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Abstrakt:

Transgenoze je nastroj, kterym lze déale vylepSovat vlastnosti hedvabi produkované-
ho bourcem morusovym nebo ktery umozni pouzit bource jako producenta rekombi-
nantnich proteinii vyuzitelnych v lékafstvi. Zabelina et al. (2015a) vytvofili
transgenni partenogenetickou linii, jejiz vyhodou bylo rychlé ziskani homozygott ve
vloZzeném transgenu se stabilni expresi v dalich generacich. Uginnost vlastni
transgenoze vSak byla nizsi nez 2 %, zatimco u béznych nepartenogenetickych linii
se pohybuje v rozmezi 20 — 60 %. Naplni mé prace bylo hledani pf¥ic¢in tohoto rozdi-
lu. ProtoZe tGspéch transgenoze zavisi na injekci do vaji¢ek pied dokonéenim tvorby
blastodermu, zdalo se, zZe nebyla pouzita vajicka vhodného stupné vyvoje. Transge-
noze se u standardnich linii provadi pfi teploté 25 °C, zatimco vajicka partenogene-
tickych linii je tieba po aktivaci tepelnym Sokem inkubovat 3 dny v 15 °C. Prekaz-
kou pro transgenozi partenogenetickych linii je rovnéz embryonalni diapauza.
K jejimu potlaceni pii tvorbé transgenni partenogenetické linie VTGI1 byla pouzita
transplantace vaje¢nikl partenogenetické linie do saméich housenek standardni linie.
V praci byla porovnavéana vajicka standardni a partenogenetické linie vyvijejici se
v 15 °C. Vliv teploty na vyvoj byl pozorovan u standardni linie K23 inkubované
Vv teplotach 25 a 15 °C. Embryogeneze byla v 25 °C asi dvakrat rychlejsi nez v 15 °C.
U implantati ze samcti a ze samic nebyl pozorovan rozdil v rychlosti vyvoje.
S ohledem na pribéh ryhovani je mozno doporucit k injekci konstruktem DNA cas
24 h po aktivaci partenogeneze. Vyvoj partenogenetické linie bez zdsahu v porovnani
s implantaty byl srovnatelny. Vyvoj u standardni linie probihal rychleji nez pti akti-
vaci embryogeneze tepelnym Sokem. Vlastni vajicka samic K23 vyvijejici se
V pfitomnosti implantatu ziskala casteCnou schopnost partenogeneze. Vyvoj
transgenni partenogenetické linie VTG1 byl pomalejsi nez vyvoj partenogenetické
linie PK1. Je zfejmé, Ze interpretace a vyuziti rozdilt v rychlosti embryogeneze

bource vyzaduje dalsi vyzkum.

Klic¢ova slova: Bombyx mori; embryogeneze; partenogeneze; transgenoze; transplan-

tace ovarii; embryonalni diapauza.



Summary:

Transgenesis of silkworms has great potential for the development of silk with new
properties as well as for the preparation of recombinant proteins for the use in bio-
medicine. Zabelina et al. (2015a) showed that transgenesis of parthenogenetic silk-
worms facilitates the selection and maintenance of transgenic homozygotes with sta-
bile transgene insertions. However, the efficiency of transgenesis was less than 2 %
compared to 60 % in the standard, non-parthenogenetic silkworms. The purpose of
the present research was to explore the cause of this difference. Since transgenesis is
normally performed at 25 °C but in the parthenogenetic silkworms at 15 °C (3 days
incubation at this temperature is part of the protocol for the induction of parthenoge-
netic development), we assumed that the eggs incubated at 15 °C might have been
injected with the DNA construct at unsuitable time. The work was therefore focused
on the rate of embryogenesis at 15 °C in the eggs treated in different ways. Intensive
cleavage of the control eggs (strain K23) was observed at 12 h after oviposition at
25 °C and between 24 and 36 h at 15 °C. The transgenesis of parthenogenetic silk-
worms is also complicated by the embryonic diapause. In the current work, diapause
was suppressed by implanting PK1 ovaries into the non-parthenogenetic male hosts
K23. Parthenogenetic development was activated by the heat shock in the chorionat-
ed eggs dissected from the implants. No cleavage was detected at 12 h after the acti-
vation and nearly complete blastoderm was found at 48 h. In respect to the course of
cleavage at 15 °C, transgene injection 24 h after the activating heat shock can be rec-
ommended. The eggs from endogenous ovaries of the K23 females, which also con-
tained the implants of the PK1 ovaries, acquired partial capacity of parthenogenesis.
Low rate of embryogenesis was also found in the transgenic clone VTG1. Current
results suggest that more research is needed to understand and possibly explore dif-

