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1. Uvod

1.1 Preimplanta¢ni vyvoj mySich embryi

Mysi preimplantacni vyvoj za¢ind v okamziku, kdy spermie oplodni zraly oocyt, ktery
byl béhem ovulace vypustén do vejcovodu a konci implantaci embrya do dé€lozni sliznice.
Cely proces trva ptiblizné¢ 4,5 dne a dochdzi pfi ném k nékolika, po sob¢ nasledujicim
mitotickym délenim, k segregaci tfech bunécnych linii a k vytvofeni utvaru nazyvaného
blastocysta. Soubézné s témito déji putuje embryo skrze vejcovod do délohy, kde nakonec,
za predpokladu, ze vSechny procesy probéhnou tak, jak maji, dochazi k implantaci.

Ve vajeCnicich dospélé mysSi samice jsou uchovavany primarni oocyty, obalené
glykoproteinovym obalem nazyvanym zona pellucida, které ale zatim nejsou pfipraveny
na oplodnéni. Je to proto, Ze jejich meidza byla jesté pired narozenim samice pozastavena
aodté doby se nachazeji v profazi prvniho meiotického déleni (White et al., 2018).
Pisobenim hormonalnich cykli dochédzi pravidelné, vzdy jen u nékolika vybranych
primérnich oocytli, ke znovunastartovani a dokonceni prvniho meiotického déleni. Tehdy
vznika prvni pélové télisko a sekundarni oocyt. Bezprostredné poté nasleduje druhé meiotické
déleni, pfi kterém sekundarni oocyt zlstava v metafazi II. Nyni uz mizeme mluvit o zralém
oocytu, ktery je pfipraven na oplodnéni (White et al., 2018).

K samotnému oplodnénim ale mtiZe dojit pouze za predpokladu, Ze prob&hne ovulace,
béhem které bude oocyt nasat do vejcovodu. V Case, kdy nastane, za¢indme métit embryonalni
dny (E). Ovulace nastava v EO (Cockburn & Rossant, 2010), zraly oocyt je béhem ni nasat
do vejcovodu a v jeho ampularni ¢asti se setkava se spermiemi. Pokud se nékteré ze spermii
podaii oocyt oplodnit, dochazi k dokonceni druhého meiotického déleni, oddéleni druhého
polového téliska (White et al., 2018), a ptiblizn¢€ v E0.5 vznika zygota (Cockburn & Rossant,
2010).

Ve stadiu zygoty fidi vétSinu probihajicich d&ji matetské faktory, které byly zdédény
od matky a uloZeny v oocytu ve formé¢ mRNA nebo proteinii (Schultz, 2002). Malé¢ mnozstvi
genll je transkribovano a translatovano jiz v této fazi v ramci tzv. minoritni aktivace
zygotického genomu (Abe et al., 2018). Po rozdéleni zygoty v E1.0 na dvoubunééné embryo
(Cockburn & Rossant, 2010), dochéazi k procesu zvaném majoritni aktivace zygotického
genomu, kdy zacind transkripce vétSiny embryondlni RNA (Schultz, 1993). Nésledné zacina
embryo ve velké mife translatovat vlastni RNA, vliv matefskych faktort se postupné snizuje,

az nakonec UpIlné¢ vymizi (Schultz, 2002). VétSina maternalni mRNA  vymizi



uz ve dvoubunéném embryu, ale materndlni proteiny mohou fungovat béhem celé¢ho
preimplanta¢niho vyvoje (Li et al., 2013; Schultz, 1993).

Stadia Ctyt bun€k dosdhne embryo v E1.5 — E2.0. Nedlouho poté, v E2.5, probiha treti
série déleni bun¢k a embryo se nachazi ve své osmibunécné fazi. Je to posledni vyvojova faze,
kdy se od sebe jednotlivé blastomery nijak nelisi a jsou schopny vytvaret jakoukoli bunéénou
linii. Na zacatku 8-bunécného stddia blastomery svym tvarem pfipominaji kulicky. Diky
tomuto tvaru nemohou lezet t€sné€ na sob¢ a Ize tedy jednoduse urcit, kde konci jedna buiika
a zaCina druha. Béhem 8-bunécéného stadia probihd v blastomerach proces tzv. zhutnéni.
Pii ném ztraci blastomery sviij kulaty tvar a stavaji se na pohled placatéjsimi. Dochdzi tak
Kk podstatnému zvétseni kontaktnich ploch mezi bunkami, na kterych mezi bufikami vznikaji
tzv. adherentni spoje a je poté velmi obtizné na prvni pohled odlisit hranice jednotlivych bunék
(Chazaud & Yamanaka, 2016). Paralelné se zhutnénim probihd proces polarizace, kdy dochazi
k asymetrickému rozdéleni proteinovych komplexti podél apikalné-bazolateralni oSy
blastomer. Timto zpisobem se na membran¢ blastomer na vng¢jsi stran¢ embrya, bez kontaktu
s jinymi blastomerami, tvoii apikalni doména, zatimco na membrané v kontaktu s jinymi
blastomerami, bazolaterdlni doména. Tyto domény jsou navzajem oddéleny nové vytvorenymi
tzv. tésnymi spoji (Mihajlovi¢ & Bruce, 2017).

Dalsi série déleni ma za vysledek prvni mezibunéfnou asymetrii. Blastomery
8-buné¢ného embrya se mohou délit dvéma riznymi zptisoby, symetricky nebo asymetricky.
Pokud se buiika rozhodne rozdé&lit symetricky, apikalni membréana se rozd€li mezi ob¢ dcetfiné
buniky a vznikaji dvé polarizované blastomery, pfi¢emz se ob¢ nachdzeji na povrchu embrya.
V ptipadé asymetrického déleni celou apikalni doménu zisk4 jenom jedna dcefind bunka
adruhd ma jenom bazolaterdlni membranu. Vznikd tak jedna polarizovand blastomera
na povrchu embrya a jedna nepolarizovana blastomera kompletné uvnitf embrya (Chazaud &
Yamanaka, 2016).

Timto d¢lenim ziskavd embryo 16 bunck (E3.0), které nasledn¢ vytvari utvar,
nazyvajici se morula. V disledku asymetrického déleni embryo obsahuje dva typy bunék,
vngjsi na povrchu embrya s apikalni i bazolaterdlni doménou, a vnitini uvnitt embrya pouze
S bazolateralni membranou. Na zéklad¢ této rozdilné polohy se od sebe zacinaji tyto dva typy
bunék odliSovat. Jeden z hlavnich rozdili je odlisné piisobeni Hippo signalni drahy (bude
podrobné€ji popsano v kapitole 1.1.1), které mé4 za nésledek zacatek rozdilné exprese
diferencia¢nych faktord. Vné&j8$i bunky tak zacinaji sméfovat k diferenciaci, zatimco

ve vnitinich bunikach diferenciacni faktory nejsou aktivni (Sasaki, 2017).



Nasleduje dalsi kolo asymetrického a symetrického mitotického déleni, diky kterému
se embryo v E3.5 dostava do faze 32 bun¢k. Zde pokracuje rozriziovani vnitinich bunek
od vnéjsich aktivitou Hippo signalni drahy a vytvafeji se mezi nimi podstatné rozdily.
Ty spocivaji hlavné v aktivité riznych transkripcnich faktort, které ve vnitinich a vnéjSich
bunkach ptsobi. Ve vnéjsich polarnich buiikdch Hippo kaskéda neni aktivni, a to vede
k aktivit¢  transkripénich  faktorG  potfebnych pro diferenciaci trofoektodermu
a extraembryonalni linie, ze které se vyvine placenta (jeji embryonalni ¢ast). Ve vnitinich
nepolarnich bunkach Hippo draha aktivni je, proto trofoektodermalni transkripéni faktory
aktivni nejsou, a naopak jsou aktivni pluripotentni faktory. Vnitini bunky tak formuji
pluripotentni tzv. vnitini masu bun€k, nazyvanou také embryoblast, ze které mohou vzniknout
vSechny bunééné linie kromé trofoektodermu. Segregace trofoektodermu a vnitini masy bunék
se nazyva tzv. prvni rozhodnuti buné¢ného osudu (Cockburn & Rossant, 2010).

Dalsim vyvojovym krokem je vytvoifeni blastocysty. Jejim hlavnim morfologickym
znakem je vytvofeni blastocystové dutiny, kterd se plni vodou transportovanou pies
trofoektoderm pomoci Nat+/H+ pump a Nat+/K+ ATPaz (Cockburn & Rossant, 2010).
Vysledna blastocysta mé na povrchu jednobunéénou vrstvu trofoektodermalnich bunck
auvnitf, na jedné stran¢ trofoektodermu se nachazi v hloucku vSechny wvnitini buiky
embryoblastu (Nishioka et al., 2008). Ten se mezi E4.0-E4.5 segreguje na dvé bunécné linie.
Prvni z nich se nazyva epiblast, druhd primitivni endoderm (Chazaud & Yamanaka, 2016).
Primitivni endoderm je dal§i extraembryondlni diferencujici se linie, ze které vznikne
napt. Zloutkovy vak (Chazaud et al., 2006), zatimco epiblast ziistava pluripotentni a vznikne
Z n¢ho samotné embryo (Lokken & Ralston, 2016). Po segregaci téchto dvou bunéénych linii
se buniky primitivniho endodermu uspotadaji do jednobunécéné vrstvy, oddé€lujici bunky
epiblastu od blastocystové dutiny. Segregace epiblastu a primitivniho endodermu se oznacuje
jako tzv. druhé rozhodnuti bunééného osudu (Cockburn & Rossant, 2010).

Preimplanta¢ni vyvoj konci okolo E4.5. Tehdy se blastocysta nachazi ve své pozdni
fazi. Aby se mohla uspésné implantovat do déloZni sliznice, musi se nejdiive zbavit zony
pellucidy, ¢ehoz dosahne tzv. vyloupnutim nebo vylihnutim (Graham & Zernicka-Goetz,
2016). Ptesny proces, jakym dochazi k opusténi zony pellucidy zatim nebyl uspokojivé
definovan, ale pravdépodobné v ném hraje nezanedbatelnou roli trofoektoderm (White et al.,

2018).
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Obr. 1: Preimplantacni vyvoj mySiho embrya v ¢ase (Mihajlovi¢ & Bruce, 2017).

1.1.1 Rozhodnuti mezi osudem trofoektodermu a vnitini masy bunék

Na zacatku preimplantaéniho vyvoje jsou vSechny buniky embrya naprosto totozné
a maji potencidl se diferencovat na jakykoliv bunéény typ. Takovéto bunky jsou oznaCovany
jako totipotentni (Graham & Zernicka-Goetz, 2016) a tento stav trva piiblizné do 8-bunééného
embrya. Ve stadiu 16 buné¢k se jednotlivé blastocysty zacinaji segregovat na trofoektoderm
a vnitini masu bun¢k, pfi¢emz je tato segregace zavrSena v 32-bunéném embryu. Timto
zpusobem vznikaji prvni dvé embryonalni bunécné linie (Sasaki, 2017).

Toto rozriiznéni je fizeno slozitymi procesy, z nichz n¢které stale ¢ekaji na své plné
objasnéni a nejspiSe v ném hraje roli mnoho faktorii (Chazaud & Yamanaka, 2016). I pies
tento pfedpoklad byly navrzeny dvé€ hlavni teorie, které se pokousi vysvétlit, jakym zpiisobem
se buiky segreguji na trofoektoderm a vnitini masu buné¢k (Sasaki, 2017). Tyto dvé teorie
se navzajem nevylucuji, ale naopak se velice vhodn¢ dopliuji (Mihajlovi¢ & Bruce, 2017).

Prvni z nich je tzv. pozi¢ni model, ktery navrhli Tarkowski a Wroblewska (Tarkowski
& Wroblewska, 1967). Je zaloZzen na ptedpokladu, Ze hlavnim faktorem, hrajicim roli
v rozhodovani bun€k je poloha, kterou v embryu zaujimaji. Jinymi slovy, Zze o buné&ném
osudu rozhoduje to, zda jsou ve vnéj§im, nebo ve vnitinim umisténi (Sasaki, 2017; Sasaki,
2010), a toto umisténi potom urcuje to, jak se budou dale vyvijet (Mihajlovi¢ & Bruce, 2017).

Druhému modelu se fikd model polarity a byl navrzeny Johnsonem (Johnson et al.,
je v ném povazovana polarizace jednotlivych bunék. Ta zalezi na poloze blastomer v embryu,
ale také na tom, zda dana bunka vznikla asymetrickym, nebo symetrickym délenim (Sasaki,

2017; Sasaki, 2010).



V souvislosti s pocatkem diferenciace bunék na vnitini masu bunék a trofoektoderm
je tfeba zminit signaliza¢ni kaskadu Hippo, jejiz aktivita je s nejvétsi pravdépodobnosti fizena
bunécnou polaritou (Hirate at al., 2013).

Embryondlni bunky obsahuji protein AMOT, ktery zafind byt exprimovan
v 8-bunééném stadiu, bez rozdilu jeho hladiny exprese v jednotlivych blastomerach. Jeho
mnozstvi a lokalizace se zacina vyrazné liSit ve stadiu 16 bunék (Leung & Zernicka-Goetz,
2013), kdy je v nepolarnich buiikach pfitomen ve vyrazné vEétsim mnozstvi, a je lokalizovan
po celé cytoplazmatické membrané, zatimco v polarnich bunikach je jenom v malém mnoZzstvi,
a jeho lokalizace je omezena na apikalni membranu (Anani et al., 2014).

V nepolarnich buikach se AMOT asociuje s LATS kinazami, které jsou lokalizovany
v adherentnich spojich bazolateralni membrany, a tim aktivuje signalni kaskadu Hippo. LATS
kinazy fosforyluji YAP a ten je tak zadrZen v cytoplazmé&. Naopak u polarnich bun¢k AMOT
kvuli své lokalizaci v apikalni doméné nemuize asociovat s bazolateralnimi LATS kinazami
(Leung & Zernicka-Goetz, 2013). Tim padem v nich draha Hippo zlstava neaktivni a YAP
bez fosforylace mize proniknout do jadra, kde ovliviiuje transkripci faktora pro diferenciaci
trofoektodermu (Hirate et al., 2013).

Zajimavé je, ze se v této fazi nepolarni buniky nemusi nutné nachézet ve vnitini casti
embrya. Béhem déleni z 8 na 16 bun¢k se blastomery nemusi rozdélovat jenom symetricky
nebo asymetricky, ale relativné Casté je 1 Sikmé déleni. Jedna dcefina blastomera ziské vétSinu
apikalni membrany a vznikne z ni klasicka polarni buiika, zatimco ta druhd ziska jen malou
cast apikalni domény, kterd nestaci k polarizaci buiiky, a buiika je pak nepoldrni, 1 kdyz
je malou ¢asti na povrchu embrya. Tyto buiiky maji proto aktivni signalni drahu Hippo,
nediferencuji se na trofoektoderm a jsou vtla¢eny dovnitf embrya (Anani et al., 2014).

Experimentalné bylo zjiSténo, ze pokud nebude v nepolarnich blastomerach protein
AMOT ptitomen, bude v téchto buiikach dochézet k expresi geni typickych pro vznik a vyvoj
trofoektodermu. Pluripotence, kterou by za normalnich okolnosti udrZzovaly, bude ztracena

(Leung & Zernicka-Goetz, 2013).
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Obr. 2: Znazornéni vlivu Hippo signalizace na Yap a naslednou aktivaci exprese Tead4.

Obrazek a znazornuje vnéjsi bunku, na obrazku b je zobrazena bunka vnitini (Sasaki, 2010).

1.1.2 Pocatecni vyvoj trofoektodermu a vniti'ni masy bunék

Pted nastartovanim procesu odd€lovani prvnich dvou bunéénych linii, kterymi jsou
vnitini masa buné¢k a trofoektoderm, jsou vSechny buitkky embrya, s vyjimkou své polarizace
Cdx2, Oct4 a Nanog (Nishioka et el., 2008).

