1997). Aktivita mutanty v-myb-L3,4A-N118D-HAER je velmi podobna
v-myb-L3,4A-HAER, obsahuje v§ak mutaci v DNA vazebné doménég. Tato mutace Gplné
rusi schopnost specifického rozeznani MRE (Ogata et al., 1994). V buiikach infikovanych
retrovirovou variantou v-myb-L3,4A-HAER nebo v-myb-N118D-HAER byl fuzni protein
v-Myb syntetizovan ve srovnatelném mnozstvi (obrdazek 22C). Konstrukty byly

transfekovany do CEF, virus z konstruktl byl tkdfiovymi kulturami produkovan do média.
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Finalni zasobni roztok byl koncentrovan na filtrech tak, aby obsahoval 10%/ml virovych
castic (Karafiat et al., 2007). Infekce potom bylo dosazeno pfidanim malého objemu

zasobniho média s virusem do jiz pfipravenych kultur v ¢erstvém médiu.
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Obr. 22 - Konstrukty mutant v-Myb, schéma a aktivita

(A) Schématické znazornéni konstrukti mutant v-myb-L3,4A-HAER a v-myb-L3,4A-N118D-HAER.
DBD = DNA vazebna doména, * = mutace L3,4A a N118D, LZ = leucinovy zip, HA = 2 hemaglutininové
epitopy, ER = mySi estrogenovy receptor s mutaci G525R. (B) Transkripéni aktivita proteint
v-myb-L3,4A-HAER a v-myb-L3,4A-HAER zavislda na 4-OHT v tranzientné¢ transfekovanych CEF
nesoucich luciferazovy Myb-responzivni reportér. (C) Detekce fhznich proteini v-Myb ve stabilné
transfekovanych CEF. Fuzni proteiny o velikosti 85kDA byly detekovany anti-HA protilatkou. Na gel bylo
vzdy nanaseno stejné celkové mnozstvi proteinu. (D) Suspenzni kultura bun¢k z kuieci kostni dfené 14 dni
po infekei retrovirem v-myb-L3,4A-HAER. V nepfitomnosti 4-OHT se hromadi pfevazné makrofagy (horni
panel), zatimco po aktivaci 4-OHT pievladaji nezralé transformované monoblasty (spodni panel).
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4.2.2 Mutanty v-Myb-L3,4A prispivaji k diferenciaci melanocyti

Ptedbézna pozorovéani na buiikkdch NL infikovanych rliznymi variantami v-Myb
potvrdila jeho vliv na vyvoj melanocytii. Buniky pouzité pro tyto experimenty byly ziskany
z infikovanych explantovych kultur. Po mechanickém odstranéni explanti po 3 dnech
kultivace zlstala v kultufe smés buné€k NL z obou vIn migrace, neurony a glie i melanocyty.
Ukazka ptirozeného vyvoje melanocytli in vivo a in vitro a vyvoje ovlivnéného v-Myb je

zndzornéna na obrazcich 23 a 24.

Obr. 23 - Melanocyty

(A) Zaklady peti ve vyvijejici se kazi kufeciho embrya s viditelnymi ostrtivky pigmentu, ktery vytvareji
melanocyty pochazejici z neuralni listy. (B) ZvétSeny vyrez jednoho pupenu vyvijejiciho se pera, na obrazku
A oznaceny obdélnikem. (C) Kolonie bun¢k vyputovanych z jednoho explantu v kultufe bun€k neuralni listy
infikované v-Myb a zvétSené pod binokularni lupou, melaninova granula produkovand melanocyty jsou
viditelna ve svétlém poli. (D) Prirozena kultura bun€k neuralni listy ziskana z explantu neuralni trubice,
pomér melanocytti je mnohem mensi nez v piipadé plisobeni v-Myb. (E) Granula melaninu viditelna
ve svétlém poli v kultufe melanocytd. (F) Melanocyty a meloblasty v kultufe bunék neuralni listy infikované
v-Myb po delsi kultivaci.
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kontrola

Obr. 24 - Vliv proteinu v-Myb na vyvoj bunék NL

Makroskopicky pohled na explantovou kulturu buné¢k NL. Viditelné tmavé skvrny zplsobuji granula
melaninu v pigmentovych bunkach. Zleva: Buinky v kultufe infikované retrovirovym vektorem pNeoO
bez ptitomnosti v-Myb, buiiky infkované pNeo-v-myb v ptitomnosti divokého typu v-Myb, buiiky infikované
pNeo-v-myb-L3,4A v pfitomnosti mutovaného proteinu v-Myb po delsi kultivaci.

Nejprve bylo tfeba se ujistit, Ze mutace L3,4A nenaruSuje schopnost proteinu
v-Myb smétovat buiiky NL do melanocytarni linie. Buiiky byly tedy infikovany variantami
divokého wt-v-myb a mutovaného L3,4A-v-myb virového vektoru, které produkuji neftizni
proteiny. Na obrazku 25A je ukéazéano, ze mutanta [.3,4A 1 nadéle aktivuje diferenciaci
melanocyti podobné jako wt-v-myb, ale ztraci schopnost je transformovat, takze
se v kultufe nevytvaii hrozny kulatych nezralych bunék jako je tomu u divokého typu
(obrazek 25A). Mutanta v-myb-L3,4A-HAER vykazovala vliv na diferenciaci melanocyta,
podobné  jako tomu  bylo v ptipadé¢  myeloidnich  bunék. Mutanta
v-myb-L3,4A-N118D-HAER zadny takovy vliv nevykazuje (obrazek 25B). V podstate
vSechny buniky v téchto kulturach exprimovaly epitop HNK-1, ktery je charakteristicky pro
casné buitkky NL (obrazek 25C).
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Obr. 25 - Mutanty v-Myb aktivuji diferenciaci bunék NL na melanocyty nezavisle na MRE

(A) Buiky neuralni listy v kultufe po infekci prazdnym kontrolnim retrovirem (nalevo), retrovirem nesoucim
wt-v-Myb (uprostied) a mutantu L.3,4A (napravo). Tmavé bunky jsou pigmentové buiiky obsahujici melanin.
(B) Po pfidani 200 nM4-OHT se v kultufe infikované v-myb-L3,4A-HAER hromadi pigmentové bunky
(pravy panel), zatimco v kultufe infikované v-myb-L3,4A-N118D-HAER se témét nevyskytuji. Usecka
50 um. (C) Reprezentativni ukazka kultury bunék NL po reakci s protilatkou proti epitopu HNK-1
(horni panel). Stejny obraz ve fazovém kontrastu (spodni panel), usecka 50 um (Starostova et al., 2014).

4.2.3 Mikrocipova analyza

Kultury bunék NL byly infikovany retroviry v-myb-L3,4A-HAER
a v-myb-L3,4A-N118D-HAER. Po 80 hodinach od infekce byl do kultur pfidan tamoxifen.
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Po 4 h v pfitomnosti tamoxifenu byla z bunék z obou kultur izolovana RNA a pfedéna
na analyzu profilu genové exprese. Kazda kultura obsahovala buiiky ziskané z explanti
neuralnich trubic z ptiblizn¢ 12 embryi. Vzhledem k relativné malému mnozstvi bunck NL
v kulturach bylo nutné trojité opakovani experimentu pro ziskani dostateného mnozstvi
materidlu na jednu mikro¢ipovou analyzu, tzn., ze jeden vzorek byl ziskan z ptiblizné 36 40
embryi, coz samo o sob¢ eliminuje variabilitu v expresi, kterou by bylo mozné ocekavat
ujednotlivych embryi. Celkem byly pfipraveny tfi nezavislé vzorky RNA
pro v-myb-L3,4A-HAER  +  4-OHT a tii  nezavislé  vzorky = RNA
pro v-myb-L3,4AN118D-HAER + 4-OHT. Genova exprese byla analyzovéna na Cipech
Affymetrix GeneChip Chicken Genome Arrays. Za signifikantni byly povazovany jen
zmeény, které dosahly vice nez dvojnasobek primérného rozdilu v normalizované intenzité
a hodnotu p-value mély 0.05 nebo nizsi. Ze srovnani vyplynuly 3 geny se zvySenou expresi
(SLC25A37, NKX3-2 a GREM2) a 7 gent se snizenou expresi (VNNI1, EVPL, TAARI,
KRT19, Cllorf34, SLC2A9 a BMPS), které spliovaly vySe zminénd kritéria (obrdzek
26A). Pro ovéteni téchto vysledkli byla na stejné sadé mRNA provedena analyza PCR
v redlném case pro geny GREM2,NKX3.2, KRT19, VNN1 a TAARI1 (obrazek 26B).

A B
NI GREM2

-~ o888 7.0

P R e ® v 6.0 |
S8 :5:zzz £ 50 |
[ I N I O N SLC25A37(2.6) @ 4.0
I N N N W NKX3-2 (2.5) € 3.0
I N N B B M GREM2  (2.1) § 20
mmmEEEn 36 ¢ 0] ]
[ N N N N A EVPL (-2.7) ' N118D wt DBD
I N O N TAAR1T (-2.7)
[ O N N KRT19  (-2.5) 14 KRT19
DN N N NN VNNT O (-24) o
I N N N C1orf34 (-2.2) § 'O |
I N N N SLC2A9  (-2.1) S 08 |
I N W BMPS (-2.0) 2 e

3 11 Z 04 {
1 1 1 1 1 1 1 1 | ° g.g

normalizovana aktivita (stupnice log2) N118D wt DBD

78



Obr. 26 - Profil genové exprese bunék NL infikovanych konstrukty v-myb-HAER a aktivovanych
4-OHT

(A) Buiiky NL nesouci alelu v-myb-L3,4A-HAER divokého typu (WT) nebo v-myb-L3,4A-N118D-HAER
(N118D) byly sklizeny 4 h po aktivaci 4-OHT a analyzovany na ¢ipech Affymetrix GeneChip Chicken
Genome Arrays. Barvy reprezentuji hladiny genové exprese podle detekované intenzity signalu z
mikrogipové analyzy (vynesené hodnoty jsou zlogaritmovany). Cisla v zdvorkach indikuji, kolikrat je vétsi
rozdil normalizované intenzity mezi vzorky wt a N118D. (B) Analyza qPCR hladin exprese indikovanych
genll ve stejné sadé vzorkid potvrzuje vysledky z ¢ipt. Hodnoty relativni exprese byly normalizovany, takze
vzorek N118D se rovna 1,0 pro kazdy gen.