ferences in the rate of silkworms exposed to different treatments.

Key words: Bombyx mori; embryogenesis; partenogenesis; transgenesis; transplanta-

tion of ovaries; embryonic diapause.
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1. Uvod

Bourec morusovy (Bombyx mori) je jeden ze dvou domestikovanych hmyzich druhd.
Pét tisic let v lidské péci z néj ud€lalo tvora kompletné zavislého na cloveku. Kvalita
jeho hedvabi nebyla ani v dob¢ syntetickych materialti piekonana; hedvabi je stale
dilezité v tradi¢nich textilnich vyrobach i ve farmacii. V dnes$ni dobé¢ je chovana
fada ras bource, které jsou ptizpisobeny riznym klimatickym podminkdm a lisi se
kvalitou a mnozstvim produkovaného hedvabi. Pro snadné&jsi udrzeni vhodnych ge-
notypu byly vyselektovany linie schopné téméf 100% partenogeneze (Astaurov
1973). Z neoplozenych vajicek se po oSetfeni tepelnym Sokem vylihnou samice
s identickym genomem, které lze takto klonovat fadu let. Partenogeneticky vyvoj je
mozné u malého poctu vajicek aktivovat i nizkou teplotou, pak vznikaji hlavné samci

(Terskaya a Strunnikov 1974, dle Nagaraju et al. 2001).

S vyvojem genového inZenyrstvi byl vypracovan zpusob, jak do genomu bource mo-
rusového zabudovat geny zjiného druhu (Tamuraet al. 1990, 2000). Tvorbou
transgennich bourcti 1ze dale vylepsovat kvality hedvabi ¢i vyuzit bource jako tzv.
bioreaktory — misto hedvabi mohou produkovat jinou latku, napf. interferon vyuzi-
telny v biomediciné (Zabelina et al. 2015b). Pti transgenozi je nutné injikovat kon-
strukt DNA obsahujici transgen do nediapauzniho vajicka pied vytvofenim membran
oddélujicich jednotlivé bunky (Tamura et al. 2000), aby se injikovana DNA mohla
dostat do jader (v¢etné jader bunc€k zarodecné¢ linie) a integrovat se do genomu. Pies-

né nacasovani injekce DNA je pro GspéSnost transgenoze velmi dulezité.

Nejkvalitngjsi hedvabi produkuji bourci, ktefi maji 1 — 2 generace béhem sezony a za
béznych okolnosti kladou diapauzni vajicka, ve kterych se vyvoj zastavi na ¢asném
stadiu embryogeneze. Pro trangenozi je nelze pouzit, je vsak mozné ziskat nediapau-
zni vajicka. V pfipad¢ partenogeneticky udrZzovanych genotypli je nejvhodnéjsi
transplantace vaje¢nika partenogenetické linie do samct standardnich linii (Zabelina
a Klymenko 2008). Samci totiz neprodukuji diapauzni hormon, ktery u samic dia-
pauzu vajicek vyvolava. Implantaci jednoho ¢i obou vajecnikli je vhodné provést asi
V poloving larvalniho vyvoje dérce i pfijemce, odstranéni gonad hostitele neni nutné
(Spiridonova et al. 1987). Zrala nediapauzni vajicka ziskana z implantatu partenoge-
netické linie, nepotiebuji oplozeni a jejich vyvoj je mozno aktivovat tepelnym §o-

kem.