Na zacatku ovlivnéni dalSiho vyvoje vnéjSich bunék smérem k trofoektodermu
Vv pfitomnosti LATS kin4z a transkripéniho koaktivatoru YAP mezi vnitfnimi a vnéj$imi
bunikami embrya (Leung & Zernicka-Goetz, 2013).

Y AP zacina byt hojn€ exprimovan ve stadiu 8 bunék a v dalSich fazich vyvoje postupné
ziskéava na dllezitosti. Ve fazi 16 bunék se jeho ptfitomnost mezi vnéj§imi a vnitinimi buitkami
zacCina lisit (Nishioka et al, 2009).

Tento jev je zplusoben kindzami LATS1 a LATS2, které maji za tkol YAP
fosforylovat. Z toho vyplyva, ze pokud jsou aktivni, je YAP fosforylovan. Tato fosforylace
potom zpuisobuje, ze se nemuze dostat z cytoplazmy do jadra. Ve vnéjsich bunkach se jeho
hladina zvySuje a je pfitomen hlavné v bunéénych jadrech. Co se tyce vnitinich bunék, je tomu
praveé naopak. Jeho ptfitomnost v jadrech se postupné sniZzuje az na nulu, stale je ho ale mozné
detekovat v cytoplazmé (Nishioka et al, 2009).

Y AP ma roli kofaktoru transkripéniho faktoru TEAD4. Exprese Tead4 je detekovana
od 4-bunécéného embrya v pomérné vysoké hlading, az do stadia blastocysty. Tehdy jeho
exprese zacind mirn¢ klesat, stale je ale pfitomna ve vSech bunikach embrya, nezavisle na jejich

poloze, nebo na jejich polarizaci (Nishioka et al., 2008).
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Pokud je YAP ptitomen v jadre, jak je tomu ve vné&jSich bunkach, dochazi k aktivaci
TEAD4 (Nishioka et al, 2009), ten nasledn¢ podnécuje expresi dalSich transkripénich faktort
Cdx2 a Eomes, specifickych pro linii trofoektodermu (Nishioka et al., 2008), a potlacuje
expresi plutipotentniho transkripéniho faktoru Sox2 (Wicklow et al., 2014).

Vnitini buniky disponuji fosforylovanym YAP, coz zplsobuje neaktivitu TEAD4
(Nishioka et al, 2009). Tato neaktivita ma za nasledek vymizeni exprese Cdx2 (Nishioka et al.,
2008) a pretrvani exprese Sox2 (Wicklow et al., 2014). Neptitomnost CDX2 zptlisobuje
zastaveni exprese Eomes (Nishioka et el., 2008), ale hlavné udrzeni exprese Oct3, Oct4
a Nanog, které jsou nezbytné nutné pro tvorbu a vyvoj vnitini masy bunck (Strumpf et al.,
2005). SOX2 je pozdéji nutny pro udrzeni pluripotence a rozrtiznéni vnitfni masy bunék na
epiblast a primitivni endoderm (Wicklow et al., 2014).

Ve vnéjsich bunkéach nedochdzi k fosforylaci YAP, ten zlstava v jadie, ponechava
aktivnim TEAD4 a ten nasledné tlumi expresi Sox2. Soubézné s tim udrzuje expresi Cdx2,
¢imz je potlacena exprese Oct3, Oct4 (Nishioka et al., 2008) a Nanog (Strumpf et al., 2005).

TEAD4 je esencidlni pro vznik trofoektodermu a tim také umoziuje vytvoteni
blastocystové dutiny, coz bylo experimentaln€¢ dok4dzdno pomoci mutantnich embryi,
S vypnutym pfislusSnym genem. Tato embrya jsou ze zacatku schopna normalniho vyvoje,
ktery se zda byt srovnatelny s kontrolnimi embryi. Dochazi u nich k béznému bunéénému
déleni, a ve standardnim Case dochazi k vytvofeni moruly. Na rozdil od normalnich embryi
se u nich ale pfestavaji exprimovat transkripéni faktory Cdx2 a Eomes (Nishioka et al., 2008).

Nasledkem toho se v mutantnich embryich nesegreguje trofoektodermalni linie
a vSechny bunky se vyvijeji jako buiiky vnitini masy bunék. Kviili tomu neni mozny vznik
blastocystové dutiny a tim padem ani samotné blastocysty. Misto toho setrvavaji mutantni
embrya ve shluku bunék, typickém pro morulu, nadale u nich dochazi k bunéénému déleni,
a nedlouho poté také k jejich odumfteni (Nishioka et al., 2008).

Podobny experiment byl proveden i na genu pro Cdx2, diky kterému bylo potvrzeno,
7e je tento gen nezbytné nutny pro udrzeni blastocystové dutiny a tim padem i1 samotné
blastocysty. Mutantni embrya, postradajici tento transkripéni faktor se vyvijeji béznym
zpusobem az do blastocystového stadia. Tehdy se u nich sice zacind utvaret blastocystova
dutina, ale embryo ji neni schopno dlouho udrzet a rozvijet. Nakonec dochazi k tomu, Ze se
blastocysta hrouti, a samotné embryo, jesté pied tim, nez by dospélo do stadia implantace,

odumira (Strumpf et al., 2005).



1.1.3 Segregace vnitini masy bunék na epiblast a primitivni endoderm

Kratce poté, co probéhne rozriznéni trofoektodermu a vnitini masy bunék, dochazi
k druhé fazi segregace. Pii ni se vnitini masa bun¢k rozdéluje na dalsi dvé bunééné linie,
kterymi jsou epiblast a primitivni endoderm. Epiblast umoziuje vznik samotného embrya
(Lokken & Ralston, 2016) a pluripotentnich embryonalnich kmenovych bunék (Wicklow
et al., 2014). Z primitivniho endodermu se pozdé&ji stavaji extraembryonalni tkan¢ (Chazaud
et al., 2006).

Proces rozhodnuti, zda z konkrétni buniky bude buiika epiblastu nebo primitivniho
endodermu, neni zatim zcela objasnén. Rozhodujici roli v ném ale s nejvétsi pravdépodobnosti
hraji transkripéni faktory NANOG a GATAG6. V buiice je vzdy exprimovan pouze jeden
z nich. V piipadé¢, kdy v burice dochazi k exprimovani Nanog, se vytvafi epiblast. Opac¢na
situace nastava, kdyz je pfitomen GATAG6. Tehdy se blastomera diferencuje na buiku
primitivniho endodermu (Chazaud et al., 2006).

Exprese Nanog a Gata6 zacina jiz ve stadiu 8 bunék. Tehdy jsou v kazdé z blastomer
pfitomny oba tyto transkripéni faktory (Plusa et al., 2008). Rozdily se zacinaji objevovat
Vv blastocystovém stadiu a v E3.75-E4.0 je jiz v kazdé z bun€k exprimovan pouze Nanog, nebo
pouze Gata6. Vyzkumy naznacuji, ze rozhodnuti, ktery z transkripénich faktorii bude
exprimovan, je ndhodné (Chazaud et al., 2006).

O dal§im osudu jednotlivych bungk je v této chvili jiz rozhodnuto a za¢ina relokalizace
blastomer na spravnou pozici. Pfesunem bunék budouciho primitivniho endodermu dochazi
Kk zaujimani spravného vnéjsiho umisténi v ramci vnitini bunééné masy a budouci epiblast
je diky tomu uzaviran do vnitini pozice. Primitivni endoderm vytvati jednobuné¢nou vrstvu
oddélujici epiblast od blastocystové dutiny. Blastomery, pfijimajici osud primitivniho
endodermu, které nezaujaly vnéj$i pozici jsou nasledné donuceny ke spusténi apoptozy (Plusa
et al., 2008).

Jak uZ bylo zminéno, stéZejnim transkripénim faktorem pro vznik a vyvoj epiblastu
je transkrip¢ni faktor NANOG. Dal§im proteinem, ktery zde ma velky vliv, je SOX2. Ten se
zpocatku nachazi ve vSech buiikach vnitini masy bunék, ale v E3.75 uz je pfitomen pouze
spolu s NANOG a slouzi ke spusténi a udrzeni exprese jinych faktord, typickych pro epiblast
(Wicklow et al., 2014). Mezi né patii napiiklad Oct4 a Fgf4 (Avilion et al., 2003).

Vedle transkripcniho faktoru GATAG, ktery ovliviiuje vznik primitivniho endodermu,
je pro jeho pozdéjsi vyvoj dilezity také GATA4. Gatad zacind byt, na rozdil od Gata6

exprimovan az v pozdé&j§im stadiu vyvoje této bunécéné linie a nema tedy vliv na jeji vznik



(Plusa et al., 2008). V kontrastu s linii epiblastu zde dochazi k potlaceni exprese SOX2 a misto
néj je zde exprimovan Sox17 (Wicklow et al., 2014).

1.2 Signalni draha JAK/STAT

Kromé specializovanych bunék, které v embryu plni rizné funkce a podileji se na
tvorbé tkani, je v ném zachovavan i maly pocet bunék bez specializace, které mohou v piipade
potieby pfijimat libovolné vlastnosti a podilet se tim na tvorbé mnoha riznych bunécnych
linii. Riké se jim embryonalni kmenové buiiky a pro embryo je Zivotné dilezité, aby v ném
byly zachovany. Toho se v prvni fad¢ dosahuje klasickym bunéénym délenim (Morgani &
Brickman, 2015), které ale samo o sob¢ nestac¢i. K tomu, aby tyto buiikky nepiijaly zadnou
diferenciaci slouzi riizné mechanismy a jednim z nich je signalni draha JAK / STAT (Do et
al., 2013).

Signalni draha JAK / STAT se sklada z Janus kinaz (JAK), coz jsou tyrosin kinazy,
slouzici k pfenosu signalti po cesté JAK-STAT a transkripéniho aktivatoru STAT (Leonard,
2001). V mysim preimplanta¢nim vyvoji slouzi JAK / STAT mimo jiné k spravnému vyvoji
linii vznikajicich z vnitini masy bunék (Do et al., 2013).

Spusténi celé signdlni drahy je zavislé na JAK kindzach, u kterych musi dojit
k aktivaci. To se d&je receptorovou cestou, za pomoci leukemického inhibi¢niho faktoru LIF
nebo interleukinu 6 (IL-6), ktery se specificky vaze na specialni receptorovy komplex,
vyskytujici se v embryondalnich buiikdach. Pokud k této vazbé dojde, jsou JAK kinazy
aktivovany (Morgani & Brickman, 2015).

Aktivni kindzy JAK nasledné zpusobuji fosforylaci STAT, diky které dochazi
ke tvorbé pSTAT. Takovato uprava umoziuje pokrac¢ovani signalni drahy tim, ze mize byt
pSTAT piemistén do bunééného jadra a v ném nésledné ovliviiovat expresi nékterych genli

(Morgani & Brickman, 2015).

1.2.1 STATS3 a jeho vliv na vyvoj embrya

Jednim z transkripCnich aktivatori STAT je STAT3. Transkripéni faktor STAT3
je v raném embryonalnim vyvoji obecné povazovan za nepostradatelného pro spravny vyvoj
vnitini masy bunék a pluripotenci v preimplanta¢nich embryich i vin vitro kultuie

embryonalnich kmenovych bunék (Do et al., 2013).



Fosforylaci STAT3 umoziiuji kindzy JAK. K jejich aktivaci ale mize dochézet dvéma,
mirn¢ odlisSnymi zplisoby. Obé tyto varianty zahrnuji receptorovy komplex, skladajici se
z receptoru LIFR a glykoproteinu 130, oznacovaného také jako GP130. Na tento receptorovy
komplex se ale mohou vazat dvé rtzné molekuly (Do et al., 2013). Jednou z nich
je leukemicky inhibi¢ni faktor, zkracené LIF, jehoz vazba na receptor zpisobuje aktivaci
kindzy JAK2. Tato kombinace je typicka pro stddium od 4 bunck a piestava se objevovat
v dob¢, kdy se vytvafi blastocysta (Do et al., 2013). Druhou molekulou, ktera po vytvoreni
blastocysty aktivuje JAK kindzy, je IL-6. Ta na rozdil od LIF neaktivuje kinazu JAK2,
ale kinazu JAK1 (Do et al., 2013).

Podle nékterych vyzkumut je transkripéni faktor STAT3 v embryu pfitomen jiz
ve velmi brzkych stadiich, béhem nichz se ale vyskytuje pouze v cytoplazmé, a az ve fazi
4 bunék zacina dochazet k jeho fosforylaci na pSTAT3 a piesunu do bunééného jadra (Do et
al., 2013). Jiné studie ale uvadi, Ze muze byt ve své fosforylované formé detekovan v jadie
nékterych blastomer jiz ve stddiu 2 bun¢k (Morgani & Brickman, 2015). Protoze se jedna
0 transkrip¢ni faktor, svoji funkci vykonava po presunu do jadra.

Prvni experimenty, zkoumajici vliv transkripéniho faktoru STAT3 na preimplantacni
vyvoj mySich embryi chtély zjistit, jakym zptisobem se embrya vyviji, pokud v nich neni Stat3
exprimovan. Autofi vytvorili embrya s embryonalné deletovanym Stat3, ve kterych se ale
nachazi maternalni STAT3, zdédény oocytem od matky. Tato embrya se zpocatku vyvijeji
naprosto b&Znym zpisobem. Dochazi u nich k béZnému bunécnému déleni, ke vzniku
trofoektodermu a vnitini masy buné€k, dokonce 1 k implantaci do déloZni sliznice. V E6.0
ale zacinaji vykazovat vyrazné abnormality, mezi které patii celkova mensi velikost embryi
oproti kontroldm a skutecnost, Ze nevytvari mezoderm. Nedlouho poté, okolo E7.5 zacinaji
degradovat a odumiraji (Takeda et al., 1997).

Tyto vysledky se lis$i od pozdéjSich experimenti sembryi bez maternalniho
I embryonalniho STAT3, které podstupuji obvykly vyvoj, srovnatelny s normalnimi embryi
pouze do E3.5. Nasledné je u nich naruSen vyvoj vnitini masy bunék a také je naruSena
segregace jejich bunécénych linii, epiblastu a primitivniho endodermu. Vyvoj trofoektodermu
STAT3 pravdépodobné neovliviiuje. Embrya odumiraji pted E5.5. (Do et al., 2013).
patii naptiklad Oct4, Nanog (Do et al., 2013) a Gata6 (Morgani & Brickman, 2015). Maji
vyznamnou funkci ve vzniku a vyvoji vnitini masy bunck a segregaci jejich bunéénych linif
(Strumpf et al., 2005; Chazaud et al., 2006). Na expresi vSech téchto transkripcnich faktora
ma STAT3 vliv az do E4.5, poté je pSTAT3 detekovan primarné v bunkéach primitivniho
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endodermu, zatimco v butikach epiblastu exprimujicich Nanog vymizi (Morgani & Brickman,
2015). Z toho vyplyva, ze prestava ve vetsi mife ovliviiovat vyvoj epiblastu, ktery udrzuje
pluripotenci, a misto toho zlstava aktivni hlavné v bunécné linii primitivniho endodermu

(Morgani & Brickman, 2015).

1.3SOCS3

Gen Socs3 patii do genové rodiny supresorti cytokinovych signalnich proteinti (SOCS)
(Forrai et al., 2006). Jedna se o genovou rodinu, zahrnujici geny Socsl az Socs7 a CIS (Hansen
et al., 1999). Maji roli pti upravé aktivity cytokinll a riznych rastovych faktord (Cooney,
2002). Vsechny proteiny, pattici do této genové rodiny si jsou navzdjem hodné podobné,
obsahuji centralni doménu SH2 a dvé rGzné terminalni oblasti, C a N. Terminalni oblast C
se n€kdy také nazyva Socs box, a na rozdil od hodné proménlivé N terminélni oblasti to je
velmi konzervovana ¢ast proteinu (Hilton et al., 1998).