4.2.4 Gremlin 2

Nejprve bylo nutné zodpovédét, zda gen gremlin 2 obsahuje promotor citlivy
na transaktivaci proteinem v-Myb. Z experiment 5'-RACE byly ziskany produkty DNA
ze které Ize vyvodit, Ze blizké ostrivky CpG nemaji promotorovou funkci a ze promotor
je obsazen v oblasti 5-UTR transkriptu GREM2 (Cermak, nepublikovano). Putativni
V blizkosti byla také nalezena dvé MRE (=500 a +130 bp). Pro tcely dalsi analyzy byl
zkonstruovan reportérovy plazmid nesouci sekvenci putativniho promotorového mista
a jeho okolnich sekvenci (—540 az +215) ,,up-stream* od kddujici sekvence pro luciferazu.
Tento plazmid (p-gremlin-2-prom) byl pouzit pro tranzientni transaktivaéni pokusy.
Putativni promotor Gremlinu 2 spousti expresi reportérového genu a vykazuje signifikantni
zéavislost na v-Myb divokého typu, zatimco pro mutantu N118D zZadnou zavislost

nevykazuje (obrazek 27).
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Obr. 27 - Aktivace transkripce reportérového genu

K aktivaci transkripce luciferazového reportérového genu pod kontrolou fragmentu potencialniho promotoru
Gremlinu 2 (konstrukt pGREM2prom) dochézi v piipadé¢ wt-v-myb, zatimco v pfipadé mutanty N118D
k aktivaci nedochazi. Alely wt-v-myb a N118D-v-myb byly exprimovany z vektoru pCDNA3. Prazdny
vektor pCDNA3 byl pouzit jako kontrola.

Dalsi experimenty mély prokazat, zda v-Myb aktivuje transkripci Gremlinu 2
v neurdlnich bunikach v oblasti trupu kufeciho embrya. Embrya ve stddiu HH10-11 byla
elektroporovana vektorem pCLAG2-v-myb a po 24 a 48 h analyzovana technikou in situ
hybridizace na celém embryu (WISH). Endogenni mRNA Gremlinu 2 byla spise
nedetekovatelna (obrazek 28A), snadno detekovatelnda byla mRNA Gremlinu 2
produkované z elektroporovaného expresniho vektoru pGR2 (obrazek 28C). Dale byl
do kutecich embryi ve stadiu HH10-11 elektroporovan vektor pCLAG2-v-myb, WISH
byla provedena po 24 h. V misté vpichu byla detekovatelna mRNA Gremlinu 2 a dale
v malych klastrech bun€k pravdépodobné putujicich lateralné z elektroporované casti
neuralni trubice (obrazek 28B). Z téchto pokusli vyplyvd moznost, Ze v-Myb aktivuje
transkripci gremlinu 2 také in ovo. Syntéza mRNA a proteinu v-Myb ve tkénich
elektroporovanych vektorem pCLAG2-v-myb byla ukazana v paralelnich experimentech

(obrazky 28D a 28E).
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Obr. 28 - Detekce bunék syntetizujicich mRNA Gremlinu 2 v kufecim embryu

(A) S vyuzitim techniky WISH byla ukazana absence mRNA Gremlinu 2 v neuralni tkani v oblasti trupu
u kufeciho embrya ve stadiu HH21 — dorzéalni pohled (NT — neurélni trubcie, So, somit). (B) Detekce
mRNA Gremlinu 2 v kufecim embryu elektroporovaném expresnim vektorem pCLAG2-v-myb (stadia
HH10-11), analyzovano 24 h po elektroporaci — dorzalni pohled. Malé Sipky ukazuji na oblast pozitivni
na Gremlin 2 a na pozitivni migrujici bunky. (C) Detekce mRNA Gremlinu 2 v neuralni trubici kufeciho
embrya svyuzitim techniky WISH (stddia HH10-11) elektroporované expresnim vektorem
pCLAG2-gremlin-2, analyzovano 24 h po elektroporaci — dorzalni pohled. (D) Detekce mRNA v-Myb
po elektroporaci vektorem pCLAG2-v-myb. Experiment proveden stejné jako u (C). (E) Analyza ,,Western
blot* proteinu v-Myb v ¢asti neuralni trubice elektroporované pCLAG2-v-myb. Jako kontroly byla pouzita
embrya elektroporovana vektorem pCLAG2-0, ktery nenese v-myb, analyza ,,Western blot* byla provedena,
jak je popsano jinde (Karafiat et al., 2005). Sipka s pierusovanou &arou piedstavuje jehlu, kterou byla
provedena injikace expresniho vektoru. Znaménko plus (+) oznacuje elektroporovanou stranu neuralni
trubice.

81



Dalsi otazkou bylo, zda Gremlin 2 mize zprostfedkovat vliv proteinu
v-Myb i v buitkach NL. Gremlin 2 (nebo také PRDC, DAND3) je jednim z antagonistii
BMP z rodiny Cerberus/DAN. Tento vysoce konzervovany protein o velikosti 17 kDa byl
poprvé objeven na mysich (Minabe-Saegusa et al., 1998). Konzervovanost jeho proteinové
sekvence je mezi Clovékem a kufetem vice nez 83%. Gremlin 2 pracuje ve spojeni
se signalizaCnimi drahami wnt/B-catenin a BMP (Im et al., 2007; Klapholz-Brown et al.,
2007; Zuniga et al., 2011). Nekteré studie predpokladaji jeho roli v dorzoventralnim
formovani facidlni kostry u rybicky Danio rerio (Zuniga et al, 2011), v inhibici
osteoblastické¢ diferenciace v mysSich (Ideno er al, 2009) a vregulaci neurogeneze
v plakodé¢ kutecich embryi (Kriebitz ef al., 2009). V soucasnosti neni mnoho zndmo o jeho
roli v NL. Jakozto antagonista BMP by Gremlin 2 mohl navySovat mnozstvi
melanogennich bunék v kulturach kufeci NL skrze inhibici BMP-4. Protein BMP-4
podporuje vyvoj glii a neuronll na tkor melanocytl in vitro (Jin et al., 2001). Aby bylo
mozno prokazat, zda samotny Gremlin 2 dokazZe aktivovat geneticky program diferenciace
pigmentovych bunék a zda dokaze nahradit transkrip¢éni regulaci v-Myb v melanogenezi
bunék NL, byl sestrojen retrovirovy expresni vektor nesouci celodélkovy transkript cDNA
Gremlinu 2 a exprimovan v kulturdch bunék NL in vitro. Bylo provedeno nékolik
nezavislych pokusti, ale neprokézaly Zadnou signifikantni zménu v akceleraci diferenciace
melanocytli. Retrovirovy vektor nesouci Gremlin 2 byl také elektroporovan do neuralnich
vall kufecich embryi ve stadiu HH10-11 a vizualizovany bunky exprimujici Gremlin 2
(obrazek 28C). Z pokust vyplynulo, Ze je nepravdépodobné, Ze by Gremlin 2 sam spoustél
komitment melanogenni linie bunék a diferenciaci v NL, nicméné pravdépodobné piispiva

k regula¢ni masinerii formovani melanocytt jako antagonista BMP.

4.2.5 DalSi geny vykazujici zvySenou expresi

Mezi dal§imi geny vykazujicimi zvySeni exprese vice nez dvakrat byly SLC25A37
a NKX3-2 (obrazek 26A). Protein SLC25A37 je transportér zeleza ve vnitini
mitochondridlni membran¢ a NKX3-2 gen homeoboxu, ktery se pravdépodobné ucastni
kosterniho vyvoje. V soucCasné dobé neexistuje zadna studie, ktera by je uvadéla

do souvislosti s vyvojem NL.
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4.2.6 Geny se sniZenou expresi

KRT 19: Proteiny Myb indukuji EMT v kufecim neuroepitelu a napomahaji
formovani migrujicich bunék NL Pro EMT je charakteristickd ztrata bunécné adheze
a apikalné-bazalni polarity, zvySeni exprese mezenchymalnich gentli, reorganizace
cytoskeletu, narast motility a zvySend odolnost k apoptoze. Pfi EMT dochazi ke snizeni
exprese geni KRTS, KRT18 a KRT19, které kdduji epitelidlni cytokeratiny (Tomaskovic-
Crook a Crook, 2011).