Vyse uvedeny postup byl vypracovan a realizovan pracovniky Biologického centra
AV CR ve spolupraci s japonskymi kolegy (Zabelina et al. 2015b). Byli vytvofeni
partenogenetiCti transgenni bourci. Aktivaci partenogeneze vysokou teplotou vznikly
transgenni samice, nizkou teplotou transgenni samci a jejich kiizeni dalo vzniknout
potomstvu homozygotnimu ve vlozeném cizorodém genu. Uspé&$nost transgenoze
vSak byla mnohem niz$i nez pii pouziti standardnich vaji¢ek kladenych oplozenymi
samicemi. Moznou pfi¢inou bylo $patné nacasovani injekce konstruktu DNA. Ve své
diplomové praci jsem proto porovnavala rozdily v raném embryondlnim vyvoji u
standardné se rozmnozujicich bourcli, u partenogenetickych vaji¢ek aktivovanych
tepelnym Sokem, u partenogenetickych vaji¢ek vyvijejicich se v samcich standardni
linie a aktivovanych tepelnym Sokem au transgenni partenogenetické linie bource

moruS$ového.
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2. Literarni prehled

2.1. Embryonalni vyvoj bource morusového

Vyvoj vajicek probiha ve vajecnicich nachéazejicich se v patém abdominalnim clanku
pod epidermis. Kazdy vajecnik se sklada ze Ctyt ovariol, které jsou patrné jiz u larev
ttetiho instaru. Druhy den stadia kukly protrhévaji pouzdro vajecniku a pronikaji do

télni dutiny. Terminadlnimi filamenty jsou ukotveny k télni sténé¢.

Jedna samice bource moruSového je schopna naklast az 500 vaji¢ek (zalezi na linii).
Kladeni probiha vecer a 80 % vajicek je vykladeno v prvnich Etyfech hodinach (Ta-
zima 1978). Vajicka jsou 1,2 mm dlouhd, 0,8 mm $iroka (Tazima 1978) a lze na nich
podle tvaru rozlisit predni pol, ktery je mirn€ plossi nez p6l zadni, a ventralni stranu,

ktera je oblejsi nez strana dorzalni (Nagy et al. 1994).

Vajicka hmyzu lze podle rozlozeni zloutku v cytoplazmé oznacit jako centrolecitalni
— Zloutek se nachazi uvnitt vajicka a je obaleny cytoplazmatickou membranou. Okra-
jova vrstva zloutku se nazyva periplazma. Celé vajicko je chranéno dvéma vajecny-

mi obaly: vitelinni membranou a chorionem (Obr. 1).
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Obr. 1: Stavba hmyziho vajicka (upraveno dle Nation 2015).
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2.1.1. Oplozeni

Jadro vajicka se po opusténi vajeéniku nachdzi v metafazi 1 prvniho meiotického
(reduk¢niho) déleni. Pokracovani v d€leni zptisobi spermie, ktera do vajicka pronika
Vv genitalni komoie (burza copulatrix) a zustava v predni (anteriorni) ¢asti vajicka,
dokud neni dokonfena meidza samiciho prvojadra. Do genitdlni komory spermie

putuje ze spermatheky, ktera samicim slouzi k uchovavani spermii.

Prvni meiotické déleni oocytu je dokonceno vznikem oocytu II. fadu a jednim polo-
cytem (pdlovym téliskem). Druhé meiotické (ekvacni) déleni zac¢ind asi 60 min po
vykladeni (Tazima 1978). Vysledkem je samici prvojadro migrujici do stiedu vajicka

a 3 polocyty, které jsou nasledné reabsorbovany.

Zatimco oocyt prochdzi meidézou, odd€luje se bicik spermie od hlavi¢ky. Hlavicka se
postupn¢ zakulacuje a formuje samci prvojadro. Jakmile je dokonceno meiotické
déleni, samici a saméi prvojadra se k sobé pfibliZi, az nakonec splynou v zygotu. Cas
od nakladeni vaji¢ek do splynuti prvojader byl n¢kolika badateli odhadnut na 120 —
140 min (Tazima 1978). Nasledné ryhovani vaji¢ka probiha zhruba v hodinovych
intervalech (Ohtsuki a Murakami 1968).