Socs3 je exprimovan jak v bunikach samotného embrya, tak v bunkach, ze kterych
se pozdéji vytvari placenta (Takahashi et al., 2003). V pozdéjSich stadiich vyvoje
je exprimovan v mnoha riznych tkanich a bunénych liniich (Cooney, 2002), kde
zprostifedkovava rizné funkce.

Protein SOCS3 kratce po svém vytvoieni podstupuje proces fosforylace (Cacalano et al.,
2001) v oblasti svého Socs boxu. Fosforylaci se stava mén¢ stabilnim a je snadnéji
degradovatelny (Haan et al., 2003).

a ll-6. Jeho pusobenim zpravidla dochazi k potlaceni aktivity této drahy a v dusledku toho
nasledné k regulaci signalizace JAK/STAT. Proces utlumeni signalni drdhy JAK/STAT
je zavisly na jiz zminéném GP130 (Forrai et al., 2006), ktery je soucasti receptorového
komplexu, ur¢eného pro navazani LIF (Do et al., 2013). SOCS3 se vaze na GP130 (Nicholson
et al., 2000) a touto cestou poté reguluje signaliza¢ni drahou LIF (Forrai et al., 2006), tim
padem 1 nepifimo ovliviluje aktivaci JAK kindz, fosforylaci STAT3 a jeho piesun
do bunécného jadra (Morgani & Brickman, 2015).

SOCS3 a STAT3 se vzajemné reguluji pomoci negativni zpétné vazby. SOCS3
negativné reguluje drahu JAK/STAT a tim fosforylaci STAT3, zatimco pSTAT3 indukuje
expresi genu Socs3 (Schmitz et al., 2000). Kromé toho experimenty s in vitro kultivovanymi

embryonalnimi kmenovymi buiikami ukazaly, Ze exprese S0cs3 je negativné regulovana
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transkripcnim faktorem NANOG, coZ neptimo vede ke zvySovani mnozstvi pSTAT3 v jadre.
(Stuart et al., 2014).

Exprese Socs3 muze byt také regulovana hladinou cCAMP v buiice. Pokud dojde
vV bunécnych jadrech ke zvySeni hladiny cAMP, zareaguje buiika zvySenim produkce proteinu
EPAC, diky némuz néasledné¢ dojde k aktivaci RAP1 (Sands et al., 2006) a transkrip&nich
faktortt C/EBP, vazicich se k promotoru Socs3 (Yarwood et al., 2008). Aktivita této signalni
drahy vede k nastartovani exprese genu S0cs3, ktery poté zptisobuje potlaceni prubéhu drahy
JAK/STAT za pomoci IL-6 (Sands et al., 2006).

Stejna signalizacni kaskdda mize prob¢hnout i v piipad¢, Ze cAMP neni v bunééném
jadre pfitomen ve vét§im mnozstvi, ale dochdzi k zvyseni tvorby EPAC. Ten je schopen spustit
vSechny potifebné déje pro UspéSné dokonceni signalizace a je v tomto procesu naprosto
nezbytny (Yarwood et al., 2008).

Z vysledkt a pozorovani raznych studii l1ze vyvodit, ze reakce na zvySenou hladinu
jaderného cAMP neni ve vSech bunécnych liniich stejnd, ale mize se mirné lisit dle typu

bunky, ve které tento jev nastane. Spole€nym znakem ptesto obvykle zlistava zapoceti exprese

Socs3 (Sands et al., 2006).

1.3.1 Role Socs3 a Stat3 v in vitro kultivovanych embryonalnich kmenovych buiikach

V embryonélnich kmenovych buiikdch dochdzi pomoci SOCS3 k potlaceni LIF
signalizace a drahy JAK/STAT, coz umoziiuje udrZovani samoobnovy a pluripotence téchto
bunék (Forrai et al., 2006). Za pomoci experimentu, provedeného na embryonalnich
kmenovych burikach s deletovanym genem Socs3 bylo zjisténo, Ze jeho nepiitomnost v této
bunécné linii vyrazné sniZuje jeji schopnost samoobnovovani a podstatné zvySuje nachylnost
téchto bunék k diferenciaci na primitivni endoderm (Forrai et al., 2006). Naopak, kdyz byl
Socs3 deletovan u in vitro kultivovanych neuralnich prekurzorovych bungk, tato bunééna linie
vykazovala vétsi schopnost samoobnovy nez ta, ve které byl S0cs3 normalné exprimovan
(Emery et al., 2006). Pokud je naopak Socs3 v embryonalnich kmenovych buiikach
exprimovan nadmérné, ma to za ndsledek snizeni LIF aktivity, kterd ma ziejmé
samoobnovujici vlastnosti a cely tento proces vede k vétsi mite diferenciace téchto bunék (Li
et al., 2005).

Také byl zkouméan vliv samotného Stat3 na proces udrzeni pluripotence

wrwe

downregulaci Socs3, nebo naopak jeho nadmérné exprese, ktera méla za nasledek upregulaci
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Socs3. Vysledkem bylo zjisténi, ze STAT3 v této bunécné linii vyznamné napomaha nejen pii
procesu udrzeni pluripotence, ale také pfi fizeni jeji ptipadné diferenciace (Wong et al., 2018).
Tyto vysledky spolecné ukazuji, Ze spravna hladina a vzajemna regulace SOCS3

a pSTATS3 je nezbytna pro regulaci pluripotence a samoobnovy kmenovych bun¢k.

1.3.2 Role Socs3 v embryonalnim vyvoji

Jak uz bylo zminéno, Socs3 je exprimovan jak v buitkach samotného embrya,
tak v bunkach, ze kterych se pozdéji vytvari placenta. Embryonalni delece Socs3 je letalni
mezi E11 a E13. My$i embrya podstupuji bézny vyvoj do E10.5, srovnatelny s kontrolnimi
embryi bez jakychkoliv anatomickych abnormalit. Letalita je zptisobena zdvaznymi defekty
placenty, ve kterych se nevyvine dostatecné cévni zadsobeni embrya (Roberts et al., 2001).

Nejnapadnéji se deficit SOCS3 v buiikdch vyvijejici se placenty projevuje
u tzv. velkych bun¢k. Pokud proteiny SOCS3 nekontroluji placentalni vyvoj a fosforylaci
STATS3, dochazi k piili§ vysoké produkci tohoto typu bun€k a ostatni bunécné linie, jako napf.
spongiotrofoblast, se vyviji nedostate¢né (Takahashi et al., 2003; Roberts et al., 2001).

Vyvoj placenty u embryi postradajicich SOCS3 lze do jisté miry zachranit, pokud se do
ni dodaji trofoblastové kmenové buiiky. V takovém piipadé dojde k ¢aste¢nému napraveni
vzniklych placentalnich defektd, zejména pak v narusené labyrintové vrstvé a embryo bude
pokracovat v prenatalnim vyvoji (Takahashi et al., 2006).

Druhou moznosti, jak pfedejit vzniku nefunkéni placenty, zaptic¢inénym deletovanym
Socs3, je inhibice aktivity kindzy JAKI1. Za téchto podminek dojde k na prvni pohled
normalnimu vyvoji embrya, ale také ke vzniku plné funkéni placenty, bez jakychkoliv
zjevnych defektli, a embrya jsou schopna pieZit cely prenatalni vyvoj (Takahashi et al., 2008).

Fakt, Ze SOCS3 negativné reguluje LIF signalizaci se projevuje i v embryondlnim
vyvoji. Neptitomnost SOCS3 v embryu zplisobuje sama o sobé& letalitu plodu, a v pfipad¢,
ze se k nedostatku tohoto proteinu navic t€hotnym samicim podava LIF, cely proces se znacné
urychluje. LIF zpisobi vyrazné zvySeni fosforylace STAT3 na pSTAT3, a to vede
k pfed¢asnému zahajeni diferenciace trofoblastovych velkych bunék a jejich zvySenému
mnozstvi. Embrya vystavend takovymto podminkdm umiraji jesté diive nez jenom s deleci
genu Socs3 (Takahashi et al., 2008).

Embrya, u kterych byl deletovan Socs3 a zaroven Lif, vykazuji zcela normalné
vyvinutou, plné funkéni placentu, a nedochazi u nich ani k prenatalni letalité¢. Vzhledem

k ¢etné umrtnosti téchto mysich mlad’at kratce po narozeni lze ale piedpokladat, ze byl jejich
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vyvoj néjakym zpisobem narusen a u jedinct, ktefi se dozili nékolik tydni az mésict
se vyvinulo silné zanétlivé onemocnéni (Robb et al., 2005).

Naopak samotny nedostatek kindzy JAKI v embryu zplsobuje vadnou placentu
s pfesn¢ opacnym problémem (Takahashi et al., 2008), nez ktery byl pozorovan u embryi
s deficitnim SOCS3 (Takahashi et al., 2003). To znamena, Ze v ni dochéazi k potlaceni bunécné
linie velkych bungk trofoblastu a naopak k nadmérnému vyskytu ostatnich typt bunck. Tento
placentalni defekt nestaci k odumfeni embrya v obdobi prenatalniho vyvoje, dochazi k nému
ale kratce po narozeni (Takahashi et al., 2008).

Z téchto pozorovani je patrné, ze za poruchy vyvoje placenty u embryi s deletovanym
Socs3 miize naslednd abnormalni signalizace LIF, a ne pfimo deficit tohoto proteinu. Pokud
je SOCS3 ptitomen, upravuje LIF signalizaci a dochazi k normélnimu vyvoji placenty.
V piipadé, Ze je Socs3 deletovan, nemuze probihat regulace LIF signalizace a placenta
je nefunkéni (Robb et al., 2005).

1.3.3 Potencialni role Socs3 v preimplanta¢nich embryich

Nebylo zjisténo, Ze by delece Socs3 zplsobovala u preimplanta¢nich embryi néjaké
zasadni defekty, vzhledem k nedostatku provedenych experimentl je ale mozné, ze u nich
dochézi ke vzniku mirnych abnormalit, které nejsou zcela zasadni pro vyvoj (Roberts et al.,
2001). Naptiklad bylo zjist€no, Ze u embryondlnich kmenovych bunék ma SOCS3 vliv
na pluripotenci a diferenciaci (Forrai et al., 2006; Li et al., 2005) a proto je mozné, ze SOCS3
ma podobné funkce 1 v preimplanta¢nich embryich, kde by mohl naptiklad ovliviiovat
segregaci epiblastu a primitivniho endodermu, nebo pluripotenci vnitini masy bun¢k.

Zajimave je, Ze jiz v E3.5 zacina byt Socs3 rozdilné exprimovan a jeho hladiny jsou
podstatné vyssi ve vnitini mase bun¢k nez v buiikach trofoektodermu (Wang et al., 2018).
Poté, co experimentalné dojde k downregulaci Tead4 ve vnéjsich bunikach pomoci RNAI,
opétovné v nich stoupne exprese Socs3, a to vice nez desetinasobné (Gahurova L.,
nepublikovana data z laboratote). Pokud je Socs3 v této fazi downregulovan pomoci siRNA,
dojde u embryi ke zvyseni celkového poctu bun€k oproti kontroldm, bez vychyleni poméru
mezi bunéénymi liniemi trofoektodermu a vnitini masy bunék (Thamodaran
V., nepublikovana data z laboratote).

Cilem prace bylo zkoumat vliv SOCS3 na embrya v E3.5, neboli v obdobi segregace

prvnich dvou bunéénych linii, kterymi jsou vnitini masa bunék a trofoektoderm. V budoucnu
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by bylo zajimavé zaméfit se i na jeho vliv v obdobi druhého rozhodnuti o bunééném osudu,

kdy dochézi k segregaci na epiblast a primitivni endoderm.

15



2. Cile prace

e Vytvoieni transkripniho profilu Socs3 a s nim asociovanych genl s pouzitim
RNA-seq dat

e Imunofluorescencni barveni SOCS3 a pSTAT3 béhem preimplantacniho vyvoje

e Downregulace Socs3 pres inhibici pSTAT3

e Delece Socs3 pomoci mikroinjekci Cre mRNA a analyza fenotypu

e Piiprava genove¢ specifické sgRNA k deleci Socs3 genu

e Priprava Socs3 mRNA pro overexpresi genu Socs3
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3. Materialy a metody

3.1 Genotypizace mysi linie B16 Socs3 fI/fl

Samci BI6 Socs3 wild-type/flox (wt/fl) byli kiizeni se samicemi Bl6 Socs3 wt/fl
a jejich mlad’ata byla genotypizovana. Mlad’attim ve véku 20-25 dni byl odstfizen konec ocasu
o délce 3-5 mm a byl umistén do prazdné 1,5 ml zkumavky. Nasledovala extrakce DNA.
K odebranym vzorkiim ocast bylo ptidano 700 pl STE pufru (ve slozeni 1 M NaCl, 200 mM
Tris-HCI, 100 mM EDTA), 15 pl proteinazy K (Sigma Aldrich-Merck, roztok 10 mg/ml)
a byly ponechéany 2 hodiny v blokové lazni s tfepackou pii 900 rpm a teploté 55 °C. Poté byla
proteinaza K inaktivovana po dobu 5 minut za teploty 70 °C. Vzorky byly nasledn¢ 5 minut
chlazeny na ledu a 10 minut centrifugovany pii 16 000 rcf a teploté 4 °C. Supernatant byl
odebran do nové 1,5 ml zkumavky, promichan se 700 pl 100% isopropanolu a vznikla smés
byla 5 minut centrifugovana pii 16 000 rcf v teplot¢ 4 °C. Vznikly pelet, obsahujici
vyizolovanou genomovou DNA, byl promyt 500 pl 70 % ethanolu, vysuSen, rozpustén
Vv zavislosti na jeho velikosti v 50 — 250 ul HPLC vody, na dobu 5 minut vystaven teploté
65 °C a dikladné zvortexovan.

Nésledné byla ptipravena reakéni smes na PCR s vyuzitim Apigene Taq Mix (Enzo
Life Sciences), podle pomérii uvedenych v tabulce 1. 4 pl reakéni smési byly smichany s 1 pl
vzorku DNA, ziskan¢ho vySe uvedenym postupem, a byl proveden program PCR, popsany
Vv tabulce 2. Produkty PCR byly vyhodnoceny gelovou elektroforézou za pouziti 1%

agardzového gelu.

Tab. 1: Slozeni reak¢ni smési PCR reakce pro mysi genotypizaci.

Slozka Mnozstvi Sekvence
2x Ampigene Taqg mix 25 ul
Primer F 2ulof 10 uM | CGGGCAGGGGAAGAGACTGT
Primer R 2 ul of 10 uM GGAGCCAGCGTGGATCTGC
HPLC voda 21wl
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Tab. 2: Program PCR reakce, popsané v tabulce 1.