BMP5: Podle souhrnu analyz WISH z databaze Geisha
(http://geisha.arizona.edu/geisha/) je mRNA proteinu BMP 5 exprimovéana v kufecim
embryu v rtiznych stadiich vyvoje v ledvinach, jatrech, mezenchymu koncetin, neuralni
trubici a dalsich tkdnich. BMPS je nezbytny pro vyvoj ledvin. Bylo prokazano, zZe in vitro
zmirfiuje v proximalnich tubuldrnich bunikach proces EMT navozeny TGF-83 (Bramlage et
al., 2011). Na zaklad¢ téchto pozorovani je mozné usuzovat, ze KRT19 a BMP5 mohou
fungovat podobnym zpisobem i v buiikdch NL a snizeni exprese téchto geni mize
ptispivat k progresi EMT v bunécnych kulturdch odvozenych od NL infikovanych
proteinem v-Myb.

4.2.7 Shrnuti

S vyuzitim vySe zminénych postupti a kultur multipotentnich bunék kufeci NL bylo
mozno identifikovat geny modulované¢ aktivitou proteinu v-.Myb v ¢asném stadiu regulace.
Experimentalni strategie byla nastavena tak, aby byly zachyceny jen geny, které jsou
zavislé na specifickém navazani v-Myb a zaroven jsou aktivovany nebo reprimovany
do4 h po aktivaci v-myb-HAER. Studie poukdzala na 3 geny se zvySenou expresi
(SLC25A37, NKX3-2 a GREM?2) a 7 gent se snizenou expresi (VNNI1, EVPL, TAARI,
KRT19, Cllorf34, SLC2A9 a BMPS5) (obrazek 26A). Antagonista BMP-4 Gremlin 2 byl
analyzovan detailnéji, vzhledem k jeho mozné roli ve formovani melanocyti. Z vysledkt
lze vyvodit, Ze Gremlin 2 je cilovym genem v-Myb, ale nedokaZe v-Myb nahradit ve funkci
pfi tvorbé melanocytl, protoze Gremlin 2 sdm nedokdze piepnout builky NL

do melanocytarni linie.
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4.3 Signalizace v regulaci indukce ¢oc¢ky (Antosova et al., 2016)

Metody mikromanipulace s kufecimi embryi umoznuji presné¢ mistné a casove
fizenym zplisobem vnaset geny do embrya a nasledné vizualizovat a sledovat jejich expresi
v daném organu. V pfipadé nisledujici studie se jedna o metody ,,gain-of-function*
a ,,loss of-function” s vyuzitim LacZ jako reportérového genu. Bunécnou strukturou
manipulovanou s vyuzitim metody elektroporace in ovo v této studii bylo vyvijejici se oko

a cocka. Vysledky z kuteciho embrya byly vyuzity k doplnéni studie na mySim modelu.

4.3.1 Exprese Pax6 je redundantné zavisla na Meisl a Meis2

Hypotéza pro tuto studii byla zalozena na pozorovani, ze mysi deficientni v genu
meis 1 vykazuji v pozd¢jSich stadiich jen mirné zmény ve vyvoji ¢ocky (Hisa et al., 2004).
Vzhledem k tomu, Ze Meis 1 a Meis2 vykazuji podobny expresni vzorec, existuje moznost,
7e jeden protein zastupuje druhy, jsou tedy geneticky redundantni. Pro ovéteni této
hypotézy byla s pomoci Cre-Lox rekombinace sestrojena alela meis2 a zkouman vliv
kombinovaného vyfazeni obou proteinti Meis1 a Meis2 a potvrdilo se, ze samotny Meis2
neni esencialni pro vyvoj €ocky, zatimco Meisl/2 jsou pro spravny vyvoj redundantné
nezbytné. S vyuzitim metody chromatinové precipitace bylo prokazano, Ze homeoproteiny
Meis se vazou kromé¢ EE i1 na SIMO, vzdaleny ultrakonzervovany enhancer genu pax6.
Déle genova reportérova analyza in vivo prokdzala specifickou aktivitu enhanceru SIMO
v Cocce, kterd je zavisld na piitomnosti tfi vazebnych mist pro Meis. Tato mista jsou

konzervovana od ¢lovéka az po zebfiCku (Danio rerio) (obrazek 29A).
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Obr. 29 - Proteiny Meis se vaZou na element SIMO genu pax6 in vivo

(A) Schéma lokusu pax6, ¢erna poli¢ka na horni strané osy znazoriuji exony, ¢erna poli¢ka na spodni strané
osy znazornuji nasledujici gen elp4. Ektodermovy enhancer (EE) je oznagen Cervenym ovalem, enhancer
SIMO je oznacen zlutym ovalem. Detail ukazuje vysoce konzervovanou ¢ast SIMO napfi¢ Zivo¢iSnymi
druhy. SIMO obsahuje pét predpokladanych vazebnych mist pro Meis, tfi z nich, SIMO B, SIMO C
a SIMO_D, byla nalezena ve vysoce konzervované ¢asti SIMO (oznaceno zluté). (B) Nukleotidové sloZeni
vybranych predpokladanych mist nalezenych v SIMO a jejich srovnani s konseznim vazebnym mistem
pro Meis a vazebnym mistem pro Meis nalezenym v EE. (C, D) Vysledky chromatinové imunoprecipitace
fragmenti DNA navazanych na Meis provedené se smési specifickych protilatek proti Meisl a Meis2
na chromatinu ziskaném z celych embryi ve stadiu E10,5 (C) nebo z epitelidlnich bun¢k ¢ocky z a TN4 mysi
(D). Vysledky prokazaly jednozna¢né navySeni na enhanceru SIMO (C, D). Chybové usecky vyznacuji
hodnoty standardnich odchylek, *p a **p oproti kontrole zpracované Studentovym ¢-testem (Antosova et al.,
2016).

Delece v oblasti SIMO pouZité v experimentech in vivo poukazaly na vzajemnou
redundanci Meis a EE a umoznily hloubé&ji porozumét funkci SIMO ve vyvoji cocky
(obrazek 29B). V ptipadé soubézné delece SIMO a EE in vivo viibec nedochéazelo k tvorbé
c¢ocky, coz dale potvrdilo dilezitost téchto dvou strukturdlné obdobnych enhancert
pro regulaci Pax6 v indukci Cocky. Tato prace prokéazala existenci dvou nezavislych
a ¢astecné redundantnich enhancerti zavislych na Meis, ¢imZ poukéazala na neocekdvanou

robustnost regulacniho systému ve vyvoji cocky.
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4.2.2 Elektroporace do vyvijejiciho se oka kufeciho embrya in ovo

Kufeci embrya byla elektroporovana do o¢niho vacku ve stadiu HH10-11 tak,
aby elektrické pole zahrnovalo vyvijejici se opticky vacek a nastaveni elektrod odpovidalo
sméru pozadované introdukce konstruktu do tkan¢ (obrazek 16). Embrya byla
po elektroporaci dale inkubovana do E3, v této dob¢ jiz je u nemanipulovanych embryi
kompletn¢€ vytvoiena ¢ocka, pak byla sbirana jako ,,whole-mount®, fixovana a barvena

pomoci B-galaktosidazy

4.2.3 Konstrukty SIMO a jejich funkce ve vyvijejicim se oku kureciho embrya

Konstrukty DNA obsahujici bud’ enhancer SIMO divokého typu (SIMO WT) nebo
enhancer simultdnné¢ mutovany v konzervovanych vazebnych mistech pro Meis SIMO_B,
SIMO C a SIMO_D (SIMO MUT) byly elektroporovany in ovo do oblasti vyvijejiciho
se oka kufeciho embrya ve stddiu HH 10-11. Elektroporovand embrya byla sklizena
ve stadiu HH 20-21 a testovana na B-galaktosidazovou aktivitu. U SIMO divokého typu
byla pozorovana dostatecnd exprese reportérového genu LacZ ve vyvijejici se Cocce
(obrazek 30C a 30E, obrazek 31), zatimco u konstruktu SIMO s mutaci ve vSech tifech
vazebnych mistech pro Meis k expresi reportérového genu nedochéazelo (obrazek 30D
a 30F, obrazek 31). DalSim cilem bylo stanovit, jak pfispivaji jednotlivd vazebnd mista
pro Meis k aktivit¢ enhanceru SIMO. Mutace pouze ve vazebném misté SIMO B m¢éla
za nasledek sniZeni exprese reportérového genu v ¢occe oproti divokému SIMO WT,
mutace soucasné v mistech SIMO_B a SIMO_C vedla k uplné ztraté¢ specifické exprese
reportérového genu v cocce (obrazek 32A). Tato data poukazuji na dalsi efekt téchto tii
vazebnych mist pro Meis na aktivitu enhanceru SIMO. Sekvence vazebnych mist pro Meis
(TGACAA v SIMO_B, SIMO_C a SIMO_D) v enhanceru SIMO divokého typu se pfesné
neshoduje s motivem optimalni sekvence vazebného mista pro Meis TGACAG
(http://jaspar.genereg.net/), z cehoz vyplyva, Ze mohou piedstavovat mista se stfedni
afinitou. Za ucelem vyhodnoceni funk¢éniho vyznamu téchto neoptimalnich vazebnych mist
pro Meis v ¢occe byly sestrojeny reportérové konstrukty exprimujici LacZ pod kontrolou
minimalniho promotoru hsp68 fluzovaného snejvice konzervativni oblasti mySiho
enhanceru SIMO (déle oznacovany jako minSIMO) obsahujici bud’ optimalizovana
vazebna mista pro Meis nebo divoky typ. Jak je ukazano na obrazku 32, zaména vazebné
sekvence pro Meis divokého typu v SIMO B, SIMO_C a SIMO_D za optimalni vazebnou