2.1.2. Rany vyvoj

V prvnich 7 — 9 h po vykladeni (vajicka uchovavana v 25 °C) probihd ve vajicku
intralecitalni ryhovani (Obr. 2A). Ryhovani vajicka je sled synchronizovanych mito-
tickych déleni jadra zygoty a jeho dcefinych jader; intralecitalni znamena, Ze probiha
uvnitt zloutku. Brzka déleni se zdaji témét synchronni, pfed formaci blastodermu

synchronizace ale zanika (Tazima 1978).
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Obr. 2: Vyvoj vajicka od 9 do 24 h po vykladeni (upraveno dle Nagy et al. 1994). (0) oolemma =
cytoplazmatickd membrana vajicka; (z) zloutek; (ps) preserdzni bunky; (cmz) cytoplazmatickda mem-
brana zloutku; (pa) budouci amnion; (s) seroza.

Jednotlivé ryhujici se energidy (energid — jadro s ostrivkem cytoplasmy bez mem-
brany) tvoii elipsovity shluk v prvni tietin€ vajicka u pfedniho polu. Vzdalenost mezi
jednotlivymi jadry je ptiblizné stejné velka a pii kazdém dal§Sim dé€leni se vzdalenost
mezi jadry imérné zmenSuje (Nagy et al. 1994). Jadra pokracuji v déleni, pfiblizuji
se kperiplazmé, az dosdhnou povrchu vajicka, nejprve na prednim polu
a anterolateralni sténé vajicka (Obr. 2B). Tvorba bunéénych membran oddélujicich
jednotliva jadra rovnéz probiha od ptedniho polu k zadnimu jako ,,mexicka vlna* az
je nakonec vytvoren celistvy bunéény blastoderm (Obr. 2C), ktery je podle histolo-
gickych studii Keina a Takesua (1982) kompletné oddélen od zloutku.

Na rozdil od octomilky u bource nevznika syncytialni blastoderm (Nagy et al. 1994),
tedy utvar, ve kterém jsou jadra rozmisténa rovnomérné pii celém povrchu vajicka,
nez se synchronné vytvoii bunééné membrany a vznikne bunéfny blastoderm.

U bource se také neobjevuji zietelné polové bunky, ze kterych pozdé€ji vznikaji bun-

13



ky zarodecné. U octomilky jsou ulozeny v koncové ¢asti vajicka oddélené od bunéc-

ného blastodermu.

Po dokonceni blastodermu je cely povrch vajicka pokryt uniformnimi buitkami, které
se postupné zacinaji tvarové a funkené rozlisovat (Obr. 2D). Ventrolateralni sténa je
pokryta malymi bunikami tvaru kvadru (primordialni zarode¢ny prouzek) a vétSinu
povrchu zaujimaji buniky velké, kulaté a odd€lené mezi sebou malymi mezerami
(preserdzni buiiky). Primarni jadra zloutku nejsou dosud oddélena bunéénymi mem-
branami (Nagy et al. 1994). Funkci vznikajicich bun€k, oznacovanych jako vitelofa-

gy, je ptenos zivin obsazenych v zloutku do vyvijejiciho se embrya.

U bunék hraniéicich s primordialnim zarode¢nym prouzkem se vytvaieji cytoplazma-
tické vybézky smétujici vSemi sméry (Nagy et al. 1994), zatimco ostatni burniky ne-
vykazuji zadné morfologické zmény. Buiiky predstavuji budouci amnion, membranu

obklopujici a chranici embryo.