PCR program Teplota Cas Pocet cykli
Denaturace 95 °C 1 minuta 1
Denaturace 95°C 15 sekund 38

Nasedani 60 °C 15 sekund 38
Elongace 72 °C 1 minuta 38
Zaveérecna elongace 72 °C 8 minut 1
Chlazeni 4°C o0 1

3.2 Kultivace embryi a jejich imunofluorescen¢ni barveni

3.2.1 Ziskavani embryi a jejich kultivace v klasickych podminkach

Mysi samice F1 wt nebo Socs3 fl/fl, ve stati 9 tydnl byly nejdiive superovulovany
injekénim podanim 7.5 IU hormonu PMSG (pregnant mare serum gonadotrophin extract;
Sigma Aldrich — Merck). Po uplynuti 47 hodin byly superovulovany injekénim podanim
7.5 1U hormonu HCG (human chorionic gonadotrophic hormone; SigmaAldrich — Merck)
a umistény k mysimu samci F1 wt nebo mTmG (pro samice F1 wt) nebo Socs3 fl/fl (pro
samice Socs3 fl/fl). Pfiblizn€ 42 hodin po podani hormonu HCG byly samice zabity cervikalni
dislokaci a byly z nich vyjmuty vejcovody, které byly okamzité vloZzeny do média M2, jehoz
slozeni je popsano v tabulce 3. Pod optickym zvétSenim byla z vejcovodii vyjmuta 2-bunécna
embrya, promyta v médiu M2 a nasledné v médiu KSOM (Embryo-Max; Millipore). V ném

byla ulozena do inkubatoru, do atmosféry s 5% obsahem CO: a teplotou 37°C na dobu

potiebnou pro dany experiment.
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Tab. 3: Slozeni média M2

Zasobni Slozka zasobniho .
g/100ml | Objem
roztok roztoku
NaCl 5.534
KCI 0.356
KH2PO4 0.162
MgSO4x7H20 0.293
A (x10) 10.0 ml
Na-laktat 60% sirup 3.2 (ml)
Glukoza 1.000
Penicilin 0.060
Streptomycin 0.050
NaHCOs 2.101
B (x10) 1.6 ml
Fenol Red 0.010
C (x100) Na pyruvat 3.600 1.0ml
D (x100) CaCl2x2H20 2.520 1.0 mi
E (x10) HEPES 5.958 8.4 ml
F BSA 400 mg
G H20 78.0 mi

3.2.2 Kultivace embryi s inhibitorem

Ke zkoumdéni vlivu inhibitorti na vyvoj embryi byly pouzity inhibitory STAT3,
Cryptotanshinone a C188-9 (Selleckchem). Inhibitory byly fedény v DMSO
(dimethylsulfoxid; Sigma) a tato smés byla nasledné pfidana do média KSOM, ve kterém byla
embrya kultivovdna. Ziskan4d embrya byla vzdy rozdélena na dvé skupiny. Prvni skupina
embryi se vyvijela v KSOM, do kterého byl pfidan inhibitor, natedény v DMSO. Druha
skupina byla kontrolni a vyvijela se v KSOM, do kterého byl pfidan ¢isty DMSO. Kultivace
probihala jako u samotného KSOM, v inkubatoru s atmosférou s 5% obsahem CO: a teplotou
37 °C po dobu trvani experimentu. Pouzité inhibitory, jejich koncentrace a ¢asovy usek,

ve kterém byla embrya v inhibitoru kultivovana jsou zapsany v tabulce 4.
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Tab. 4: Ptehled pouzitych inhibitort, jejich fedéni v DMSO a obdobi, ve kterém v nich byla

kultivovéna embrya.

Koncentrace Vysledna
o o Pomér .
Inhibitor inhibitoru v koncentrace | Casovy usek
KSOM:DMSO |

DMSO inhibitoru
Cryptotanshinone 10 mM 1000:1 10 uM E2.5-E3.5
Cryptotanshinone 10 mM 1000:1 10 uM E1.5-E35
Cryptotanshinone 10 mM 500:1 20 uM E15-E35
Cryptotanshinone 10 mM 500:1 20 uM E2.5-E3.5
C188-9 5mM 500:1 10 uM E2.5-E3.5
C188-9 5mM 500:1 10 uM E1.5-E35
C188-9 5mM 250:1 20 uM E15-E35

3.2.3 Fixace a barveni

Po dvoudenni kultivaci v inkubatoru byla embrya za pokojové teploty pomoci
promyvani v kapkach AT (kyselina Tyrode’s; Sigma) zbavena zony pellucidy a nasledné byla
promyta v kapkdch M2. Fixace se provadéla bezprostiedné poté, v 96-jamkovych destickach,
za pouziti 4% PFA (paraformaldehyd; Santa Cruz Biotechnology) pfedehtatého na 37 °C,
do kterého byla embrya na 20 minut umisténa. Nasledné byla promyta ve tfech jamkach PBST
(fosfatem pufrovany fyziologicky roztok s 0.15% Tween 20) a 20 minut v ném ponechana.
Z néj byla pfendana na 20 minut do 0.5% tritonu-X100 (Sigma-Aldrich) v PBS (fosfatem
pufrovany fyziologicky roztok), opetovné promyta ve tfech jamkach PBST a na 20 minut
v ném odlozena. Poté byla embrya prenesena do 3% BSA (sérum hovéziho albuminu; Sigma-
Aldrich) v PBST a umisténa na 30 minut do 4 °C. Nésledovalo barveni v primarni protilatce,
ve které byla embrya za teploty 4 °C ponechana pfes noc.

Nasledujici den byla embrya vyjmuta z primarni protilatky, promyta pies tfi kapky
PBST a ponechana v ném po dobu 20 minut. Nasledn¢ byla uloZena na 30 minut do 3% BSA
pii teplot¢ 4 °C a poté 1 hodinu ve 4 °C barvena sekundarni protilatkou. Po vyjmuti
ze sekundarni protilatky byla embrya promyta pfes 3 kapky PBST a 20 minut v ném
zanechana. Poté byla pfenesena do Vectashieldu (Vector) a inkubovana pti pokojové teploté
15 minut, nasledné pii teploté -21 °C az do skenovani konfokdlnim mikroskopem. Barveni

primarnimi a sekundarnimi protilatkami i jejich fedéni je popsano v tabulce 5. U protilatky
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proti Socs3 od firmy Abcam a protilatky proti pSTAT od firmy Cell Signalling byly pouzity

dvé ruzné Sarze.

Tab. 5: Piehled pouzitych primarnich 1 sekundéarnich protilatek a jejich fedéni v BSA.

Pomér Pomér
Primarni Sekundarni
BSA:primarni BSA:sekundarni
protilatka protilatka
protilatce protilatce
] ) Osli protilatka proti
Krali¢i anti-SOCS3 )
kréli¢imu IgG Alexa
(Abcam, ab16030, 100:1 _ 500:1
Fluor 555 (Invitrogen,
stara Sarze)
21572)
) ) Osli protilatka proti
Krali¢i anti-SOCS3 )
) krali¢imu IgG Alexa
(ProteinTech, 75:1 ] 500:1
Fluor 555 (Invitrogen,
14025-1-AP)
21572)
) Osli protilatka proti
Mysi anti-pSTAT3
) ] mySimu IgG Alexa
(Cell Signalling, 100:1 500:1
Fluor 647 (Abcam,
4113)
ab150107)
Osli protilatka proti
Krali¢i anti-pSTAT3
) ) krali¢imu IgG Alexa
(Cell Signalling, 100:1 _ 500:1
Fluor 555 (Invitrogen,
9131, prvni Sarze)
21572)
Osli protilatka proti
Krali¢i anti-pSTAT3
_ _ kralicimu IgG Alexa
(Cell Signalling, 100:1 _ 500:1
Fluor 555 (Invitrogen,
9131, druha Sarze)
21572)
Osli protilatka proti
Krali¢i anti-SOCS3 )
kréli¢imu IgG Alexa
(Abcam, ab16030, 100:1 500:1
Fluor 647 (Abcam,
nova sarze)
ab150075)
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Osli protilatka proti
Krali¢i anti-SOCS3
kréli¢imu IgG Alexa
(Abcam, ab16030, 200:1 500:1
Fluor 647 (Abcam,
nova sarze)
ab150075)
Osli protilatka proti
Krali¢i anti-pSTAT3 kralicimu IgG Alexa
100:1 500:1
(Abcam, ab76315) Fluor 647 (Abcam,
ab150075)
Osli protilatka proti
Krali¢i anti-pSTAT3 krali¢imu IgG Alexa
200:1 500:1
(Abcam, ab76315) Fluor 647 (Abcam,
ab150075)

Embrya, kultivovand v inhibitorech byla barvena krali¢i primarni protilatkou proti
SOCS3 (Abcam, ab16030, stara Sarze), fedénou v BSA v poméru 1:100. Jako sekundarni
protilatka byla pouzita osli protilatka proti krali¢imu IgG Alexa Fluor 555 (Invitrogen, 21572),
fedéna v BSA 1:500, nebo osli protilatka proti krali¢cimu IgG Alexa Fluor 647 (Abcam,
ab150075), fedéna v BSA 1:500.

Pro barveni embryi krali¢imi primarnimi protilatkami proti SOCS3 (Abcam, ab16030,
nova Sarze) a proti pSTAT3 (Abcam, ab76315) byl vyzkouSen také zplsob fixace, ktery
se mirn¢ 1iSil od vySe uvedeného. Prvni zména probéhla na zacatku fixace, kdy byla embrya
fixovana po dobu 10 minut v 8% PFA, jehoz sloZeni je zapsano v tabulce 6. Dal§i zménou
byla doba permeabilizace embryi v tritonu, kterd byla zkracena z 20 na 5 minut. Posledni

zménou bylo neumisténi embryi do BSA pted barvenim sekundérni protilatkou.

Tab. 6: SloZeni 8% PFA, pouZitého k fixaci embryi barvenych kralicimi primarnimi

protilatkami proti SOCS3 (Abcam, ab16030, nova Sarze) a proti pSTAT3 (Abcam, ab76315).

Slozka MnozZstvi
16% PFA (Sigma Aldrich — Merck) 500 pl
25 mM Inhibitor fosfatazy fluorid sodny (ThermoFisher Scientific) 50 ul
2 mM orthovanadat sodny (Sigma Aldrich — Merck) 20 ul
HPLC voda 430 pl
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Mikroinjikovana embrya byla barvena kozi primarni protilatkou proti HA-tagu
(Abcam, ab9134), natfedénou v BSA v poméru 1:200. Jako sekundérni protilatka byla vyuzita
osli protilatka proti kozimu IgG Alexa Fluor 555 (Invitrogen, A21432), fedénd v BSA

Vv pom¢éru 1:500.

3.2.4 Konfokalni mikroskopie

Zafixovana a nabarvena embrya byla pfesunuta z Vectashieldu na kryci sklicko
vlepené do kultivaéni misky s otvorem, do kapky PBST. Na ném byla umisténa
do konfokalniho mikroskopu Olympus FLUOVIEW FV10i a pomoci laserd, vhodnych pro

danou sekundarni protilatku oskenovana.

3.3 Priprava mRNA konstrukti a jejich mikroinjikovani

3.3.1 Izolace a Stépeni plasmidu

Kompetentni buitky DH5a s plasmidy pRN3P:Socs3-HAN a pRN3P:Cre-HAN rostly
tekutém LB médiu (Invitrogen) s pfidanym ampicilinem v poméru 1000:1 pii teploté 37 °C
a tfepani 180 rpm po dobu 18 hodin a nasledné z nich byly za pouziti kitu pro izolaci plasmidi
(QIAprep Spin Miniprep Kit; QIAGEN), vyizolovany plasmidy podle instrukci vyrobce.
Koncentrace ziskanych plasmida byla zméfena na nanodropu (ACTGene, UVS-99).

Nasledné byly plasmidy Stépeny enzymem Sfil (NEB). Reakce probihaly po dobu
6 hodin za teploty 50 °C a jejich sloZeni je popsano v tabulce 7. Pro kontrolu, zda byly
plasmidy spravné naStépeny, byla pouZzita gelova elektroforéza za vyuziti 1% agardézového

gelu.

Tab. 7: Slozeni reakci pro Stépeni plasmidd pRN3P:SOCS3-HAN a pRN3P:Cre-HAN

enzymem Sfi I.
Slozka MnozZstvi
10x CutSmart buffer S5ul
Plasmid 2 ug
HPLC voda Doplnéno do 50 pl
Enzym Sfil 2ul
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3.3.2 Fenol-chloroformova extrakce

Nastépené plasmidy z bakterialnich kolonii pPRN3P:SOCS3-HAN a pRN3P:Cre-HAN
byly piecistény fenol-chloroformem (Sigma Aldrich — Merck, pH 8,0). Objem $tépnych reakci
(50 ul) byl doplnén HPLC vodou do 300 ul. Ktomuto objemu bylo piidano 300 ul
fenol chloroformu, smés byla protfepana a nasledné centrifugovana 5 minut pii 4 °C
a 16 000 rcf. Centrifugaci doslo k oddéleni vrstev. Diky tomu bylo mozné odebrat vodnou
fazi, do které byl poté pifimichan chloroform v poméru 1:1. Smés byla protfepana
a centrifugovana 5 minut piti 4 °C a 16 000 rcf, ¢imz opét doslo k oddéleni vrstev. Znovu byla
odebrana vodna faze, ke které byl pfidan 3M NaAc a 100% ethanol. Pomér vodné faze
ku NaAc byl 10:1, ethanol byl pfidan v pomé&ru 3 dily ethanolu na 1 dil vodné faze. Vznikla
smés byla vystavena teploté -21 °C po dobu 18 hodin.

Po uplynuti této doby byly smési centrifugovany 30 minut pii 4 °C a 16 000 rcf.
Vzniklé pelety byly promyty 500 pl 70% ethanolu a centrifugovany 10 minut pii 4 °C
a 16 000 rcf. Promyti a centrifugace byly jesté jednou opakovany a nasledné byly promyté

pelety rozpustény v 8 ul HPLC vody. Koncentrace produktt byla zmétfena na nanodropu.

3.3.3 Invitro transkripce

Nastépené a fenol-chloroformem procisténé plasmidy pRN3P:SOCS3-HAN
a pPRN3P:Cre-HAN byly pfepsany do RNA, reakci popsanou v tabulce 8, za pouziti mMessage
mMachine T3 Transcription Kit (Invitrogen). RNA, vytvofena z pRN3P:SOCS3-HAN byla
dale upravena dosyntetizovanim polyA konce za teploty 37 °C. Reakce probihala 1 hodinu,
pro jeji sestaveni byl pouzit Poly(A) Tailing Kit (Invitrogen), a jeji sloZeni je popsano

v tabulce 9.
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Tab. 8: Slozeni reakce in vitro transkripce s pouzitim mMessage mMachine T3 Transcription
Kit.

Slozka MnoZstvi
Nastépeny plasmid 2 ug (6 ul)
10x T3 buffer 2 ul
T3 RNA polymeraza (enzyme mix) 2ul
2xX NTP-cap mix 10 pl
37 °C, 4 hodiny
Dnase | 1wl

37 °C, 20 minut

Tab. 9: Slozeni reakce vyuzité k polyA-tailingu RNA z pRN3P mSOCS3-HAN (HA tag)
za pouziti Poly(A) Tailing Kit.

Slozka MnoZstvi
RNA 20 ul
Nuclease free voda 36 ul
5x E-PAP buffer 20 ul
25mM MnCl; 10 pl
10mM ATP 10 ul
Enzym E-PAP 4l

Konstrukty mRNA z pRN3P:SOCS3-HAN byly piecistény fenol-chloroformem
(Sigma Aldrich — Merck; pH 4,5), podle postupu popsaného v 3.3.2 a jejich koncentrace byla
zméfena na nanodropu. Nasledné byla pomoci gelové elektroforézy zkontrolovana jejich
kvalita. RNA, pouZité pro tuto elektroforézu byla nejdiive denaturovana glyoxalovou reakci.
Pfi ni reagovalo v blokové lazni za teploty 55 °C po dobu 1 hodiny 10 pl glyoxalového mixu
(slozZeni popsano v tabulce 10) s 1 pl precisténé RNA. Ladder reagoval v mnozstvi 5 ul's 10 pl
glyoxalového mixu. Pro samotnou elektroforézu byl nasledn€ pouzit 1% agardzovy gel, jehoz
zakladem byl 1x BPTE.