sekvenci vedla ke zvySeni hladiny exprese ve vyvijejici se cocce. Tato data jsou v souladu
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s klicovou funkci proteini Meis v regulaci SIMO a naznacuji, Ze silnd, ale zaroven
omezena aktivita enhanceru SIMO zavisi na spole¢ném vlivu téchto tii vazebnych mist pro
Meis se slabsi afinitou. Nedévna studie modelového enhanceru ukazuje, ze specifita
enhanceru zavisi na kombinaci neoptimalnich rozpoznavanych motivi, ¢imz je zddoucim
zpusobem snizovana afinita. Zadména vazebnych mist s nizsi afinitou za motiv piesné
odpovidajici konsenzu ma za nasledek robustni, ale ektopickou genovou expresi (Farley et
al., 2015). Pro ziskani hlubsiho vhledu do stavby enhanceru byla s vyuZzitim databaze
JASPAR (http://jaspar.genereg.net/) prohleddna nejvice evoluéné konzervovana oblast
SIMO (oblast minSIMO) a nalezena konsenzni vazebna mista pro dal$i transkripéni
faktory. Byla identifikovana mista pro Six3, Ets/Tead, Maf a transkripcni faktory
obsahujici homeodoménu (obrazek 32C). Mistné-specifickou mutagenezi SIMO byly
vneseny dvounukteotidové zmény do konzervovanych useki konsenzniho vazebného mista
(LOGOs v databazi JASPAR). Déle byla provedena mutageneze evolu¢né konzervovanych
usektt GCTC ptitomnych v SIMO vSech analyzovanych druhii (obrazek 29A). Reportéroveé
genoveé konstrukty exprimujici LacZ pod kontrolou minimdlniho promotoru hsp68
fazovanym bud’ s enhancerem divokého typu nebo s enhancery mutovanymi ve vazebnych
mistech pro kazdy s nalezenych transkripénich faktorti byly vneseny do oka kufeciho
embrya ve stddiu HH10-11 elektroporaci in ovo. Kromé mutaci ve vazebnych mistech
pro Meis SIMO B a SIMO_C (obrazek 32A) nevedla zadna z mutaci k iplnému zruSeni
aktivity reportérového genu specifického pro cocku. K vyrazn&jSimu sniZeni exprese
reportérového genu doslo v pfipadé mutace vazebného mista pro Six3 (obrazek 32C),
z ¢ehoz lze usuzovat, ze Six3 ma podobny vliv na funkci enahanceru SIMO jako na funkci
EE (W. Liu et al., 2006). Mutace ve vazebnych mistech homeodomén HD1 a HD2 vedla
k mirnému poklesu aktivity reportéru, coz neplatilo pro mutaci v HD3 (obrazek 32C).
V souhrnu vysledky experimentt na kufecim embryu demonstruji dlezitost transkripéniho

faktoru Meis pro aktivitu enhanceru SIMO.
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Obr. 30 - Genova reportérova analyza SIMO divokého typu a mutovaného enhanceru v kureti

(A, B) Schématické zobrazeni konstruktu reportéru, ktery byl pouzit po elektroporaci kutecich embryi in ovo.
Konstrukt nese divoky nebo mutovany element SIMO ,upstream* od minimalniho promotoru Asp68
a otevieny Cteci ramec B-galaktosidazy. V mutovaném SIMO byla vazebna mista pro Meis zru$ena vnesenim
specifickych jednobodovych mutaci, které méni rozpoznavaci sekvenci Meis TGACAG/A na TcACAG/A.
(C=£F) Zobrazeni ,,whole-mount* kufecich embryi nebo histologickych fezii oka z embryi ve stadiu HH21-22
po galaktosidazovém barveni elektroporované bud’ (C, E) divokym typem nebo (D, F) mutovanym
fragmentem SIMO. Pozitivni barveni X-gal koreluje s aktivitou reportérovych konstruktii. Zatimco fragment
SIMO divokého typu podporuje expresi konstruktu v ¢occe, mutovany fragment SIMO nikoliv (Antosova et
al., 2016).
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Obr. 31 - Prehled aktivity enhanceru SIMO divokého typu a mutovanych enhanceri v kufeti

(A) Prehled ,,whole-mount” kufecich embryi barvenych X-gal elektroporovanych divokymi nebo
mutovanymi fragmenty SIMO. (B) Histologické fezy okem zobrazenych embryi. (C) Kvantifikace
pozitivniho a negativniho barveni X-gal (lacZ) v elektroporovanych kufecich embryich (Antosova et al.,
2016).
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Obr. 32 - Charakterizace mutant enhanceru SIMO pomoci reportérové genové analyzy v kufeti
(A-C) Kuteci embrya ,,whole-mount* barvend X-gal (stddium HH20-21) vykazuji expresi reportérového genu
lacZ pod kontrolou minimalniho promotoru Asp68 fizovaného s divokym nebo mutovanym mySim
elementem SIMO elektroporovanym do oblasti vyvijejiciho se oka kufeciho embrya ve stadiu HH10-11.
V kazdém panelu je vyznacen pocet embryi vykazujicich expresi. (A) Ptispéni jednotlivych vazebnych mist
pro Meis k aktivité enhanceru SIMO. Reportérové genové konstrukty nesouci SIMO divokého typu SIMO
(SIMO WT), SIMO s mutaci v jediném vazebnim misté pro Meis (SIMO MUT-SIMO_B) nebo ve dvou
vazebnych mistech pro Meis (SIMO MUT-SIMO_BC) byly pouzity pro elektroporaci in ovo. Barveni X-gal
kufeci embrya ,,whole-mount* demonstruji efekt mutovanych vazebnych mist pro Meis na reportérovy gen.
Mrazové fezy oblasti oka zobrazuji pokles exprese lacZ u jediného mutovaného vazebného mista pro Meis
(SIMO_B) a uplnou ztratu exprese specifické pro ¢ocku v pfipadé soucasné mutace dvou vazebnych mist
pro Meis (SIMO_BC). (B) Optimalitovana vazebna mista pro Meis zvySuji aktivitu enhanceru SIMO.
Kontrukty s reportérovym genem nesouci minimalni SIMO divokého typu (minSIMO WT) nebo minimalni
SIMO, v némz jsou pfirozend vazebna mista pro Meis TGACAA zaménéna za optimalizovanou vazebnou
sekvenci TGACAG (minSIMO optimalMeis) byla elektroporovana in ovo. Barveni X-gal celych embryi
ukazuje, ze piitomnost optimalizovanych vazebnych mist pro Meis v SIMO mirné zvysila expresi
reportérového genu. (C) Efekt vybranych mutaci v potencialnich vazebnych mistech pro dalsi transkripéni
faktory na enhancer SIMO. Konstrukty DNA obsahujici SIMO divokého typu (SIMO WT) nebo enhancer
nesouci mutace v dal§ich nalezenych vazebnych mistech byly elektroporovany in ovo. Schématicka zobrazeni
vazebnych motiva transkripénich faktorG byla ziskana z databaze JASPAR. Mutované nukleotidy
ve vazebnych mistech pro jednotlivé transkripéni faktory jsou zvyraznény malymi Cervenymi pismeny,
nr = retina (angl. neural retina), le = ¢ocky (angl. lens) (Antosova et al., 2016).
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Obr. 33 - Tvorba a charakterizace mySi nesoucich deleci SIMO

(A) Schématické znazornéni lokusu pax6 s vyznacenymi exony pax6 (Cerna policka na horni strané osy)
anasledujici gen Elp4 (Cerna poli¢ka na spodni strané osy). Ektodermalni enhancer (EE) je vyznaden
Cervenym ovalem, enhancer SIMO je vyznacen zlutym ovalem. Pozice rozpoznavaci sekvence pro TALEN
je znazornéna ve vztahu autoregula¢nimu elementu Pax6 (Bhatia et al., 2013) na $edém pozadi a vazebna
mista pro Meis1/2 SIMO B, SIMO Ca SIMO_D (vSechna na zlutém pozadi). (B) Zobrazeni celych kufecich
embryi barvenych B-galaktosidazou ve stadiu HH21-22 elektroporovana divokym nebo mutantnim SIMO
nesoucim mutaci nalezenou v mysi linii #710. Pozitivni barveni X-gal odpovida aktivité reportérovych
konstruktd (Antosova et al., 2016).
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Obr. 34 - U EE a SIMO byla pozorovana aditivni enhancerova aktivita specificka pro ¢ocku

(A) Schématické zobrazeni lokusu pax6, znazorijici exony pax6 (Cerna policka na horni strané¢ osy)
a nasledujici gen Elp4 gene (Cerna policka na spodni strané osy). Ektodermalni enhancer (EE) je vyznacen
¢ervenym ovalem, enhancer SIMO je vyznaCen zlutym ovalem. (B,C) Reportérové genové konstrukty
(zobrazeny schematicky) nesouci jen SIMO nebo jen EE nebo kombinaci obou enhancerti byly pouzity pro
elektroporaci s cilem pozorovat vliv téchto enhancerti genu pax6 na silu a specifitu exprese. Kombinace EE
a SIMO (EE + SIMO, minEE + minSIMO) zaji§tuje v porovnani se samotnym SIMO nebo samotnym EE
silnou expresi reportérového genu. Minimalni EE (minEE) zajistuje silngj$i expresi reportérového genu nez
minimalni SIMO (minSIMO) a dvé nasledujici kopie enhanceru SIMO za sebou (minSIMO 2x) vykazuji
nejsilngjsi expresi z variant enhancert testovanych v tomto experimentu. Pomér embryi vykazujicich expresi
je vyznacen (Antosova et al., 2016).