Ostatni preserdzni buiiky se zplostuji, zvetSuji sviij povrch a splyvaji s okolnimi
buiikami za vzniku serdzy, ktera obali embryo a zbyly Zloutkovy vak (Obr. 2F). Tato
membrana zabranuje vysychani vajicka v terestrickém prostiedi (Jacobs et al. 2013).
Po dokonceni serézy budouci zarodek prochdzi sérii stahti: celkovy povrch budouci-
ho zarodku se snizuje mezi 14 a 22 h od vykladeni o 55 % (Nagy et al. 1994). Kon-
trakce jsou nesymetrické, redukce v $ifce budouciho zarodku je vice nez dvakrat vét-
$i nez redukce délky. B&hem tohoto procesu periferni jadra Zloutku zacinaji tvofit

bunééné membrany.

2.1.3. Rist embrya

Vchlipovanim bunék zarode¢ného prouzku vznikaji zarodecné listy: vnéjsi ektoderm
a vnitini nerozliSeny mezentoderm (mezoderm + entoderm; Nation 2015); ze kterych
pfi dalSim vyvoji vznikaji rizné organy. Z ektodermu vzniké epidermis a jeji deriva-
ty, o¢i (jednoducha stemata a ocelli a o¢i slozené), jiné smyslové organy (mechano-
receptory, chemoreceptory, sluchové organy), slinné zlazy, prothorakalni zZlazy, cor-
pora allata, snovaci zlazy, sekre¢ni buniky oenocyty, pfedni stfevo (foregut) a zadni
sttevo (hindgut), Malpighické trubice, vzdusnice, nervova soustava a zevni pohlavni

organy. Z mezodermu jsou formovany vnitini pohlavni organy, svaly, hibetni céva,
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tukové téleso, krevni buniky a perikardialni z1aza. Z entodermu vznika stfedni stfevo

(midgut).

Brzy po vytvoreni zarode¢nych listii zac¢ina télni segmentace a asi 10 dni po vykla-

deni je embryonalni vyvoj dokonc¢en a lihne se housenka.

U bource, stejné jako u dalSich druhi fadu Lepidoptera, probihaji béhem zarode¢né-
ho vyvoje zfetelné zmény v poloze a orientaci embrya uvnitt vajicka. Tyto pohyby
jsou oznacovany jako blastokineze. Slouzi pravdépodobné k efektivnéjSimu vyuziti
zasobnich latek ze zbylého zloutku a lepsi ochrané embrya (Sharov 1966 dle Horna
1978).

2.2. Diapauza

Pocet generaci bource morusového za rok zavisi na dédi¢né determinaci embryonalni
diapauzy v reakci na environmentalni faktory. Z vaji¢ek neprodélavajicich diapauzu
se larvy lihnou pii 25 °C pfiblizné za deset dni po nakladeni, zatimco embrya dia-
pauznich vajicek zastavuji svij vyvoj dva az tfi dny po nakladeni a jsou schopna
pokracovat ve vyvoji, pouze pokud jsou vystavena po nékolik mésicti nizkym teplo-
tdm kolem 5 °C. Pfi vyvoji v mirném klimatickém pasmu kladou monovoltinni kme-
ny bourcii vyluén€ diapauzni vajicka, zatimco bi- a polyvoltinni kladou diapauzni
Pocet generaci za rok je u nich ovlivnén fotoperiodou a teplotou béhem embryonal-
niho a ¢asného larvalniho vyvoje rodicovské generace. Nejméné 15 h svétla kazdy
den je nezbytnych pro produkci dospélct, kteti budou klast 100% diapauzni vajicka
(Kogure 1933). Watanabe (1924 dle Tazimy 1978) experimentaln¢ potvrdil, ze pfi
vyvoji v 15 °C vznikaji vajicka bez diapauzy a inkubace pti 25 °C dava vzniknout
diapauznim vajic¢klim. Samice bourcti inkubované pii 20 °C nakladly smés vajicek s
diapauzou abez diapauzy. Diapauzu ovliviuje i teplota béhem zarode¢ného
a ¢asného larvalniho vyvoje rodi¢t. Uginek teploty u rangjsich larvalnich stadii je
stejny jako uc¢inek béhem embryonalniho vyvoje, avSak ucinek teploty u pozdéjsich

larvalnich stadii je opacny (vyssi teplota dava vzniknout vajickiim bez diapauzy).
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2.3. Partenogeneze