RNA z pRN3P:Cre-HAN byla preciSténa kitem RNA Clean and Concentrator-5
(Zymo) podle instrukci vyrobce, jeji koncentrace byla zméfena na nanodropu a kvalita

zkontrolovéna gelovou elektroforézou za pouziti 1% agar6zového gelu.
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Tab. 10: SloZeni glyoxalového mixu

Slozka MnoZstvi
DMSO 6 ml
Deionizovany glyoxal (Sigma Aldrich — Merck) 2ml
10x BPTE elektroforézovy pufr 1.2 ml
80% glycerol ve vodé 0.6 mi
EtBr (10 mg/ml ve vodé 0.2 mi

Tab. 11: Slozeni 10x BPTE elektroforézového pufru

Slozka MnoZstvi

PIPES 100 mM

Bis-Tris 300 mM
EDTA pH 8.0 10 mM

3.3.4 Mikroinjikovani

Embrya, vypitvana z vejcovodi byla rozdélena do dvou skupin, promyta v médiu M2,
a ponechana v ném. Jedna skupina embryi byla pozd¢ji mikroinjikovéana, druha slouzila jako
kontrola. Pro mikroinjikaci byly ze sklenénych kapilar pfipraveny nad kahanem holdery
a pfistrojem Micropipette Maker model PC-10 (Narishige) jehly. Mikroinjikator byl sloZen
z mikroskopu (OLYMPUS IX71), mikroinjekéniho stroje FemtoJet (Eppendorf), generatoru
zaporné kapacity (RS Components LtD) a regulatoru napéti (WPI).

Nastaveni mikroinjika¢niho aparatu i samotnd mikroinjikace byly z diivodu naro¢nosti
této techniky provedeny mou Skolitelkou Lenkou Gahurovou. K mikroinjikaci byla vyuZita jiz
ptipravena Cre-HA mRNA, kterd byla pro tento Gcel nafedéna nuclease free vodou v poméru
1:20 (koncentrace 100 ng/ul) a jako injekéni marker slouzila Gap43-GFP mRNA
v koncentraci 60 ng/ul pfipravena v minulosti v laboratofi. Na mikroskop bylo umisténo
sklicko s kapkou média M2, do které byla umistovana embrya. Ta byla pevné uchycena
holderem a nasledn¢ byla do jedné z blastomer vstiiknuta pfipravend RNA.

Po dokonceni mikroinjikaci byla embrya promyta, uloZena v médiu KSOM, a umisténa

do inkubatoru. Jejich dalsi vyvoj a nasledna fixace a barveni, byly popsany v 3.2.3.
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3.4 Priprava CRISPR-Cas9 gRNA

3.4.1 Izolace a Stépeni plasmidu

Zpusobem, popsanym v 3.3.1 byl zkompetentnich bun€k vyizolovan plasmid
pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 (Addgene, 42230), jehoz koncentrace byla nasledné
zméfena na nanodropu. Poté byla sestavena reakce, slouzici k jeho nastépeni enzymem
Bbsl HF (NEB), popsana v tabulce 12, ktera probihala v blokové lazni za teploty 37 °C
po dobu 60 minut. Nastépeny plasmid byl zkontrolovan pomoci gelové elektroforézy
zapouziti 1% agarézového gelu a procistén pomoci QIAquick PCR Purification Kit
(QIAGEN) podle instrukci vyrobce. Koncentrace takto procisténého plasmidu byla opét

zm¢étena na nanodropu.

Tab. 12: Slozeni reakce pro S$tépeni plasmidu pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9

restrikénim enzymem.

Slozka MnozZstvi
Cut Smart buffer 5ul
Plasmid 1.5 nug
HPLC voda Doplnéno do 50 pl
Enzym Bbsl HF 2 ul

3.4.2 Priprava sgRNA insertu pro liga¢ni reakci

Insert pro sgRNA, pouZity do ligacni reakce byl pfipraven z oligo, dodanych firmou
Sigma-Aldrich, jejichz sekvence jsou zapsany v tabulce 13. K jeho pfipravé byla sestavena
reakce, popsana v tabulce 14. Sestavend reakce byla vystavena teploté 95 °C po dobu 5 minut
v blokové lazni a naslednému samovolnému vychladnuti do teploty 28 °C. Koncentrace

vytvoteného insertu byla zméfena na nanodropu.

Tab. 13: Sekvence oligo, dodanych firmou Sigma-Aldrich.

Nazev oliga Sekvence
Socs3_sgRNA s CACCCACAGCAAGTTTCCCGCCGC
Socs3_sgRNA _a AAACGCGGCGGGAAACTTGCTGTG
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Tab. 14: Reakce sestavena za ucelem vytvofeni insertu pro liga¢ni reakci.

Slozka MnoZstvi
Socs3_sgRNA s 1.2 ul
Socs3 sgRNA a 1.2

HPLC voda 47.6 ul

3.4.3 Ligace a bakterialni transformace

Byla sestavena ligacni reakce s pouzitim T4 DNA Ligazy (Roche Diagnostics), pii niz
doslo k vlozeni insertu do nastépené¢ho plasmidu (vektoru), a jejiz slozeni je popséano
v tabulce 15. Rovnéz byla sestavena kontrolni reakce bez insertu, popsana v tabulce 16. Obé
reakce byly pozvolna zchlazeny za pouziti vodni lazné az na teplotu 4 °C, pfi niz nasledné

probihaly po dobu 6 hodin.

Tab. 15: SloZeni ligacni reakce.

Slozka MnoZstvi
10x buffer 2 ul
Vector 75ng
Insert 80 ng
HPLC voda Doplnéno do 20 pl
T4 DNA Ligéza 1 ul

Tab. 16: SloZeni kontrolni liga¢ni reakce.

Slozka Mnozstvi
10x buffer 2 ul
Vector 75 ng
HPLC voda Doplnéno do 20 pl
T4 DNA Ligéaza 1wl

Po probéhnuti liga¢ni reakce byla provedena bakterialni transformace, pti které byly
plasmidy s vlozenym insertem vpraveny do jiz pfipravenych kompetentnich bunék DH5a. 8 pl
produktu liga¢ni reakce bylo pfidano ke 40 pl kompetentnich bunék DHS5a, to samé bylo
provedeno i s kontrolni liga¢ni reakci. Smés byla ponechana 30 minut na led¢, poté byla

vystavena po dobu 90 sekund teploté 42 °C a nasledné byla znovu umisténa na led, tentokrat
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na 10 minut. Po uplynuti této doby bylo ke smési pfiddno 350 pl LB média (Invitrogen),
vznikly roztok byl umistén na heat block do 37 °C a 1 400 rpm a byl takto ponechan 30 minut.
Kompetentni buiiky byly nésledné rozetfeny na Petriho misky s tuhym agarovym LB médiem
(Invitrogen) s ampicilinem, umistény do inkubatoru do teploty 37 °C a ponechany rust po dobu
19 hodin. Vyrostlé bakterialni kolonie byly rozetfeny na novou Petriho misku, ponechdny
Vv inkubdtoru vyriist a poté skladovany pfi teploté 4 °C.

Zda doslo v plasmidu k vlozeni pozadovaného useku DNA, neseného insertem, bylo
piredbézné zjistovano pomoci PCR a gelové elektroforézy. DNA jednotlivych bakteridlnich
kolonii byla naamplifikovana pomoci PCR reakce s DreamTag PCR Master Mix
(ThermoFisher Scientific), popsané v tabulkdch 17 a 18, a nésledné pusténa na 1.5%
agarozovy gel. Z pozitivnich bakteridlnich kolonii byly pomoci QIAprep Spin Miniprep Kit
(QIAGEN) vyizolovany plasmidy podle instrukci vyrobce. Ty byly nasledné odeslany

na sekvenovani, diky kterému bylo zjisténo, zda plasmid skutecné obsahuje vlozeny insert.

Tab. 17: Slozeni PCR reakce ur¢ené ke zjiSténi, jestli byl insert vloZzen do plasmidu

po bakterialni transformaci.

Slozka MnoZstvi Sekvence
2X DreamTaq PCR Master Mix | 22.5 ul
F primer 225ul | GCATATACGATACAAGGCTGTTAGA
R primer 225ul | CCGTAAGTTATGTAACGGGTACCTC
HPLC voda 9 ul

Tab. 18: Program PCR reakce, popsané v tabulce 17.

PCR program Teplota Cas Pocet cykli
Denaturace 96 °C 2 minuty 1
Denaturace 96 °C 30 sekund 30

Nasedani 55°C 40 sekund 30
Elongace 72 °C 1 minuta 30
Zaveretna elongace 72 °C 10 minut 1
Chlazeni 4°C © 1
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3.4.4 Invitro transkripce

DNA z plasmidt, do kterych byl uspé$né vlozen insert byla amplifikovana PCR reakci
s vyuzitim Phusion High Fidelity PCR Mastermix with HF buffer (NEB). Slozeni a program
PCR reakce jsou popsany v tabulkach 19 a 20. Amplifikované useky byly nasledn¢ precistény
za vyuziti QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) a jejich koncentrace byla zméfena

na nanodropu.

Tab. 19: SloZeni PCR reakce uréené pro amplifikaci useku DNA, nachazejiciho se v plasmidu.

Slozka Mnozstvi Sekvence

2x Mastermix 25 ul
DMSO 2 ul

Primer F 2 ul AAAAGCACCGACTCGGTGC

_ TAATACGACTCACTATAGGGC

Primer R 2 ul

ACAGCAAGTTTCCCGCCGC
HPLC voda 18 ul

Tab. 20: Program PCR reakce, popsané v tabulce 19.

PCR program Teplota Cas Pocet cykli
Denaturace 98 °C 1 minuta 1
Denaturace 98 °C 30 sekund 30

Nasedani 65 °C 30 sekund 30
Elongace 72 °C 1 minuta 30
Zaverecna elongace 72 °C 8 minut 1
Chlazeni 4°C 00 1

Amplifikované tseky ve form&€ DNA nasledné poslouzily jako templat pro in vitro
transkripci (IVT), pfi které doSlo k prepsani do kddu RNA. K sestaveni této reakce, ktera
je popsana v tabulce 21, byl vyuzit MEGAscript T7 Transcription Kit (Invitrogen).
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Tab. 21: SloZeni reakce, pouZité pro in vitro transkripci.

Slozka MnozZstvi
Templat DNA 5ul
ATP 2 ul
CTP 2 ul
GTP 2 ul
UTP 2 ul
10x T7 buffer 2ul
T7 enzyme mix 2ul
Nuclease free voda 3ul
37 °C, 5 hodin
DNase 1 ul
37 °C, 30 minut

RNA, vytvorena vySe popsanou reakci, byla ptecisténa pomoci komeréniho kitu RNA
Clean and Concentrator-5 (Zymo) podle instrukci vyrobce. Nasledné byla jeji kvalita
zkontrolovéana gelovou elektroforézou za pouziti 1% agarézového gelu, jeji koncentrace byla

zméfena na nanodropu a nakonec byla ulozena v -80 °C.

3.5 Analyza RNA-seq datasetii
RNA-seq datasety z preimplantac¢nich a postimplanta¢nich embryi s kody GSE98150
(Wang et al., 2018), GSE71434 (Zhang et al., 2016) a GSE75957 (Andergassen et al., 2017)

byly v minulosti v laboratofi stazeny z European Nucleotide Archive (https://www.ebi.ac.uk),

adaptéry a baze nizké kvality byly odstranény programem TrimGalore! v0.4.1
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/) a namapovany na mysi genom
GRCm38 programem Hisat2 v2.0.5 (Kim et al., 2015; Kim et al., 2019; Pertea et al., 2016).
V programu SegMonk v1.44.0 byla pro namapované datasety s pouzitim RNA-seq

quantitation pipeline vypocitana exprese gent v jednotkach FPKM (fragment per kilobase per
million) — pocet paired-end readi na jeden kb genu na jeden milion readd v datasetu.
V programu Microsoft Excel 2016 byl pak vybran gen Socs3 a 29 genu, jejichz proteinové
produkty interaguji se SOCS3 na zaklad¢ databaze STRING (https://string-db.org/). Pro né

byly vypocteny priiméry pro replikaty jednoho vzorku. Pro gen Socs3 byly také dopocitany
smérodatné odchylky. Boxploty byly vytvofeny v programu Microsoft Excel 2016.
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Pro vytvoreni heatmapy byla expresni data log transformovana se zakladem 2 (log2), a protoze
nékteré hodnoty byly 0, a z téch nelze udé€lat log2, tak ke v§em hodnotam bylo pfipocitano
0,001. Z té&chto log2 hodnot byly vypocteny praméry pro kazdy gen a tyto primérné hodnoty
byly odecteny od kazdé ptivodni log2 hodnoty pro dany gen. Tak byly ziskany hodnoty
relativni exprese. Z dat relativni exprese byly vytvoteny heatmapy (bez pouZiti genti s expresi
niz§i nez 0,1 FPKM ve vSech datasetech) v programu R Studio v3.6.2 s pouzitim

nasledovného ukazkového kodu:

install.packages("gplots™)

library (gplots)

data <- read.delim ("for_heatmap.txt_Zhang")

rnames <- data[,1]

mat_data <- data.matrix(data[,2:ncol(data)])

rownames(mat_data) <- rnames

hr <- hclust(as.dist(1-cor(t(mat_data), method="pearson")), method="complete")
colorRampPalette(c("blue™,"yellow")) -> colour.gradient

heatmap.2(mat_data, col=colour.gradient, breaks=seq(from=-8,t0=8, by=0.001),
Rowv=as.dendrogram(hr), Colv=FALSE, scale="none", dendrogram="none", key=T,

keysize=1,  density.info="none",  hclust=function(x)  hclust(x,method="complete"),
distfun=function(x) as.dist((1-cor(t(x)))/2), trace="none",cexCol=1.2)
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4. Vysledky

4.1 Transkrip¢ni profil Socs3 a s nim asociovanych gent s pouzitim RNA-seq dat

Publikovana data ukézala, ze delece genu Socs3 je letalni kviili porucham ve vyvoji
placenty a samotné embryo nejevi zadné abnormality (Roberts et al., 2001). Oproti tomu
RNA-seq data z E3.5 ukazala, ze Socs3 je exprimovan ve vnitini mase buné€k, zatimco jeho
exprese V linii trofoektodermu je téméf nulova (Wang et al., 2018). Zajimalo nas proto, jaky
je transkripni profil Socs3 v embryonalnim vyvoji v jednotlivych bunéénych liniich, zejména
jestli a kdy zacind byt exprimovan v trofoektodermalni linii, ze které vzniké placenta. Dale
jsme chtéli zjistit, jaka je exprese gent kodujicich 29 proteint interagujicich se SOCS3 podle
databaze STRING.

Genovou expresi jsme analyzovali v publikovanych RNA-seq datech z jednotlivych
stadii preimplantacniho (Zhang et al., 2016; Wang et al., 2018) a postimplanta¢niho (Wang et
al., 2018; Andergassen et al., 2017) embryonalniho vyvoje.

Na zaklad¢ dat, vygenerovanych z RNA-seq datasett byly sestaveny grafy (obrazky 3,
4 a 5), zobrazujici miru exprese genu Socs3 V jednotlivych fazich embryonalniho vyvoje.
Z nich lze vy¢ist, Ze gen S0cs3 je ve velmi malém mnozZstvi pfitomen jiz v oocytech, ve vétSim
mnozstvi pak zafind byt exprimovan v pozdnim dvoubunééném stadiu, kdy nastava
tzv. majoritni aktivace zygotického genomu a geny embrya tudiz zainaji byt exprimovany
(Schultz, 1993; Schultz, 2002). Mira jeho exprese vzrusta az do stadia osmi bunék, ve kterém
je nejvyssi (Zhang et al., 2016). S vytvotfenim moruly zac¢inad vyrazné klesat, a to pokracuje
i po vzniku prvnich dvou bunéénych linii (trofoektodermu a vnitini masy bungk), i kdyz
exprese ve vnitini hmoté bunék je vyrazné vyssi nez v trofoektodermu (2.79 vs 0.68 FPKM).
Nizka exprese pretrvava i po implantaci embrya (E6.5), 1 kdyz v linii vedouci ke vzniku
placenty (extraembryonalni ektoderm) zacina byt Socs3 znovu exprimovan (Wang et al.,
2018). Narlst jeho exprese je opétovné zaznamenan pozdé¢ji v postimplantacnim vyvoji
v E12.5v placentalnich buiikach, je také exprimovan v dalsi extraembryonalni tkani visceralni
endoderm, a do mensi miry i v somatickych bunkach samotného embrya (Andergassen et al.,
2017).
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Obr. 3: Graf, zobrazujici miru exprese genu S0cs3 od oocytu do stadia 8-bunééného embrya
(Zhang et al., 2016). 2b znamena dvoubunécné, 4b ctyibunécné a 8b osmibunééné. Graf

ukazuje primérnou hodnotu exprese pfi jednotlivych vyvojovych stadiich a smérodatné

odchylky.
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Obr. 4: Graf, znazornujici miru exprese genu S0CS3 od stadia 2 bun¢k (2b), az do E6.5. (Wang
et al., 2018). Zkratka Epi znamena epiblast, Exe znamena extraembryonalni ektoderm. Graf
ukazuje primérnou hodnotu exprese pfi jednotlivych vyvojovych stadiich a smeérodatné

odchylky.
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Obr. 5: Graf, zobrazujici miru exprese genu Socs3 od E12.5 do E16.5 v riznych tkanich
myS$iho embrya (Andergassen et al., 2017). VE znamena visceralni endoderm. Graf ukazuje

pramérnou hodnotu exprese pii jednotlivych vyvojovych stadiich a smérodatné odchylky.