4.2.4 Shrnuti

Tato prace prokazuje zdsadni vliv Meisl a Meis2 na €asny vyvoj sav¢iho oka
a poukazuje na oc¢ividnou robustnost regulacniho mechanizmu, v némz dva ,,stinové
enhancery” s podobnou molekularni stavbou udrzuji potfebné hladiny genu pax6, jehoz
pusobeni béhem indukce cocky je velmi citlivé na jeho mnozstvi v buiice. Donedavna
nebylo mozné studovat kombinované pisobeni proteini Meisl/2 na indukci CoCky
a expresi Pax6 in vivo, protoze nebyla k dispozici vhodna ,,knock-out* alela Meis2. Pro tuto
praci byla GispéSné zkonstruovana a diky ni bylo mozné studovat simultanni vyrazeni Meis1
a Meis2 v presumptivnim ektodermu ¢ocky, které vyustilo v selhani tvroby plakody cocky
a znacné snizeni exprese Pax6 a Six3 v oblastech ptfedpokladaného vzniku ¢ocky. Na rozdil

od téchto genl ziistala exprese Sox2 v Meisl/Meis2-mutovaném ektodermu nezménéna.
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Exprese Meis2 byla detekovana v ¢asnych fazich vyvoje ¢ocky. Je velmi pravdépodobné,
ze Meis1 a Meis2 plni svou redundantni funkci pouze ve specifickych vyvojovych stadiich
a procesech. Vysledky ukazuji, ze Meisl i Meis2 jsou exprimovany v ¢asném vyvoji oka

a jsou pro n¢j zasadn¢ dulezité.
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Obr. 35 - Soucasny model transkrip¢ni regulaéni sité Fidici proces indukce savéi co¢ky
Pfimé interakce jsou vyznaCeny plnymi Carami, pferusované Cary vyznacuji mozné interakce vyvozené
z experimentd vyuzivajici metody ,,gain-of-function® a ,,loss-of-function* (Antosova et al., 2016).
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4.5 Kureci embryonalni retina jako model pro studium lokalizace shRNP

Metodika elektroporace do kufeciho embryondlniho oka byla upravena
pro rozsifeni studie tykajici se mutaci genu hPrp31 u lidského onemocnéni retinitis
pigmentosa (Huranova et al., 2009). Studie byla provedena na bunécnych kulturach HeLA
a dal$i pokusy na izolovanych kutecich fotoreceptorech a vyvijejici se retiné mély poslouzit
pro rozsifeni studie na relevantnéjsi model. Cilem experimentalni prace autorky bylo

zajistit vhodny material a dale ho zpracovat a kultivovat.

4.5.1 Zpracovani embryonalni retiny

Podle tabulky vyvojovych stadii (Hamburger a Hamilton, 1951) zacina vyvoj oka
u kuteciho embrya ve stddiu HH9 vytvorenim optického vacku. Plakoda ¢ocky je ptitomna
ve stadiu HH14 a o¢ni poharek je plné vyvinut ve stadiu HH15, coz odpovida zhruba
E2-2,5. Kufeci embrya byla elektroporovana pievazné ve stadiu E3 nebo mirné starsi.
U embryi v E4 je jiz vyvinuta RPE. Do vyvijejiciho se oka byla vstiiknuta elektroporacni
smes tak, Ze vyplnovala prostor mezi ¢ockou a retinou. Nastaveni vlastni elektroporace
je schematicky zobrazeno na obrazku 17.

V retiné se vyskytuji fotoreceptorové buiky, které 1ze vizualizovat na zaklad¢ jejich

genové exprese ruznymi protilatkami. Na uvedeném piikladu je vyuzito barveni

fotoreceptorovych bunék a ¢ipkit (obrazek 36).

7 ‘! % L /
.

Obr. 36 - Vizualizace riznych typi bunék v primarni retinalni kultui‘e

Primarni bunky v kultufe byly barveny (A, D) DAPI pro vizualizaci jader a s pomoci protilatek proti (B, E)
CRX za ucelem vizualizace fotoreceptorovych buné¢k a proti (C, F) visininu za ucelem vizualizace Cipkd.
(G) Prekryv fluorescencnich snimkl. Zpracovala Zuzana Cvackova.
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Kufeci embrya byla elektroporovana bud’ kontrolnim plazmidem GFP-RCAS nebo
konstrukty GFP-AD29-RCAS a GFP-WT31-RCAS. Elektroporovana embrya byla
sklizena vestadiu E8, tzn. 4 az 5 dni po elektroporaci a ziskané retiny byly bud’ zpracovany
vcelku jako tzv. ,,flat-mount* (obrazky 37, 38 a 39) nebo dale zpracovany na primarni

fotoreceptorové kultury (obrazky 40 a 41).

Obr. 37 - Kufeci embryonalni retina
Retina exprimujici GFP po elektroporaci GFP-RCAS izolovana z kufeciho embrya ve stadiu ES.

Obr. 38 - Retina ,,flat-mount*

Retina elektroporovand kontrolonim plazmidem GFP-RCAS zpracovand jako ,.flat-mount®. (A) Retinalni
flat-mount®, fluorescencni binokuldrni lupa. Stejna retina pod fluorescenénim mikroskopem, zvétSeni 10x
(B) a20x (C). Modie DAPI, zelen¢ GFP.
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Elektroporovana retina byla déale zpracovana na mrazové fezy a zachycena

na snimcich z fluorescen¢niho mikroskopu (obrazek 39).

Obr. 39 - Kryorezy elektroporovanou retinou
Ukazka mrazovych fezii 20 pm retinou elektroporovanou plazmidem GFP-RCAS. (A, B) Dva riizné fezy
retinou. Modfe DAPI, zelené GFP. Cervené obdélniky vyznacuji oblast zvétSenou na obrazcich C a D. Zde
je DAPI zaghyceno Cervené. Vyfezu na obrazku A odpovida obrazek C a vyfezu na obrazku B odpovida
obrazek D. Rezy a snimky zpracovala Zuzana Cvackova.

Tkanové kultury byly ziskany, jak je uvedeno v kapitole 3.15, a dale kultivovany
in vitro. Primarni retindlni buniky byly infikovany kontrolnim plazmidem (obrazky 40 a 41)
a mutovanou a nemutovanou verzi hPrp31, AD29 a WT31 (obrazek 41). Cilem pokusu
bylo pozorovat builky ve vyvijejici se retin€ in vivo a lokalizaci elektroporovanych
proteinti.

Z vysledkt imunoprecipitacni analyzy (provedla Z. Cvackova) vyplyva, ze divoky
typ hPrp31 v primarnich kutecich kulturdch vaze dalsi komponenty ribonukleoproteinoveé

castice U4/U6 di-snRNP, proteiny hPrp3 a hPrp4, zatimco mutovana verze tuto schopnost
ztraci (obrazek 42).
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Obr. 40 - Primarni kultura fotoreceptorovych bunék
Primarni fotoreceptorové bunky ziskané z retin kutecich embryi a infikované plazmidem GFP-RCAS (obé
pole). Modie DAPI, zelen¢ GFP. Snimky zpracovala Zuzana Cvackova.

Obr. 41 - Primarni kultury fotoreceptorovych bunék po infekci riznymi plazmidy

Kultury primarnich fotoreceptorovych bunék ziskanych z kufecich embryonalnich retin 7 dni po izolaci
a infekci. V horni fad¢ jsou fluorescenéni snimky kultur (A, B, C), ve spodni fadé odpovidajici snimky kultur
ve svételném poli (D, E, F). Kultury byly infikovany plazmidy GFP-RCAS (A, D), GFP-AD29-RCAS (B, E)
a GFP-WT31-RCAS (C, F).
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Obr. 42 — V embryonalnich kufecich fibroblastech se vaZe hPrp3 a hPrp4 na hPrp31

U bunék transfekovanych kontrolnim plazmidem GFP-RCAS je detekovatelna vysoka hladina exprese GFP
(vlevo nahofe i vlevo dole). V mensi mife je detekovatelnd i exprese GFP z vektord GFP-hPrp31-RCAS
a GFP-hPrp31-RCAS (vlevo dole). Z vysledki imunoprecipitacni analyzy vyplyva, Zze v builkdch
transfekovanych GFP-hPrp31-RCAS se vaze hPrp3 a hPrp4 na hPrp31, zatimco v kulturach infikovanych
plazmidem GFP-AD29-RCAS s mutovanym hPrp31 tomu tak neni (vpravo). Snul 14 je proteinem U5 snRNP

a U2B" je proteinem U2 snRNP. Imunoprecipitaci provedla Z. Cvackova.
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5. Diskuze

Kufteci model byl po celou historii moderniho ¢lovéka dalezitym nastrojem védy,
napomohl mnoha kli¢ovym objevim v mnoha védnich oblastech. Kufeci embryo
je jedinecny nastroj jak pro pozorovani piirozené¢ho vyvoje,
tak pro nejrtiznéj$i manipulace. Uz jeho podstata, vyvoj mimo télo matky, snadny ptistup,
dostatecna velikost a piehlednost, finan¢ni dostupnost a snadnd kultivace, pfedurcuje jeho
vyuziti ve vyzkumu. Pokusy na kufecim embryu shrnuté v této praci se dotykaji oblasti

molekularni, vyvojové a evolu¢ni biologie, genetiky a virologie.

5.1 Mikromanipulace a vizualizace

Prace je nejpodrobnéji zpracovana po strance metodické, coz souvisi
uz se samotnou podstatou hlavniho cile, jimz bylo obsahnout, pfizptisobit a zdokonalit
metodiku zpracovani a vizualizace kuieciho embrya jako néstroje pro genové manipulace.
Hlavni technikou zpracovanou k tomuto ucelu byla elektroporace in ovo, coz je metoda
nesmirn¢ variabilni a pfizplsobitelnd, a tak sjejim uchopenim pfisla spoluprace
na pomérné rozmanita témata. Jedno je vSechny spojovalo — vSestrannd vyuzitelnost

kufeciho embryonalniho modelu.