Grenier et al. (2004) navrhli pouziti partenogeneze, tj. vyvin neoplozenych vajicek,
jako moznost klonovani transgennich bourcti. U bource moruSového je spontanni
partenogeneze velmi vzacna (Nagaraju et al. 2001), byly ovSem vyvinuty u¢inné
metody vedouci k meiotické a ameiotické partenogenezi pomoci ptisobeni riiznych
teplot na neoplozena vajicka. Astaurov (1940) zjistil, Ze vystaveni neoplozenych
vajicek (vyjmutych z vajecniki dospélych samic) teploté 46 °C po dobu 18 min
a nasledné ulozeni vajicek v teploté¢ 15 °C na tfi dny, bylo nejucinnéjsi pro vyvolani

kompletniho partenogenetického vyvoje u né€kolika linii bource morusového.

Mechanismus ameiotické a meiotické partenogeneze jsem shrnula do nasledujiciho
diagramu (Obr. 3). Stejné jako u jinych zastupct fadu Lepidoptera je oogeneze
u bource zastavena v metafazi prvniho meiotického (redukéniho) déleni, kdy jsou
jednotlivé homologni chromozomy spojeny synaptonemalnim komplexem a tvofi
tzv. bivalenty (Rasmussen 1976). V ptipadé normalniho vyvoje (leva strana Obr. 3)
probiha standardni meidza po interakci spermie s vajickem. Po druhém meiotickém
(ekvacnim) déleni vzniknou tfi haploidni pdlocyty ajedno haploidni samiéi prvo-
jadro nesouci pohlavni chromozom Z nebo W. Pro indukci meiotické partenogeneze
je tieba puisobit na neoplozena vajicka po dobu 30 min teplotou -11 °C, ktera zptsobi
splynuti (nebo zabrani rozdéleni) dvou geneticky identickych haploidnich samicich
prvojader vzniklych meiézou. Nekteré obsahuji pohlavni chromozom Z, jiné chro-
mozom W. Po splynuti dvou sesterskych prvojader s identickym genomem vznikne
zygota s konstituci ZZ nebo WW. Mala ¢ast samcich jedincti o genotypu ZZ pieziva,
jsou homozygotni ve vsech alelach, ale jejich plodnost je nizka. ,,Supersamice*
0 genotypu WW nevznikaji, nebot’ je tento genotyp letdlni - standardni genotyp sa-
mic je ZW (Terskaya a Strunnikov 1974, dle Nagaraju et al. 2001).

Na pravé stran¢ diagramu (Obr. 3) je zndzornéna ameiotické partenogeneze vyvolana
pusobenim teploty 46 °C po dobu 18 min. Dochazi k ptferuSeni dé€liciho vieténka
v metafazi I a zabranéni naslednému redukénimu dé€leni, ¢imz vznika diploidni sami-
¢i prvojadro (Astaurov 1940). Protoze u samic bource morusového nedochazi ke
crossing-overu (Klimenko 1982 a 1990, dle Nagaraju et al. 2001), je prvojadro iden-
tické s matetskym genotypem. Stabilni klony je mozné timto zpusobem udrzovat po

mnoho let bez viditelnych zmén.
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Normalni vyvoj/ Ameioticka
meioticka partenogeneze partenocrencze
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(-11 °C, 30 min)
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46 °C, 18 min
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polocyt poélocyt pronukleus polocyt

pronukleus pélocyt

pronukleus

Obr. 3: Schéma meiotické a ameiotické partenogeneze. (M1) metafaze 1.