Data relativni exprese poslouzila k vytvoreni heatmap (obrazky 6, 7 a 8). Z nich lze
vycCist, které geny jsou v daném c¢asovém useku a v dané tkani exprimovany v podobnych
hladinach.

Na obrazku 6 je patrné postupné zvySovani exprese genu S0cs3 od oocytu do faze
8-buné¢ného embrya. Obdobny trend vykazuji i geny Ifngrl, Ifngr2, Elob, Jak3, Rnf7 a Socs2.
Opacného priubéhu si mizeme pov§imnout u gent 116st, Socs5, Ghr, Socs6, Statl, Jakl a Lepr,
jejichz exprese se do 8-bunécného stadia postupné snizuje.

Heatmapa na obrazku 7 znazorfiuje vyvoj genové exprese od faze 2 buné¢k, az do E6.5,
ve které jsou jiz rozruznéné linie epiblastu a extraembryondlniho ektodermu. Rust exprese
a jeji nasledny pokles, zac¢inajici ve stadiu moruly, je kromé Socs3 patrny pouze u gend Lepr,
Jak2 a ll6ra. Opacny vyvoj podstupuji geny Socs2, Socs5 a Statl. Ob¢ heatmapy, zobrazujici
preimplantacni vyvoj ukazuji, ze v tomto obdobi exprese Socs3 nekoreluje s expresi Stat3.

Obrazek 8 znéazoriiuje expresi genu v rtiznych embryonalnich tkdnich od E12.5
do E16.5. Jak jiz bylo zminéno, Socs3 je exprimovan hlavné v buiikach placenty, v ostatnich

tkanich je exprimovan zpravidla v nizkych hladinach. Podobné jsou exprimovany i geny Jak1,
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Ifnarl, 1l6st, Stat3 a Tyk2, geny Statl, Stat2 a Socs2 se lisi svou zvysenou expresi vV E16.5

ve visceralnim endodermu.
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Obr. 6: Heatmapa, zobrazujici miru exprese jednotlivych genli od oocytu do stadia

8-bunécného embrya (Zhang et al., 2016).
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Obr. 7: Heatmapa, zobrazujici miru exprese gent v preimplantaénim embryu od stadia dvou

bunek az do E6.5 (Wang et al., 2018).
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Obr. 8: Heatmapa, zobrazujici expresi genti v embryu od E12.5 do E16.5 (Andergassen et al.,
2017).

4.2 Imunofluorescenéni barveni proteinu SOCS3 béhem preimplanta¢niho vyvoje

Na zakladé RNA-seq dat jsme vidéli, ze Socs3 je vyrazné exprimovan béhem
preimplanta¢niho vyvoje do stadia moruly a pak rozdiln¢ exprimovéan ve vnitini mase bunék
a trofoektodermu. Chtéli jsme otestovat, ktera protilatka bude nejvhodné&jsi k jeho
imunofluorescenénimu barveni a nasledné analyzovat profil mnozstvi SOCS3 proteinu béhem

preimplanta¢niho vyvoje, zejména v stadiu E3.5, kde nas zajimalo, jestli rozdil v expresi mezi
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bunéénymi liniemi bude detekovatelny i na trovni proteinti. Embrya byla fixovéna v E3.5,
fluorescencné¢ barvena protildtkami proti SOCS3 a nasledné skenovéna za pouziti
konfokalniho mikroskopu. Na zaklad¢ internetovych stranek vyrobct jsme ocekavali barveni
cytoplasmy, ackoli potencidlni zbarveni jadra jsme nemohli Uplné vyloucit. Také jsme
oc¢ekavali rozdilnou intenzitu zabarveni mezi vnitinimi a vnéjSimi buikami embryi.

Testovali jsme dvé rtizné protilatky proti SOCS3 (od firmy Abcam a od firmy

wewvr

o 24

Ve vétsiné embryi, barvenych krali¢i primarni protilatkou anti-SOCS3 od firmy
Abcam, stard Sarze, fedénou v BSA v poméru 1:100, a sekundarni osli protilatkou proti
kralicimu IgG Alexa Fluor 555, fedénou v BSA v poméru 1:500, jsme pozorovali mirné
zabarveni cytoplazmy bez barveni v jadrech, nevidéli jsme ale Zadny rozdil mezi barvenim
u vnitinich a vnéj$ich bunék a proto neni jasné, jestli barveni je, nebo neni specifické
pro SOCS3 (obrazek 9). Piiblizné v jedné tietiné embryi, zejména u téch, které jesté nemely

32 bunek, ale k barveni jader doSlo (obrazek 10).

Obr. 9: Cytoplasmatické barveni protilatkou proti SOCS3 od firmy Abcam, stara Sarze.
Na prvnim obrazku je patrné barveni cytoplasmy (Cervend), druhy obrazek zobrazuje bunécna
jadra (DAPI, modra), tieti obrazek zobrazuje ptekryv. Jedna se o reprezentativni zbarveni,

pozorované u 6 z 11 skenovanych embryi.
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Obr. 10: Barveni SOCS3 protilatkou nékterych bunécnych jader (Cervend). Prvni obrazek
zobrazuje ¢erveny kandl (anti-SOCS3 protilatka), druhy modry (DAPI), tieti je piekryv. Jedna

se o reprezentativni zbarveni, pozorované u 5 z 11 skenovanych embryi.

Pti pouziti krali¢i primarni protilatky anti-SOCS3 od firmy ProteinTech, fedéné v BSA
v poméru 1:75, a sekundarni osli protilatky proti krali¢imu IgG Alexa Fluor 555, fedéné
v BSA v poméru 1:500, dochazelo k vyraznému nespecifickému barveni povrchu embryi

a mén¢ vyraznému barveni cytoplasmy (obrazek 11).

Obr. 11: Nespecifické barveni embryonalniho povrchu a cytoplasmy protilatkou proti SOCS3
(Cervena, prvni obrdzek). Bunécnd jadra jsou zndzornéna modrou (DAPI, druhy obrazek).
Tteti obrazek zobrazuje prekryv. Jedna se o reprezentativni zbarveni, pozorované u 3 ze 3

skenovanych embryi.

Nespecifické fluorescenéni barveni probihalo také za pouZiti nové koupené kralici
primarni protilatky anti-SOCS3 od firmy Abcam, nova Sarze, fedéné v BSA v poméru 1:100
(obrazek 12). Pii poméru 1:200 v BSA barveni nebylo viditelné (obrazek 13). Jako sekundarni
protilatka byla pouzita osli proti kralicimu IgG Alexa Fluor 647, fedénd v BSA v poméru
1:500. Z dvodu nespecifického barveni témito protilatkami byl na embryich vyzkousen také

upraveny postup fixace a barveni (obrazek 14), popsany v kapitole 3.2.3. Za pouZiti tohoto
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postupu doslo k vyraznéjSimu zbarveni cytoplazmy bez zbarveni SOCS3 v jadrech,

ale nepozorovali jsme zadny rozdil mezi zabarvenim vnitinich a vnéjSich bun¢k.

Obr. 12: Nespecifické barveni embryonalniho povrchu a cytoplasmy protilatkou proti SOCS3
na povrchu embrya a v cytoplasmé (modrozelena, prvni obrazek). Bunééna jadra jsou
zobrazena modie (DAPI, druhy obrazek). Tieti obrazek zobrazuje ptekryv. Jednd se

0 reprezentativni zbarveni, pozorované u 12 ze 14 skenovanych embryi.

Obr. 13: Nedetekovatelné barveni protilatkou proti SOCS3 (prvni obrazek). Bun&¢na jadra
jsou barvena modie (DAPI, druhy obrazek). Tteti obrazek zobrazuje piekryv. Jedna se

0 reprezentativni zbarveni, pozorované u 8 z 8 skenovanych embryi.
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Obr. 14: Nespecifické barveni cytoplasmy protilatkou proti SOCS3 za pouziti upraveného
postupu barveni (modrozelena, prvni obrazek). Bunécna jadra jsou zobrazena modie (DAPI,
druhy obrazek). Tteti obrazek zobrazuje piekryv. Jednd se o reprezentativni zbarveni,

pozorované u 18 z 21 skenovanych embryi.

Protoze jsme pii barveni embryi s niz§im poétem bunék (i kdyz byly fixovany v E3.5)
primarni protilatkou anti-SOCS3 od firmy Abcam, stara Sarze pozorovali zbarveni bunéénych
jader, které nebylo pfitomné u embryi s vy$§im poctem bunék, chtéli jsme ovéfit, jestli tento
fenomén budeme pozorovat i u vyvojové mladSich embryi. Proto jsme touto primarni
protilatkou, fedénou v BSA v poméru 1:100, a sekundarni osli protilatkou proti krali¢imu IgG
Alexa Fluor 555), fedénou v BSA v poméru 1:500, barvili embrya ve stadiu 8 (obrazek 15)
a 16 (obrazek 16) bunék. Oproti pouziti téchto protilatek v E3.5, zde k barveni jader

nedochazelo vibec.

Obr. 15: Nespecifické a nevyrazné barveni cytoplasmy protilatkou proti SOCS3 v 8-bunééném
embryu (Cervend, prvni obrdzek). Buné¢na jadra byla barvena modie (DAPI, druhy obrazek).
Tteti obrazek zobrazuje piekryv. Jedna se o reprezentativni zbarveni, pozorované u 10 z 12

skenovanych embryi.
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Obr. 16: Nespecifické barveni cytoplasmy protilatkou proti SOCS3 v 16-bunééném embryu
(Cervena, prvni obrazek). Bunécna jadra jsou znazornéna modie (DAPI, druhy obrazek). Tieti
obrazek zobrazuje prekryv. Jednd se o reprezentativni zbarveni, pozorované u 6 z6

skenovanych embryi.

Z dosazenych vysledkli neni mozné potvrdit, Ze jsme pozorovali specifické barveni
SOCS3V cytoplazmé ¢i v jadrech s pouzitim protilatky od firmy Abcam staré nebo nové Sarze.
Z tohoto diivodu nebylo mozné vytvoftit proteinovy profil Socs3 s pouzitim protilatek béhem
preimplanta¢niho vyvoje. Nepozorovali jsme také zadny rozdil mezi vnitinimi a vné&jSimi

bunikami E3.5 embryi.

4.3 Imunofluorescen¢ni barveni pSTAT3 béhem preimplantac¢niho vyvoje

pSTATS3 je jednim z hlavnich regulatorii exprese Socs3. Proto jsme chtéli otestovat,
ktera protilatka je pro jeho imufluorescenéni barveni nejlepsi, a nasledné sledovat, jestli jsou
rozdily v mnoZstvi pSTAT v jednotlivych bun&¢nych liniich preimplantacniho embrya. Stejné
jako u SOCS3 barveni byla pouzita embrya v E3.5. Testovali jsme dvé riizné protilatky proti
pSTAT3 od firmy Cell Signalling a jednu protilatku od firmy Abcam. U jedné z protilatek
od firmy Cell Signalling jsme testovali prvni a druhou $arzi a u protilatky od firmy Abcam
jsme testovali dvé r0zné koncentrace. Na zdkladé¢ publikovanych vysledkl
imunofluorescen¢niho barveni pSTAT3 jsme ocekévali zabarveni jadra bun€k (Do et al.,

2013; Morgani & Brickman, 2015).

Prvnimi vyzkouSenymi protilatkami byla primarni mysi anti-pSTAT3 od firmy Cell
Signalling, fedénd v BSA v poméru 1:100, a sekundarni osli protilatka proti mysimu IgG
Alexa Fluor 647, fedéna v BSA v poméru 1:500 (obrazek 17). Barveni témito protilatkami

probihalo nespecificky a velice slabg.
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Obr. 17: Nespecifické a slabé barveni cytoplasmy protilatkou proti pSTAT3 (modrozelena,
prvni obrazek). Bunécna jadra jsou zobrazena modie (DAPI, druhy obrazek). Na tretim
obrazku je zobrazen piekryv. Jedna se o reprezentativni zbarveni, pozorované u 8 z9

skenovanych embryi.

Fluorescen¢ni barveni primarni krali¢i protilatkou anti-pSTAT3 od firmy Cell

Signalling, prvni Sarze, fedénou v BSA v poméru 1:100, a sekundarni osli protilatkou proti

kralicimu IgG Alexa Fluor 555, fedénou v BSA v poméru 1:500 (obrazek 18) vibec

neprobéhlo.

Obr. 18: Absence barveni protilatkou proti pSTAT3 (prvni obrazek). Bunééna jadra jsou
barvena modie (DAPI, druhy obrazek). Treti obrdzek znazoriiuje piekryv. Jedna se

0 reprezentativni zbarveni, pozorované u 10 z 10 skenovanych embryi.

Vyraznéjsi, ale také nespecifické barveni pSTAT3 v cytoplazmé se objevilo pti pouziti
druhé Sarze krali¢i primarni protilatky anti-pSTAT3 od firmy Cell Signalling, fedéné v BSA
v poméru 1:100, a sekundarni osli protilatky proti kralicimu IgG Alexa Fluor 555, fedéné
v BSA v poméru 1:500 (obrazek 19).
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Obr. 19: Nespecifické barveni cytoplasmy protilatkou proti pSTAT3 (Cervena, prvni obrazek).
Bunéc¢na jadra jsou znadzornéna modie (DAPI, druhy obrazek). Na tietim obrazku je piekryv.

Jedna se o reprezentativni zbarveni, pozorované u 4 ze 4 skenovanych embryi.

Posledni vyzkouSenou pSTAT3 protilatkou byla nové koupend primarni kralici
protilatka anti-pSTAT3 od firmy Abcam, fedénd v BSA v poméru 1:100 (obrazek 20)
a Vv pomeru 1:200 (obrazek 21). Jako sekundarni protilatka byla pouzita osli proti krali¢imu
IgG Alexa Fluor 647, fedéna v BSA v poméru 1:500. Protoze i1 za pouziti téchto protilatek
probihalo barveni pouze nespecificky, byl vyzkousen i1 odlisny protokol fixace a barveni
embryi, popsany v kapitole 3.2.3 (obrazek 22 pro fedéni primarni protilatky v BSA 1:100

a obrazek 23 pro fedéni 1:200), ale nedosahli jsme zlepSeni specificity barveni.

Obr. 20: Nespecifické a slabé barveni cytoplasmy protiladtkou proti pSTAT3 (modrozelena,

prvni obrdzek). Bunécnd jadra jsou barvena modie (DAPI, druhy obréazek). Tteti obrazek
zobrazuje prekryv. Jednd se o reprezentativni zbarveni, pozorované u 8 z 9 skenovanych

embryi.
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Obr. 21: Nespecifické barveni cytoplasmy protilatkou proti pSTAT3 (modrozelena, prvni

obrazek). Bunécna jadra jsou zndzornéna modie (DAPI, druhy obrazek). Na tietim obrazku je

ptekryv. Jedna se o reprezentativni zbarveni, pozorované u 9 z 9 skenovanych embryi.