5.1.1 Nastaveni elektroporace v nasich experimentech

Prvnim krokem k uspé$né elektroporaci je vhodné nacasovani inkubace embryi.
Velmi ¢asnd embrya jsou mnohem citlivéjsi na jakykoli zadsah do vejce, coZ negativné
ovlivituje jejich preziti po manipulaci. Pro naSe nastaveni bylo idedlnim stadiem
pro elektroporaci do NT staddium HHI10-11. V této dobé uz je vyvinuto asi 10 somitl
a probiha putovani bun€k NL, ale napiiklad jeSté nezacala migrace budoucich melanocyti.
K expresi elektroporovaného genu dochazi béhem né&kolika hodin a mezi zasaZzené buiiky
po elektroporaci v tomto stadiu budou patftit prekurzory vSech bunéénych typa ucastnicich
se vyvoje NL v oblasti trupu. Pro elektroporaci presumptivniho ektodermu cocky
se vzhledem k procesu vyvoje oka u kufeciho embrya také ukazala byt nejvhodnéjsi stadia
HH10-11. V této dob¢ jesté neni vytvotena ¢ocka, ale buniky v oblasti ocniho vacku jsou
jiz predurceny se v coc¢ku vyvinout, a zaroveit embrya po elektroporaci v tomto stadiu

dobte ptezivaji. Casovani embryi pro elektroporaci retiny muselo byt samoziejmée také
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prizpisobeno pribéhu vyvoje oka. V tomto piipadé byla elektroporace vedena
do jiz vyvinuté retiny u embryi pfevazné ve stadiu E3, kdy retina je jiz vyvinuta, ale neni
jeste zastinéna vrstvou RPE. Starsi embrya ptezivala velmi dobfe.

Dalsim krokem k uspésné elektroporaci je nastaveni elektroporacniho programu
a elektrického pole. Podle nasich zkuSenosti plati, ze ¢im vyssSi je napéti, tim ucinnéjsi
je elektroporace, ale zéaroven se s vysSim napétim snizuje preziti elektroporovanych
embryi. Programy uvedené v kapitole 3.11 se ukdzaly jako nejvyvazenéjsi s ohledem
na pomeér ucinnosti a piezivani. Elektrické pole 1ze ménit délkou ¢i tvarem elektrod nebo
jejich postavenim vici embryu. Pro vSechna nastaveni naSich experimenti se nejlépe
osveédcCily zlacené platinové dratkové elektrody ve tvaru pismene L a délce 3 mm, pripadné
kombinaci 3 mm a 1,5 mm elektrody pro elektroporaci oka. Elektrické pole lze upravit
i postavenim elektrod. Pro elektroporaci NT i elektroporaci oka jsme vyuzivali rovnob&zné
postaveni elektrod. Pfi postaveni jedné elektrody Spickou k embryu lze vytvofit
trojuhelnikové pole a zamifit tak puls pfesnéji do tkang, vysledky jsou pak ale méné
konzistentni a embrya takovy zdsah hlfe ptezivaji, puls ze Spi¢ky elektrody je ziejmée
,,0stfejsi* nez puls rozlozeny po celé délce L elektrody. Toto pozorovani se projevovalo

zejména pii elektroporaci kranidlni ¢asti embrya.

5.1.2 Vizualizace elektroporovanych embryi

Stejnou mirou jako vlastni postupy introdukce genu do kufeciho embrya k Gspésné
interpretaci manipulace prispiva jeji naslednd vizualizace. Experimenty zahrnuté v této
praci vyuzivaly fluorescenci elektroporovanych kontrolnich proteinti na celych embryich,
bunécnych kulturdch a kryotfezech, imunofluorescenci na kryotezech, (3-galaktosidazové
barveni, WISH a samoziejmé svételnou mikroskopii ke sledovani melanocytl, ristu
a prospivani kultur a embryi, fezl, B -galaktosidazového barveni a WISH atd.

Vizualizace s vyuzitim elektropora¢nich plazmida nesoucich kromé cilového genu
1 geny pro fluorescen¢ni proteiny je snadnd a elegantni metoda. Jeji relevanci Ize napadnout
v pfipad¢, Ze kazdy gen je v plazmidu zaklonovan pod samostatny promotor, takze
za danych podminek neni viditelnd fluorescence pifimym diikazem exprese cilového
proteinu, spiS jen ukazatelem mista UspéSné elektroporace. V konkrétnim piipadé
po elektroporaci v-Myb a Gremlin 2 byla proto exprese dale ovéfena na urovni RNA
kontrolni WISH a na trovni proteinu analyzou Western blot z lyzatu z vypreparované

elektroporované tkané.
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Metoda WISH se projevila jako problematickd v piipadé nizké exprese
(napt. u Grem?2), kde jeji specificita v nasich podminkach témeét hranicCila s pfirozenym
pozadim, které se Casto lisi u jednotlivych embryi. Nakonec se podafilo expresi zachytit
vevsech planovanych experimentech diky mnoha opakovanim, zménou vyrobce nékterych

chemikalii a zlepSenim Cistoty a koncentrace sond.

5.2 Manipulace a vizualizace genové exprese v NL kureciho embrya

Prvoautorsky ¢lanek autorky se zabyva ¢asnou genovou expresi v NL. Pro studium
NL je kufeci embryo klasickym modelem (Stern, 2005; Dupin et al., 2006; Bronner-Fraser
a Qarcia-Castro, 2008). NL je unikatni struktura, jak z pohledu vyvoje embrya, tak
vzhledem k rozmanitosti prekurzorovych buné¢k a typt tkéani, které se z nich vyviji, coz ji
¢ini vynikajicim modelem pro studium bunécného osudu. Piedchozi pokusy nam vlozily
do rukou néstroj ke zkoumani casné genové exprese v buitkdch NL. Timto néstrojem byl
onkoprotein v-Myb a jeho schopnost ménit osud bun¢k NL a sméfovat je do melanocytarni
linie. Vliv proteini c-Myb i v-Myb na bunécny cyklus a jejich onkogenni vlastnosti jsou
znamy a dlouhodobé¢ studovany (Klempnauer ef al., 1984; George a Ness, 2014). V nasi
laboratofti byl pozorovan jejich vliv i na buiikky NL in vitro, c-Myb a v-Myb smétuji bunky
NL do melanocytarni linie a ovlivituji EMT, v-Myb navic transformuje nezralé melanocyty
(Karafiat et al., 2005; Karafiat et al., 2007). V rozsahlém souboru studii, které uz byly
v souvislosti s vyvojem NL zpracovany, se jen malo znich dotykd nejCasnéjSich
regulacnich procest, pravdépodobné proto, Ze neni snadné nalézt experimentalni nastroje,
které se uCastni exprese prave na rozcesti pii rozhodovani o bunééném osudu. Transkripéni
faktor v-Myb takové rozcesti navozuje invitro a diky retrovirovému konstruktu
v-myb-HAER lze syntetizovat protein v buiikdch v neaktivni formée a ¢asovat jeho spusténi
tamoxifenem, ¢imz ndm umoZiuje zkoumat dé&je v bufice v nadmi zvoleném Case,
a to 1 velmi kratce po spusténi jeho exprese. Takto navozené procesy in vitro jsou sice
pomérné arteficialni a neoekavame tedy, ze pifesné kopiruji principy ptepinani vyvoje linii
prekurzorovych bunék v NL in vivo, nicméné povazujeme tento pfistup za relevantni
pro sledovani dillezitych dé€ji v genové expresi v definovaném experimentalnim nastaveni,
které nam dovoluje zkoumat opravdu ¢asné déje a pozorovat zmény v bunééném osudu.
Kultury NL pouzité pro nase experimenty se normalné vyvijeji v neurony, glie

a melanocyty. Pod tlakem v-Myb se témét vSechny buitky méni v melanocyty, které jsou
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pozdéji imortalizovany a vysledkem je kultura melanoblastii, ¢asto ve shlucich, které
ztraceji schopnost kontaktni inhibice.

Uskalim naSeho piistupu bylo pracné provedeni z diivodu malého mnoZstvi
materidlu, které se dalo ziskat zjednoho pokusu s explantovymi kulturami. Nicméné
sbirani materidlu z kultur z vice embryi snizovalo moznost, ze nase vysledky budou
zkresleny pfirozenym rozdilem exprese u jednotlivych embryi, a tak byla takto ziskana
smésnd RNA zné¢kolika stejné zpracovanych kultur vlastné vhodnéj$Sim materidlem,
nez vzorky z jednotlivych embryi.

Vysledky cipové analyzy predkladaji geny, které diky striktnim podminkam
nastaveni experimentu pfedstavuji geny piimo podléhajici regulaci v-Myb. Vysledky
nepiinesly zadné prekvapiveé vysoké rozdily v expresi po kratkém ptisobeni v-Myb. Geny,
jejichz exprese byla signifikantné zménéna, nejsou v rozporu snasi hypotézou,
7e se Uastni procesi souvisejicich se zménou osudu bunék NL v melanocyty. Podle
dostupnych zdrojt v literatufe se nékteré z nich (Krt19 a BMPS5) tcastni EMT (Bramlage
et al., 2011; Tomaskovic-Crook a Crook, 2011) nebo, v ptipadé¢ Gremlin 2, podléhaji
regulaci BMP, kterd je pro sméfovani bun¢k NL zasadni (Prasad et al., 2019). U ostatnich
z téchto genl prozatim nebyla souvislost s vyvojem NL prokazana.

NejzajimavéjSim genem z naseho seznamu byl Gremlin 2, jehoZ exprese byla
navysena nejvice. Gremlin 2 je antagonistou BMP. BMP-4 podporuje in vitro vyvoj glii
aneuronti naukor melanocyti (Jin et al., 2001), z ¢ehoz Ize hypoteticky vyvodit,
ze inhibici BMP-4 by mohl Gremlin 2 posunout rovnovadhu ve prospéch melanocyta.
Potvrdili jsme, Ze tento gen je skuteéné cilovym genem v-Myb. Otestovali jsme jeho
schopnost sméfovat bunky NL do melanocytarni linie, ale signifikantni vliv jsme
nepozorovali. Gremlin 2 tedy pravdépodobné neni schopen sam o sobé zménit osud bunék
NL. Toto zjisténi neni nijak ptfekvapujici vzhledem ke komplexnosti systému genové
regulace v NL.

Nase snaha nahlédnout do ¢asného procesu zmény bunécného osudu sice nepiinesla
vysledky zadsadniho vyznamu, ale splnila sviij icel a za nového vyuziti dostupnych nastroji
pro sledovani ¢asné exprese v NL ndm umoznila nahlédnout do zasadniho kroku v bunécné

diferenciaci.
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5.3 Manipulace a vizualizace genové exprese v oku kureciho embrya

Kufeci model byl zvolen jako relevantni material u dalSich dvou tematicky velmi
odliSnych projektt, které v tomto ptipadé spojovalo vyvijejici se oko. V prvnim z projektii
byla kufeci retina pouzita jako materidl pro in vivo a ex vivo rozsifeni studie lidského
onemocnéni Retinitis pigmentosa tykajici se lokalizace proteinii ve fotoreceptorovych
bunkach provedené in vitro. V dalsi studii byl presumptivni ektoderm cocky
elektroporovan za ticelem pozorovani exprese Meisl a Meis2 a vlivu jejich zmén na vyvoj
cocky (Antosova et al., 2016). Autorka v obou piipadech navrhla a provedla zpracovani

pokusii na kufecim modelu.

5.3.1 Vizualizace exprese SIMO a EE v oku kureciho embrya po elektroporaci

Zpracovani kufeciho modelu muselo byt pfizpiisobeno nasledné detekci zmén.
Konstrukty SIMO a Meis nesly jako reportérovy gen P-galaktosiddzu a embrya byla
barvena pomoci X-gal. Tato metoda umoziuje rychlou a snadnou vizualizaci diky syté
modrofialovému produktu, ktery v mist¢ exprese vznikd. Kufeci embryonalni oko
se prokazalo jako funk¢ni model, exprese z divokého typu mysiho fragmentu SIMO byla
po elektroporaci spolehlivé spousténa, zatimco k expresi z fragmentu s mutovanymi misty
pro Meis téméf nedochazelo (obrazky 30, 31 a 33). Zavedena metoda umoznila viceméné
rutinné otestovat celou fadu rizn€ mutovanych fragmenti SIMO a ektodermového
enhanceru a pozorovat vliv mutaci na schopnost navazani Meis a vyvoldni exprese
(obrazek 32). Vysledky z kufeciho embrya tak nejen pfispély ke srovndni s embryi mysimi,
ale dobfe zpracovatelny model elektroporace kuteciho oka navic umoznil snadné ovéieni

dalSich hypotéz a celkové prohloubeni studie.

5.3.2 Kureci retinalni model ex vivo a in vitro

Metody elektroporace kuifeci retiny, nasledného zpracovani a kultivace byly
uspésné zavedeny do praxe. Projekt se vSak potykal s problémem slabé exprese cilovych
genl v kulturach.

V ptipadé kufeci retiny byla vizualizace zavisla na fluorescenc¢nich proteinech
exprimovanych z retrovirového plazmidu. Intenzita fluorescence se lisila u kontrolniho
plazmidu a plazmidi nesoucich cilové geny. Retrovirové plazmidy maji vyhodu, Ze jsou

schopny efektivné proinfikovat celou kulturu, jejich €innost je velmi vysoka (az 100%)
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a je stabilni. Jako jedna z moZznosti, jak tento problém vyfesit, se nabizi ko-elektroporace
plazmidi nesoucich pouze fluorescencni protein a druhého retrovirového plazmidu
nesouciho pouze cilovy gen. V tomto pfipad¢ vsak nelze hladinu exprese posuzovat dle sily
signalu fluorescen¢niho proteinu a je tfeba komplikovat pokus dal$im ovéfovanim exprese
v bunkach (napt. analyzou Western blott). Navic pokud bychom vyuzili napf.
pro elektroporaci osvédéeny pCGFPA, ktery obsahuje dva promotory a Ize do néj vlozit
krom¢ GFP jest¢ dalsi gen, doséhli bychom pouze transientni transfekce a ztratili tak
vyhodu retrovirového plazmidu. Dal$i moznosti je naklonovat fizni protein sestavajici
z cilového genu a fluorescencniho proteinu, toto feSeni vSak neni vhodné pro ucely naseho
experimentu vzhledem k pfedchozim zkuSenostem se zménou aktivity proteinu po fuzi,
jako tomu bylo u konstruktu v-Myb-HAER (Bartunek et al., 1997) ¢i moznosti zmény
tercialni struktury proteinu nebo jeho lokalizaci po fuzi, ¢imz by se stal pro naSe pokusy,
které mély vyustit pravé v pozorovani lokalizace mutovanych proteinil, nepouzitelnym.

Je zde 1 moZnost, ze kuteci buniky nejsou vhodnym prostfedim pro expresi lidského
proteinu hPrp31, ale nejsou znamy publikace, které¢ by se zabyvaly omezenimi exprese
lidského proteinu v kufeti, naopak existuji ¢lanky popisujici expresi lidskych proteinii
v kufteti a vznika stale vice transgennich slepic produkujicich lidské proteiny (A. J. Harvey
etal.,2002; Rapp et al., 2003; Lee et al., 2007; Cao et al., 2015; T. Liu et al., 2015; Herron
et al., 2018; Ching et al., 2018; Oishi et al., 2018). Za ucelem potvrzeni ¢i vyvraceni této
moznosti v naSem experimentalnim nastaveni nebyly provedeny zadné pokusy.

Nicméné naS§ model byl funkéni a ztrita schopnosti navazat dalSi proteiny
spliceozomu u mutace AD29 oproti divokému typu proteinu hPrp31 byla v naSich

kulturach dobfie prokazatelna.

5.4 Relevance kuireciho modelu pro studium lidskych onemocnéni

NaSe vysledky jsou soucasti zakladniho vyzkumu, ktery by mél v SirSich
souvislostech ptispét k zlepSeni vyhlidek ¢loveka, zkvalitnéni a prodlouZeni Zivota, a tudiz
zejména k 1é€be€ riznych onemocnéni.

Hlavni ndmitkou proti kufeti coby modelu molekularnich mechanismi u €lovéka je
fakt, ze kufe neni savec. Kuie je vSak idedlnim kompromisem- jedna se o model nesavci,
ale stejn¢ jako savci patfici mezi amniota. OdliSny model pfindsi vyhodu srovnani, €asto

1 zjednoduSeni zkoumanych bunéénych mechanismu.
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Kufe se jako model pro lidskd onemocnéni v minulosti osvéd¢ilo uz mnohokrat,
v teoretickém tvodu préce je pfipominan napiiklad model lidského ovarialniho karcinomu
(Hawkridge, 2014), model vstupu nezralych leukemickych bunék z kostni diené
do krevniho fecisté (Dvorakova et al., 2013) ¢i vyuziti chorialantoidni membrany kuteciho

embrya pro analyzu CAM (Murphy, 1913), ktera se bézn¢ vyuziva i dnes.

5.5 Budoucnost kufeciho modelu a uplatnéni autorky

V minulych letech byl postupné kuieci model upozadén jinymi zvifecimi modely,
zejména modelem mySim. Nejveétsim prilomem v molekularni genetice a vyvojové
biologii bylo vytvoieni genovych ,.knock-out™ jedincti u vysSich obratlovcli, jmenovité
praveé u mysi. U kutete byly podobné manipulace velmi obtizné a neti¢inné, zatimco u mysi
se tato technika zdokonaluje uz po n&kolik desetileti. S prvnimi metodami vytrazeni funkce
genu u mysi pfisli védci uz v 80. letech (Robertson et al., 1986), v 90. letech se dale
zdokonalovaly (Koller ef al., 1989; K. R. Thomas et al., 1992) a dnes je dostupnych kolem
4000 genovych ,.knock-out mysi. Tyto techniky vyuZzivaji velmi Casné embryo nebo
neoplozené vajicko, které se u slepice pfed snesenim vejce nachédzi v téle matky a je
paradoxné velmi obtizn¢ dostupné. Techniky, které se k podobnym pokustim u slepic
pouzivaly, nevedly k rutinnimu vyuziti takto vzniklych , knock-out* jedincii a v podstat¢
popiraji vySe zminé€né vyhody kuteciho modelu. Dnes ale dochdzi ke zlomu, nové metody
prekonavaji tyto prekazky i u kuteciho modelu (Trefil ef al., 2017) a je pravdépodobné,
Ze v blizké budoucnosti bude ,.knock-out* v kufeti stejné¢ béZzny jako u mysi. S novymi
vyhlidkami kufeciho modelu rostou 1 moZnosti vyuziti znalosti, zkuSenosti a dovednosti
autorky a jeji uplatnéni v dal$im relevantnim vyzkumu. Metodika predlozend v této praci

je vynikajicim nastrojem prave pro toho rozvijejici se odvétvi kufeci genetiky.
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6. Zavéry

1) Techniky mikromanipulaci s kufecim embryem a nasledné vizualizace byly Uspé$né
zavedeny a prokazaly se jako funk¢ni a hodnotné nejen pro nasi laboratof, ale v fad¢

projektd dalsich oddéleni Ustavu molekularni genetiky.