..

Obr. 22: Nespecifické a velmi slabé barveni cytoplasmy protilatkou proti pSTAT3 za pouziti
upraveného postupu barveni (modrozelend, prvni obrazek). Bunécéna jadra jsou barvena modre
(DAPI, druhy obrazek). Treti obrazek zobrazuje prekryv. Jedna se o reprezentativni zbarvent,

pozorované u 5 ze 6 skenovanych embryi.
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Obr. 23: Nespecifické barveni cytoplasmy protildtkou proti pSTAT3 za pouziti upraveného
postupu barveni (modrozelend, prvni obrazek). Bunécna jadra jsou zndzornéna modie (DAPI,
druhy obrazek). Tteti obrazek zobrazuje piekryv. Jednd se o reprezentativni zbarveni,

pozorované u 5 z 5 skenovanych embryi.

Pii fluorescenénim barveni pSTAT3 protildtek vSechny protilatky barvily embrya
nespecificky (obrazky 17, 19, 20, 21, 22 a 23), nebo je nebarvily viibec (obrazek 18). Nebylo
proto mozné analyzovat a porovnavat mnozstvi pSTAT3 u jednotlivych bunécnych linii

preimplanta¢nich embryi.

4.4 Downregulace Socs3 pies inhibici pSTAT3

Ptedchozi nepublikované vysledky v nasSi laboratoti ukazaly, Zze po downregulaci
exprese Socs3 pomoci RNA interference doSlo ke zvySené proliferaci bun€k v E3.5. Protoze
pSTATS3 stimuluje expresi Socs3, chtéli jsme zjistit, jestli chemicka inhibice pSTAT3 snizi
mnozstvi proteinu SOCS3 v buiikéch, a jestli to bude mit efekt na pocet bun¢k v embryich
v E3.5. Embrya byla vZdy rozdélena na dvé skupiny, z nichZ jedna podstoupila vyvoj v médiu
s ptidanym inhibitorem, druha pak slouzila jako kontrolni skupina. Tato embrya byla v E3.5
fixovana, poté byla fluorescenéné barvena SOCS3 protilatkami a skenovana konfokalnim
mikroskopem. Posléze byla porovnavana embrya, vyvijejici se v inhibitoru, s embryi tvotficimi
kontrolni skupinu.

Na experiment byly pouzity dva inhibitory a na kazdém z nich bylo provedeno né¢kolik
sérii méfeni. Byly pouzity rizné koncentrace inhibitori v médiu a rGzné Casové useky,
ve kterych se embrya v inhibitorech vyvijela. Kazdd série méfeni méla vlastni kontrolni

embrya.
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Prvnim pouzitym inhibitorem byl CI188-9. Prvni skupina inhibovanych embryi
se vyvijela v médiu s pfidanym inhibitorem v koncentraci 10 uM od E2.5 do E3.5, druha
skupina v koncentraci 10 uM od E1.5 do E3.5 a tfeti skupina v koncentraci 20 uM od E1.5
do E3.5.

Embrya, patfici do prvni skupiny méla vpriméru o 5 bunék méné nez
embrya kontrolni. U druhé skupiny zastavila tietina embryi sviij vyvoj ve stadiu 2-4 bunék
a zbyla embrya vykazovala v priméru o 8 bun¢k méné nez kontroly. V posledni skupiné doslo
k zastaveni vyvoje ve fazi 2-4 bunék u poloviny embryi a zbylda méla v priméru o 6 bunék

méng, nez kontrolni embrya (obrazek 24).
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Obr. 24: Graf, znazoriujici vliv inhibitoru C188-9 na celkovy pocet bun€k v embryich
ve tfech, na sobé nezavislych méfenich. Jako prvni jsou vZdy zobrazeny kontroly, vyvijejici
se v bézném meédiu. Na druhych mistech jsou zobrazena experimentalni embrya, vyvijejici se

Vv médiu s pfidanym inhibitorem.

Druhym pouzitym inhibitorem byl Cryptotanshinone. Prvni skupina embryi se vyvijela
v médiu s pfidanym inhibitorem v koncentraci 10 uM od E2.5 do E3.5, druha skupina
V koncentraci 10 uM od E1.5 do E3.5, tfeti skupina v koncentraci 20 uM od E1.5 do E3.5
a ¢tvrta skupina v koncentraci 20 uM od E2.5 do E3.5.

V prvni skuping¢ se vliv inhibitoru na prumérny pocet bunék nijak neprojevil, median
ale u inhibovanych embryi klesl z 33 na 31. Druha skupina vykazovala u inhibovanych embryi

48



V pruméru o 3 buiikky méné nez v kontroldch a mediéan klesl z 30 na 28. Ve tteti skupin€ doslo
ke snizeni primérného poctu bunék o 3 a median klesl z 32 na 31. U ¢tvrté skupiny nedoslo

ke snizeni primérného celkového poctu bunék, median ale klesl z 33 na 32 (obrazek 25).
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Obr. 25: Graf, znazoriiujici vliv inhibitoru Cryptotanshinone na celkovy pocet bunck
Vv embryich ve Ctyfech, na sobé nezavislych méfenich. Jako prvni jsou vzdy zobrazeny
kontroly, vyvijejici se v bézném médiu. Na druhych mistech jsou zobrazena experimentalni

embrya, vyvijejici se v médiu s pfidanym inhibitorem.

Nasledné fluorescen¢ni barveni SOCS3 probihalo u embryi inhibovanych inhibitorem
C188-9 stejné v obou zminénych koncentracich i intervalech, ve kterych byla embrya
inhibovana. K barveni byla pouzita primarni protilatka krali¢i anti-SOCS3 od firmy Abcam,
stara Sarze, fedéna v BSA v poméru 1:100 a sekundarni osli protilatka proti krali¢imu IgG
Alexa Fluor 647, fedénd v BSA v poméru 1:500. Fluorescenéni barveni bylo cytoplasmatické
i jaderné ve stejné intenzit€ a nebyl patrny zadny rozdil mezi inhibovanymi embryi

(obrazek 26) a kontrolami (obrazek 27).
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Obr. 26: Fluorescencni barveni cytoplasmy i jader protilatkou proti SOCS3 v embryich
inhibovanych inhibitorem C188-9 (modrozelena, prvni obrazek). Bunécna jadra jsou barvena
modie (DAPI, druhy obréazek). Tteti obrazek zobrazuje piekryv. Jednd se o reprezentativni

zbarveni, pozorované u 45 z 55 skenovanych embryi.

Obr. 27: Fluorescen¢ni barveni cytoplasmy 1 jader protilatkou proti SOCS3 v kontrolnich
embryich (modrozelend, prvni obrazek). Bunééna jadra jsou znazornéna modie (DAPI, druhy
obrazek). Na tfetim obrazku je piekryv. Jedna se o reprezentativni zbarveni, pozorované u 60

Z 69 skenovanych embryi.

Pro fluorescen¢ni barveni embryi, inhibovanych pomoci Cryptotanshinone, byla také
pouzita primarni protilatka krali¢i anti-SOCS3 od firmy Abcam, stara Sarze, fedéna v BSA
v poméru 1:100 a sekundarni osli protilatka proti krali¢imu IgG Alexa Fluor 555, fedéna
v BSA v poméru 1:500. Koncentrace pouzitého inhibitoru, a interval, po ktery mu byla embrya
vystavena nemél vliv na vysledek fluorescenéniho barveni, zalezelo ale na celkovém poctu
bun¢k v embryu.

Pti tomto barveni bylo ve vét§in€ embryi s malym poctem bunék (do 19), a to zejména
u inhibovanych embryi, patrné barveni bunécnych jader (obrazek 28), s rostoucim poctem

bunek se toto barveni postupné vytracelo (obrazek 29). V kontrolnich embryich se specifické
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barveni jader vyskytovalo pouze vyjimecné (obrazek 30). Po inhibici pSTAT jsme ani v tomto

v

..

Obr. 28: Specifické fluorescenéni barveni SOCS3 v jadrech inhibovaného embrya s nizkym

poctem bunck (Cervend, prvni obrazek). Bunécna jadra jsou barvena modie (DAPI, druhy
obrazek). Tteti obrazek znazornuje prekryv. Jedna se o reprezentativni zbarveni, pozorované

u 13 z 57 skenovanych embryi.

Obr. 29: Specifickeé fluorescencni barveni SOCS3 v né€kolika jadrech inhibovaného embrya
S vy$§im poctem bunék (Cervend, prvni obrazek). Bunééna jadra jsou barvena modie (DAPI,
druhy obrazek). Tteti obrazek zndzornuje piekryv. Jedna se o reprezentativni zbarveni,

pozorované u 14 z 57 skenovanych embryi.
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Obr. 30: Fluorescenéni barveni SOCS3 v cytoplasmé kontrolniho embrya (Cervend, prvni
obrazek). Bunécna jadra jsou barvena modie (DAPI, druhy obrazek). Tteti obrazek znazoriuje

ptekryv. Jedna se o reprezentativni zbarveni, pozorované u 40 ze 44 skenovanych embryi.

Vysledky ukazuji, ze inhibice pSTAT3 u preimplantacnich embryi nevede ke zvyseni
proliferace, naopak, ma pravdépodobné negativni vliv na vyvoj embryi a embrya se vyvijeji
pomaleji oproti kontroldm. Kvilli nevhodnosti protilatek jsme nebyli schopni potvrdit, zda

vede inhibice pSTAT3 ke snizeni mnozstvi proteinu SOCS3.

4.5 Delece Socs3 pomoci mikroinjekci Cre mRNA u mysi linie Socs3 fI/fl

Jedna z moznosti, jak downregulovat gen Socs3 v mysich embryi je vyuziti Cre-Lox
systému, kde byly do oblasti genu Socs3 vlozeny dvé tzv. flox (fl) sekvence, které jsou
rozeznany rekombindzou CRE. Ta pomoci rekombinace vystithne oblast mezi flox
sekvencemi a dochazi k deleci ¢asti genu Socs3, ktery se tak stdvd nefunkénim. Bez
ptitomnosti CRE je gen Socs3 i s vlozenymi flox sekvencemi plné funkéni.

Po mikroinjikaci se ze zkuSenosti v nasi laboratofi nejlépe vyvijeji F2 embrya, ktera
vznikla zkiizenim samice a samce FI1, ktefi jsou potomci kiizeni mySich linii C57BIl6
a CBA/W. V laboratofi jsme méli mysi linii CBA/W Socs3 fl/fl, ale potiebovali jsme také linii
C57Bl6 Socs3 fl/fl. Za timto Ucelem byli kiizeni samci C57B16 Socs3 wt/fl se samicemi
C57BI6 Socs3 wt/fl a jejich mlad’ata byla genotypizovana. DNA byla extrahovana ze $picky
ocasu, pozadovany region byl amplifikovan pomoci PCR a za vyuziti gelové elektroforézy
bylo nasledné zjisténo, ktera z mlad’at nesou alely Socs3 wt (produkt délky 272 bp) nebo
Socs3 fl (produkt délky 420 bp). Na zaklad¢ toho byl stanoven jejich genotyp jako Socs3

wt/wt, Socs3 wt/fl, a Socs3 fl/fl. Na obrazku 31 je znazornén vysledek jedné genotypizace,
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kde jedinci 1, 2 a 8 maji genotyp Socs3 fl/fl, jedinci 3, 5, 6, 7 a 9 genotyp Socs3 wt/fl a jedinec

4 genotyp Socs3 wt/wit.

Obr. 31: Agarozovy gel, zobrazujici vysledky mysiho genotypingu. Neg. je negativni kontrola

S pouzitim vody misto DNA.

Mléad’ata, majici pozadovany genotyp Socs3 fl/fl byla dale kiizena mezi sebou,
coz vedlo k udrzeni pozadovaného genotypu také u jejich potomstva a vzniku mysi linie
Z linie CBA/W Socs3 fl/fl. Takto vznikli F1 jedinci pak byli znovu kiiZeni a jejich embrya
byla pouzita pro mikroinjikovani Cre mRNA.

Dale byla in vitro transkripci pfipravena HA-tagovana mRNA Cre z plasmidu
PRN3P:Cre-HAN. Vyizolovany plasmid byl enzymaticky nastépen, na agaré6zovém gelu byla
zkontrolovana velikost plasmidu po Stépeni (obrazek 32, pfiblizne 4600 bp), a nasledné byl

precistén fenol-chloroformem.
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Obr. 32: Agar6zovy gel, zobrazujici plasmid pRN3P:Cre-HAN po enzymatickém $tépeni.

PreciSténa plasmidovd DNA byla piepsana do mRNA in vitro transkripci. Pro
potvrzeni spravného pribéhu reakce byla pfitomnost mRNA zkontrolovana na agar6zovém
gelu (obrazek 33). Protoze se jednalo o DNA gel s pouzitim 1x TAE (a ne RNA-denaturujici
gel spouzitim 1x BPTE), dalo se ocekavat, ze¢ RNA mulze byt pfitomna V rtiznych

konformacich, a proto mtize tvofit vice bandl na gelu.

Obr. 33: Agarozovy gel, zobrazujici RNA, nasyntetizovanou podle DNA z plasmidu
pRN3P:Cre-HAN.

Pro ovéfeni funkcnosti pfipravené Cre mRNA jsme ji nejdiive mikroinjikovali
do jedné blastomery u dvoubunéénych embryi ziskanych kiizenim mysi linie F1 mTmG.
U této linie je za normalnich okolnosti na bunéénych membranach lokalizovan fluorescenéni

protein tdTomato, ktery sviti ¢ervenou fluorescenci. Pokud je ale v bunikach pritomna CRE
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rekombinaza, ¢ervena fluorescence je nahrazena zelenou fluorescenci EGFP lokalizovanou
na membrané. Proto jsme ocekavali, Zze pokud je Cre mRNA funkéni, bude mit klon vznikly
Z injikované blastomery zelené blastomery, zatimco klon z neinjikované blastomery je bude
mit Cervené. Embrya byla v E3.5 fixovana a skenovana konfokdlnim mikroskopem.
Pfitomnost blastomer se zelenou membranou u injikovaného klonu potvrdila, Ze nase
Cre mRNA je funk¢ni (obrazek 34).

Nasledné jsme chtéli pomoci mikroinjekci Cre mRNA deletovat gen Socs3. Ze samic
F1 linie Socs3 fl/fl, zkiizenych s F1 samci Socs3 fl/fl byla ziskdna dvoubunétna embrya
a vzdy do jedné z bun¢k byla mikroinjikovana Cre mRNA. Ta nasledné zptsobila rekombinaci
rozpoznavacich mist fI/fl, diky ¢emuz doslo k deleci ¢asti genu Socs3. Spolu s Cre mRNA byl
mikroinjikovan injekéni marker Gap43-GFP mRNA, ktery byl injikovan i samostatné jako
kontrolni mikroinjikace.

Embrya bylav E3.5 fixovana, a skenovana na konfokalnim mikroskopu. Jako primarni
protilatka byla pouzita kozi anti-HA-tag, fedéna v BSA v poméru 1:200, jako sekundarni
protilatka slouzila osli proti kozimu IgG Alexa Fluor, fedénd v BSA v poméru 1:500. Jeji
barveni ale nefungovalo. Po spocteni bunck v jednotlivych embryich bylo zjiSténo,
ze mikroinjikovand embrya maji v priméru o 6 bun¢k méné nez embrya kontrolni. Rovnéz
byl porovnéan priimérny pocet bun¢k mezi mikroinjikovanou a nemikroinjikovanou linii. Linie
bunék, do které byl mikroinjikovan RNA konstrukt méla v priméru o jednu buitku méné nez

bunécéna linie bez tohoto zasahu.
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Obr. 34: Fluorescen¢ni barveni bunéénych membran mikroinjikovanych embryi. Prvni
obrazek zobrazuje bunky, v nichZ je pfitomna Cre rekombinaza (zelend). Na druhém obrazku
jsou membrany bunék, do jejichz vyvoje nebylo zasazeno mikroinjikaci (¢ervend). Bunécna
jadra jsou zndzornéna modfe (DAPI, tfeti obrazek). Ctvrty obrazek zobrazuje prekryv. Jedna

se o reprezentativni zbarveni, pozorované u 9 z 9 skenovanych embryi.