2) Protein v-Myb ovliviiuje ¢asnou genovou expresi bunék NL v kutfecim embryu in vitro
aex vivo. Casné geny, jejichz exprese se v zavislosti na plsobeni v-Myb zménila
nejznatelnéji, jsou Gremlin 2, SLC25A37, NKX3-2, Krt19 a BMPS. V literatuie Ize najit
souvislost mezi funkci Krt19 a BMP5 a procesy probihajicimi pii EMT, kterou buiiky NL
prochazeji, a je tedy mozné, ze skrze zmény v jejich expresi mize v-Myb ovliviiovat vyvoj

bunék NL.

3) Gremlin 2 je jednim =z antagonisti BMP zrodiny Cerberus/DAN a je tedy
mozné, ze se mize podilet na navySovani mnozstvi melanogennich bun¢k v kulturach
kuteci NL skrze inhibici BMP-4. Pokusy s jeho nadexpresi vSak neprokazaly zadnou
signifikantni zménu v diferenciaci melanocytid v kulturdch bunék NL ani v neurdlnich
valech kufeciho embrya in vivo. Nezda se pravdépodobné, Ze by Gremlin 2 sam spoustél

komitment melanogenni linie buné¢k a diferenciaci v NL.

4) Elektroporace vyvijejiciho se kufeciho oka pfinesla hodnotné vysledky pii studiu vlivu
enhaceru SIMO a genii Meisl Meis2 na indukci Cocky. Tyto pokusy znacné piispély

k rozSifeni studie provedené na mySim modelu.

5) Podafilo se ucinné elektroporovat retinu u vyvijejiciho se oka kufeciho embrya in ovo
adale ji zpracovat ex vivo a in vitro za uCelem sledovani lokalizace snRNP
ve fotoreceptorovych bunikach a prokézat ztratu schopnosti proteinu hPrp31 s mutaci AD29

navazat dal$i proteiny spliceozomu.
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8. Podil autorky na uvedenych projektech

Na své prvoautorské praci (Starostovd et al., 2014) se autorka podilela
jak experimentalné€, tak pii zpracovani textl a obrazkii. Experimentalni cast: tkanové
kultury CEF, explantové kultury, transfekce, infekce, izolace RNA, luciferazova analyza,
elektroporace, WISH, klonovani genu grem2. Ostatni genové konstrukty poskytli
M. Dvotdkova, V. Karafiat a J. Kosla. V. Cerméak vyhodnotil mikro¢ipovou analyzu a
provedl rtPCR. M. Dvotak zpracoval ¢ast textu a obrazové ¢asti a zejména se podilel finalni
podobé¢ ¢lanku. U ostatnich praci poskytla autorka know-how tykajici se kuieciho modelu
a provedla experimentalni ¢innost spojenou s kufecim modelem - spoluautorskd prace
(AntoSova et al., 2016): kultivace embryi, vypracovani postupu pro elektroporaci oka,
elektroporace, sklizeni. Barveni X-gal a zpracovani obrazkii provedla B. AntoSova.
Spoluprace na projektu s embryonalni retinou: kultivace embryi, vypracovani postupu pro
elektroporaci retiny, elektroporace, extrakce retiny, kultivace tkanovych kultur retindlnich
bun¢k. Z. Cvackova zpracovala obrazovou ¢ast, provedla imunoprecipitacni analyzu a

podilela se na kultivaci bunék.
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9. Pfilohy

Piiloha 1: Text vynatku z Vyro¢ni zpravy Narodniho programu konzervace
a vyuzivani genetickych zdroju hospodarskych zvirat a dalSich Zivo¢ichii vyuZivanych
pro vyZivu, zemédélstvi a lesni hospodarstvi za rok 2008

Geneticky definované linie kura:

Geneticky zdroj 20 inbrednich linii (CB,CC, CB.7, CB.R1, CC.R1, CC.R2, CC.13, CB.9,
CB.15,CB.R4, CC.R4, CB.R5, CC.21, CB.evl7-, CC.evl7+, WA, M, L15B, H6, BLi)
a 3 outbrednich linii (BL, SH, P) spravuje Ustav molekularni genetiky AV CR v.v.i. Jde
o vysoce definovany geneticky materidl, s detailné propracovanou metodikou chovu,
s narocnou metodikou provadéni genetické kontroly pro udrzeni genetické Cistoty linii.
V prub¢hu vice nez Ctyriceti let systematického chovu - ktery zahrnoval inbredizaci
systémem bratr x sestra, vytvafeni kongennich linii mnohonasobnymi zpétnymi kiiZenimi,
testovani a genetické definovéni linii — se podafilo vytvofit unikatni ve svété ojedinély
uceleny systém geneticky definovanych vysoce inbrednich linii slepic, doplnény
specializovanymi outbrednimi liniemi s definovanymi genetickymi vlastnostmi.
Modelovy systém zahrnuje v soucasnosti 6 zakladnich vysoce inbrednich linii — C, L15,
H6, M, W, BIli, vSechny s koeficientem inbreedingu Fx > 0.99. Linie C je chovéana
v 16 kongennich liniich se spoleénym genetickym pozadim a u kazdé¢ linie je jeden privatni
gen (haplotyp) — vétSinou z hlavniho histokompatibilitniho komplexu (MHC). V nékolika
ptipadech jde o unikatni rekombinované haplotypy. Haplotyp MHC je u inbrednich linii
zakladnim rozliSovacim znakem. Krom¢ haplotypu MHC je u inbrednich linii definovana
fada vlastnosti jako rezistence a citlivost k virovym onemocnénim z komplexu aviarnich
leukoz (ALV), Markové chorobé, erytrocytarni antigeny, polymorfni proteiny, endogenni
virové sekvence, genetickd determinace barvy opefeni atd. Geneticky dobte definované
jsou 1 outbredni populace, které systém dopliuji. Zakladni charakteristikou linie BL
je genotyp C/E (receptory pro viry komplexu avidrnich leukoz - ALV). Zcela unikatni je
pak linie P, v jejimZ geonomu nejsou ptitomny endogenni virové sekvence ALV. VSechny
outbredni linie jsou autosexingové na bazi zbarveni jednodennich kutat. Konstantni
a definované inbredni a outbredni linie jsou vyuZivany pievazné v zékladnim
biomedicinském a zemédélském vyzkumu, kde se uplatni zejména jako zdroj piesné
definovaného genetického materialu pro pfipravu transgennich a jinak geneticky
manipulovanych zvitat pro dal§i vyuziti ve specializovaném dribeznictvi. Linie jsou

chovany na jediném misté na pracovisti UMG AV CR v Kol¢i. Chov je konvenéni,
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ze zoohygienického hlediska pfisné uzavieny. Jak je zfejmé ze strucného ndstinu
problematiky, udrzovani tohoto modelového systému, ktery je soucasné vyznamnym
genetickym zdrojem zafazenym v Narodnim programu ochrany, je metodicky, personalné
a zejména finan¢né€ velmi naro¢né. Obrat zakladnich chovnych jader — tedy geneticky zdroj
- predstavuje 80 % piimych nakladt na chov dribeze v UMG. Zatazeni modelového
systétmu geneticky definovanych linii dribeze do Narodniho programu ochrany
genetickych zdroju, 1 kdyz prozatim bez dotaci na jejich udrzovani, posiluje perspektivu
uspésného chovu téchto linii, véetné minimalizace ptipadného ohroZeni v ptipad¢ vyskytu

nebezpecnych nakaz v jejich bezprostiednim okoli.

Elektronicka priloha 1: Kultivace kuieciho embrya ex ovo - ¢asosbérna technika
»Htime-lapse“

Video 1 — Ukazka vyvoje kufeciho embrya ex ovo. Kufeci embryo ve stadiu HH10 bylo snimano kazdé
3 minuty, video bylo ptehrano rychlosti 12 snimk za vtefinu. Na ploché misce se embryo neotocilo na pravy
bok tak, jak se ve vejci ptirozené déje kolem stadia HH13, a vyvoj pred¢asné konci zhruba ve stadiu HH15.
Na zaznamu je viditelné prodluZzovani embrya a vznik novych somitti, vyvoj srdce a krevnich ostruvku
(struktury jsou vyznaéeny v textu prace na obrazku 11). Nepravidelné tepani srdce je dusledkem snimani
v intervalech a nikoli v realném case.

Elektronicka priloha 2: Explantové kultury - ¢asosbérna technika ,,time-lapse*

Video 2, video 3, video 4 a video 5 — Ukazka migrace bunék neuralni liSty ze 4 nezavislych explanti
neuralni trubice. Buiiky byly snimany hned po uchyceni explantt kazdych 5 minut ve stejnych podminkach,
v jakych bézné probiha inkubace, a video pak piehrano rychlosti 8 snimkti za vtetinu. Na videu je viditelna
migrace bun¢k neuralni listy z explantu a postupné ubyvani a zména tvaru explantu. Po vyputovani bunék
neuralni listy byva zbytek tkan¢ explantu mechanicky odstranén a dale je kultivovana pomérné Cista kultura
bunék neuralni listy.
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