4.6 Priprava sgRNA na deleci Socs3 pomoci CRISPR/Cas9 systému

Jako dalsi zptisob delece genu Socs3 jsme se rozhodli vyuzit CRISPR/Cas9 systém.
CRISPR/Cas9 sestava z genove specifické sgRNA, ktera zacili vybranou ¢ast vybraného genu
a z Cas9 proteinu, Stépictho DNA v misté zacileni. NaSim cilem bylo pfipravit sgRNA,
specifickou pro gen Socs3, ktera bude moct byt spolu s Cas9 mRNA mikroinjikovana
do embryi.

sgRNA se sklada ze dvou c¢asti. Prvni je 20 nukleotidli dlouhd zacilovaci sekvence,
ktera je homologni s genem, ktery chceme ovlivnit. Druha je sekvence pro vazbu s Cas9. Ta je
ptitomna v plasmidu pX330-U6-Chimeric BB-CBh-hSpCas9 a bylo kni tfeba vlozit
Socs-specifickou prvni  sekvenci. Plasmid pX330-U6-Chimeric BB-CBh-hSpCas9,
vyizolovany zkompetentnich bunék byl linearizovin enzymatickou reakci. Uspé&$nost
linearizace byla zkontrolovdna na agarézovém gelu, pficemZz linearizovany plasmid mél

ocekavanou velikost 8500 bp (obrazek 35).
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Obr. 35: Agardézovy gel, zobrazujici plasmid pX330-U6-Chimeric BB-CBh-hSpCas9

pfed a po enzymatickém S$tépeni.

Genove specifickd ¢ast DNA pro sgRNA byla ptipravena hybridizaci dvou 24 bp
dlouhych oligo sekvenci. Po tispéSném rozstépeni plasmidu nasledovala liga¢ni reakce. Béhem
ni byl do nastépené¢ho plasmidu vlozen pfipraveny insert (hybridizovana oligo sekvence)
a takto upraveny plasmid byl pomoci bakterialni transformace vloZzen do kompetentnich bunék
DH5a. Z nich byl plasmid opétovné vyizolovan a bylo tieba potvrdit, zda skute¢né obsahuje
pozadovanou sekvenci, nesenou insertem. To bylo pfedbézné uréeno pomoci PCR s primery
Vv okoli mista vloZeni insertu a agar6zového gelu (obr. 36). Kvili malé délce insertu bylo velmi
obtizné na agar6zovém gelu urcit, které PCR produkty jsou del$i nez produkt z pivodniho
plasmidu pfed vlozenim insertu. Pfitomnost vlozené sekvence byla nasledné potvrzena

sekvenovanim ve specializované firmé.
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Obr. 36: Agardzovy gel, zobrazujici plasmid pX330-U6-Chimeric BB-CBh-hSpCas9

pred a po ligacni reakci.

Po potvrzeni, ze byl do plasmidu skute¢né vlozen ptipraveny insert, byla z plasmidu
pomoci PCR reakce amplifikovana ¢ast DNA, nesouci celou sgRNA sekvenci, pricemz jeden
z primerti obsahoval sekvenci rozeznavanou T7 polymerazou. Tato sekvence byla béhem PCR
reakce pridana k amplifikovanému fragmentu DNA pro sgRNA. Vznikla DNA byla nasledné
in vitro transkribovana do RNA, ta byla pteciSténa, a jeji velikost byla zkontrolovdna gelovou
elektroforézou (obrazek 37). Stejn¢ jako v predchozi kapitole jsme vyuzili DNA gel
s pouzitim 1x TAE (a ne RNA-denaturujici gel s pouzitim 1x BPTE), proto se dalo o¢ekavat,
ze RNA muzZe byt pfitomna v riznych konformacich a proto tvofit vice bandi na gelu.
Usoudili jsme proto, ze jsme uspéSné piipravili Socs3-specifickou sgRNA, kterd bude

spole¢né s Cas9 mRNA mikroinjikovna do embryi.
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Obr. 37: Agardzovy gel, zobrazujici sgRNA, nasyntetizovanou podle DNA z plasmidu
pX330-U6-Chimeric BB-CBh-hSpCas9 s vlozenym insertem.

4.7 Priprava HA-tagované Socs3 mRNA pro overexpresi Socs3 genu

Nasim poslednim cilem bylo pfipravit HA-tagovanou Socs3 mRNA, kterd bude
po mikroinjikovani do embryi slouzit pro overexpresi genu Socs3 a jeho lokalizaci pomoci
HA-tagu. Z kompetentnich bunék Dh5a byl vyizolovan plasmid pRN3P:Socs3-HAN, nesouci
DNA pro HA-tagovanou Socs3 mRNA a nasledné byl linearizovan. Uspé$né linearizace
plasmidu s délkou piiblizné 4000 bp byla potvrzena pomoci gelové -elektroforézy
(obrazek 38).

Obr. 38: Agardzovy gel, slouzici ke kontrole enzymatického Stépeni plasmidu. Na obrazku je

patrny vyrazny rozdil mezi ptivodnim a naStépenym plasmidem.
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Nastépeny plasmid byl piecistén fenol-chloroformem a vzniklé produkty poslouzily
jako ptedloha pro in vitro transkripci, pti které byla DNA plasmidu piepsana do mRNA. Poté
k ni mél byt za vyuziti polyA-tailingu dosyntetizovan polyA konec. Vysledna mRNA byla
ptecisténa fenol-chloroformem a z divodu kontroly kvality, a také z duivodu vyvraceni jeji
mozné degradace byla zkontrolovana gelovou elektroforézou (obrazek 39). Jak je ale patrné
na obrazku 39, polyadenylacni reakce se nezdafila, i kdyz jinak mRNA piisobi intaktné
a Vv poradku. Protoze byl pouzity DNA ladder, nedd se pouzit pro pfesné odecteni délky
MRNA.
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Obr. 39: Agardzovy gel, zobrazujici mRNA konstrukt, vznikly in vitro transkripci. Délky
puvodni mRNA, a mRNA po syntéze polyA konce se téméf nelisi. Z toho je patrné, Ze reakce

neprobéhla uspésné.
Takto ptipravena Socs3 mMRNA bude v pozdéjsich experimentech mikroinjikovana

do mySich embryi za Gcelem zjisténi fenotypu po overexpresi genu S0cS3 a potencialné

lokalizace SOCS3 pomoci imunofluorescenéniho barveni HA tagu.
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5. Diskuse

Cilem této bakalatské prace bylo zjistit, zda mé gen Socs3 néjakou funkci v Casném
preimplantaénim vyvoji mysich embryi. Role tohoto genu byla zatim zkoumana hlavné
V kontextu celého prenatalniho vyvoje mysiho embrya, a dilezitost genu Socs3 v pozd¢jsich
fazich embryondlniho vyvoje jiz byla potvrzena mnoha vyzkumy. Podle publikovanych dat
ma Socs3 vliv hlavné na vyvoj fetdlni ¢asti placenty (Roberts et al., 2001; Takahashi et al.,
2008; Robb et al., 2005). Dosud ale nebylo objasnéno, jestli a ptipadné jakou roli hraje
V pribé¢hu preimplantacniho vyvoje.

Hypotéza o mozném vlivu SOCS3 na preimplantacni vyvoj je podporovana nasi
analyzou publikovanych RNA-seq dat (Zhang et al., 2016; Wang et al., 2018), ktera ukazala,
ze je gen Socs3 hojné exprimovan od stddia dvoubun&tného embrya az do doby prvniho
rozhodnuti o bunééném osudu, béhem kterého dojde k diferenciaci trofoektodermu a vnitini
masy bun¢k. Velmi zajimava je také jeho néasledna exprese ve vnitini mase buné¢k, ktera je
n¢kolikanasobné¢ vyss$i nez v bunkédch trofoektodermu, a po downregulaci genu pro
trofoektodermalni transkripéni faktor TEAD4 je jeho exprese v butikach vice nez 10-ndsobné
upregulovana (nepublikované vysledky z laboratote). Nase analyza RNA-seq dat (Wang et al.,
2018; Andergassen et al., 2017) také ukazala, Ze po implantaci embrya za¢ne exprese genu
Socs3 stoupat Vv linii vedouci k placenté a je tam vyssi nez v somatickych tkanich samotného
embrya.

Publikovany vyzkum ukazal, ze pSTAT3 a SOCS3 se navzajem reguluji (Schmitz et
al., 2000; Morgani & Brickman, 2015). S tim jsou v souladu RNA-seq data postimplanta¢nich
embryi (Andergassen et al. 2017), kde v linii vedouci k placenté je také hojné exprimovan gen
Stat3, zatimco v embryondlnich somatickych tkanich je exprimovan pouze do malé miry.
To muze souviset s tim, proc je delece genu Socs3 fatalni pro vyvoj placenty, ale ne pro vyvoj
samotného embrya — v placent¢ je tak narusena rovnovaha mezi pSTAT3 a SOCS3. Naproti
tomu v preimplantacnim vyvoji exprese Socs3 nekoreluje s expresi Stat3 a je proto mozné,
ze je exprese Socs3 regulovana i néjak jinak. Také nevime, pro¢ je Socs3 downregulovan
v trofoektodermu preimplantac¢nich embryi.

Tato rozdilnost v hladinach exprese SOCS3 mezi linii trofoektodermu a vnitini masy
bunék byla zkoumédna pomoci imunofluorescenéniho barveni SOCS3 v mySich embryich,
zafixovanych v E3.5. Vzhledem k podstatn¢ vys$si mife exprese tohoto genu ve vnitini mase
bunék se predpokladalo, Ze tento rozdil budeme pozorovat také na trovni proteind. K tomu
ale nedoSlo, a 1 pfes pouziti vétStho mnoZstvi protilatek a testovani nékolika postupi

se nepodafilo pozorovat rozdil mezi bunkami trofoektodermu a vnitini masy bunék. Je mozné,
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Ze na proteinové urovni neni rozdil v mnozstvi SOCS3, ale divodem miize byt také
nespecifické barveni primarnimi protildtkami, protoze se ndm nepodafilo potvrdit, zda barveni
SOCS3 protilatkami, které pozorujeme, je specifické. Jako jedno z moznych vysvétleni mozné
nespecificity se nabizela chyba, provedena v postupu fixace a barveni embryi, ktera ale byla
vyvracena zopakovanim experimentu zkusengj$im pracovnikem. Druhou moznosti bylo staii
vétSiny pouzivanych protilatek a jejich degradace, ke které mohlo casem dojit, coz
ale nevysvétluje potencialni nespecificitu nové zakoupenych protilatek. Jako feSeni
do budoucna by mohla slouzit optimalizace fixa¢niho protokolu podle publikaci, kde
imunofluorescence SOCS3 fungovala.

DalSim provedenym experimentem bylo fluorescencni barveni pSTAT3. Divodem
K tomuto experimentu byla vzajemna provazanost STAT3 se SOCS3 a vzajemna regulace,
ke které mezi nimi dochazi. Fosforylovany STAT3 v buné&nych jadrech podporuje expresi
Socs3 (Schmitz et al., 2000) a lze proto o¢ekavat, ze bude mit velmi podobny proteinovy
profil, jako SOCS3. Stejné jako u fluorescenc¢niho barveni SOCS3 bylo i pro barveni pSTAT3
pouzito vice protilatek. Ani tato barveni vSak neprobihala specificky, a tudiz nebyly z tohoto
experimentu ziskany Zadné pouzitelné vysledky. Jednim z vysvétleni nefungujicich protilatek
bylo opét jejich mozné znehodnoceni staifim nebo neoptimalni fixacni postup.

Vzajemné regulace mezi pSTAT3 a SOCS3 bylo vyuzito i v dal§im experimentu,
kdy experimentalni embrya podstupovala ¢ast svého vyvoje v médiu s pfidanym pSTAT3
inhibitorem. Tento inhibitor zptsoboval v embryich inhibici pSTAT3, a ocekavali jsme,
ze nasledné bude vést k downregulaci Socs3. Protoze predchozi nepublikovana data z nasi
laboratofe ukazala, ze downregulace Socs3 pies RNAi vedla ke zvySené proliferaci v E3.5,
ocekavali jsme, Ze 1 pSTAT3 inhibice by mohla vést ke zvySenému poctu bunck
u inhibovanych embryi. To se ale nepotvrdilo. PouZiti obou inhibitort mélo bud’ jen nepatrny
vliv na pocet bunck, nebo vedlo ke zpomaleni vyvoje a sniZzeni celkového poctu bunék
v embryich v zavislosti na koncentraci a délce vystaveni embryi inhibitoru. Ptfi vysokych
koncentracich dochazelo u nékterych embryi dokonce k uplnému zastaveni vyvoje
a k odumfeni. Je mozné, Ze jsme pouzili piili§ vysokou koncentraci inhibitoru, nebo byl
negativni vliv na vyvoj embryi zplsoben i dalSimi efekty downregulace pSTAT3 kromé
potencialni inhibice exprese Socs3.

Zda pSTATS3 inhibice skute¢né vede k downregulaci genu Socs3 jsme se pokusili
ovétit pomoci imunofluorescencéniho barveni SOCS3. V embryich, inhibovanych inhibitorem
Cryptotanshinone, kterda méla nizkym pocet bun€k (do 19), dochazelo k barveni jader, které

se s nartistajicim po¢tem bunék postupné vytracelo. Tento jev, pokud se jednalo o specifické
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barveni, byl s nejvétsi pravdépodobnosti zplisoben vyraznym snizovdnim exprese Socs3
od stadia 8 bunék. Nepozorovali jsme ale snizeni intenzity barveni SOCS3 po pouziti
inhibitoru. Do budoucna by bylo vhodné ovéfit snizeni exprese Socs3 pomoci extrakce RNA,
reverzni transkripce a real-time PCR.

Dale jsme deletovali gen Socs3 pomoci Cre ve specidlné pripravené mysi linii Socs3
fl/fl. Potvrdili jsme, Ze Cre mRNA je funkéni a ocekdvali jsme, ze disledkem mikroinjikace
MRNA konstruktu dojde v mikroinjikované blastomeie k deleci genu Socs3, ktera se pienese
1 do dcefinych bunék. Na zaklad¢ predchozich dat z RNA1 downregulace Socs3 naSe hypotéza
predpokladala, ze klon bun¢k s downregulovanym Socs3, nebo celé¢ embryo, by mély mit vyssi
pocet bun€k nez kontrolni embrya. Porovndni poctu bunék v mikroinjikovanych
a V kontrolnich embryich naopak ukazalo sniZzeni po¢tu bunc¢k v mikroinjikovanych embryich
oproti kontroldm. Jednalo se ale pouze o jeden experiment a je tfeba ho zopakovat.

Jako priprava pro budouci experimenty byla nasyntetizovana genové specificka
sgRNA, slouzici k deleci Socs3 pomoci CRISPR/Cas9 systému a HA-tagovana Socs3 mRNA
pro upregulaci Socs3. Oba tyto konstrukty budou vyuzity pfi dal§im zkoumani vlivu genu
Socs3 na preimplantacéni vyvoj mySich embryi ve stadiu prvniho rozhodnuti o bunééném
osudu. Tento dalsi vyzkum jisté poskytne velmi zajimavé vysledky a nové poznatky o ¢asném
embryonalnim vyvoji.

Budouci vyzkumy tohoto genu by mohly byt zaméfeny také na jeho roli pfi druhém
rozhodnuti o bunééném osudu, tedy na obdobi segregace primitivniho endodermu a epiblastu,
zejména v kontextu role SOCS3 pii regulaci pluripotence a diferenciace embryonalnich

kmenovych bun¢k (Forrai et al., 2006; Li et al., 2005).
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