M v

Ktizenim rtiznych linii bource morusového andslednou selekci samic s vysokym
podilem potomstva schopného vyvolani umélé partenogeneze vytvotil Astaurov né-
kolik partenoklonti, u kterych tepelny Sok vyvola vyvoj u 30 — 60 % neoplozenych
vajec (Zabelina et al. 2015b). Posléze zkonstruoval partenoklon s témét 100%
schopnosti partenogenetického vyvoje po vystaveni vajicek tepelnému Soku (Astau-
rov 1973). Tento klon oznacil jako P29. Byl udrzovan vice nez 40 let bez viditelnych

ztrat svého partenogenetického potencidlu ale 1 jinych fenotypovych charakteristik.
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2.4. Transgenoze

V roce 1973 dva biochemici, Herbert Boyer a Stanley N. Cohen, vyvinuli technologii
rekombinantni DNA, kdyz vlozili gen drapatky vodni (Xenopus laevis) do bakterie
Escherichia coli. Tento gen byl poté aktivni i v dalSich generacich bakterie. Cohentiv
vyzkum zahrnoval studium plazmidt, kruhovych molekul DNA vyskytujicich se
u bakterii, kterym zajist'uji diillezité vlastnosti, napt. rezistenci k antibiotikiim ¢i fixa-
ci vzdusného N,. Geny pro tyto funkce nejsou soucasti bakterialniho chromozomu
(nukleoidu). Boyer se zabyval restrikénimi endonukledzami, vyskytujicimi se taktéz
u bakterii, kterym pomahaji v obran¢ proti vnaseni cizorodé DNA do vlastniho ge-
nomu. Restriktazy rozeznavaji urcité¢ sekvence DNA a poté tuto DNA S§tépi. Spoje-
nim téchto dvou nastroji vznikl G¢inny zptsob vlozeni cizorodé DNA do plazmidu

a nasledny prenos takto sestrojené¢ho plazmidu do cileného organismu.

2.4.1. Nizky na DNA — restrikéni endonukleazy

Restrikéni endonukledzy jsou enzymy, které $tépi dvousroubovici DNA v misté, ne-
bo blizko mista se specifickou rozpoznavaci sekvenci nukleotidii = restrikéni misto.
Tyto enzymy se vyskytuji u baktérii, kterym poskytuji ochranu pied napadenim viry.
Jsou zaméteny na Stépeni cizi DNA, zatimco vlastni geneticka informace je chranéna
napf. metylaci. Rozpoznavaci sekvence nukleotidu je vétSinou dlouha 4 az 8 bazi a je
palindromaticka (pfi ¢teni zprava doleva i zleva doprava obsahuje stejné baze). Exis-
tuje nékolik typt restriktdz, nejéastéji se v genovém inZenyrstvi uplatiuji restrikéni
endonukleazy II. typu, které $tépi dvousroubovici DNA piimo v rozpoznavaci sek-

venci a tvoii tzv. lepivé konce (Obr. 4).

A B
Q0
\

O\ EcoRl1
DK\LJ 0 V& Smal

GIAATTC CCCIGGG
CTTAAG GGGCCC

Obr. 4: Piiklady restriktaz $t&pici DNA pfimo v rozpoznavaci sekvenci. (A) Stépenim vznikaji lepivé
(kohezni) konce; (B) $tépenim vznikaji rovné (tupé) konce.

Uméle vytvorena restrikéni endonukledza muize vzniknout fuzi ptirozené ¢i zkon-

struované DNA vazajici domény (DNA-binding domain, DBD) a nukleazy typu II
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(Kim et al. 1996). DBD obsahuje nejméné jeden strukturalni motiv, ktery rozeznava

urcitou sekvenci nukleotidll v jedno- ¢i dvoufetézcové DNA.

U bource morusového jiz byly pouzity tfi typy zkonstruovanych nukledz. Prvni typ
vznikl fuzi dvou proteint, z nichz kazdy obsahoval DNA vazajici doménu oznacova-
nou jako zinkovy prst (Zinc finger) a FOKI nukleazu (Takasu et al. 2010). Vétsi efek-
tivita byla zaznamenana v pracich Ma et al. (2012) a Sajwan et al. (2013) za pouziti
nukleazy, ktera obsahovala DNA véazajici doménu oznafovanou jako TAL efektor
(= transcription activator-like). Posledni typ nukleazy byl sestrojen pomoci CRISPR
(Clustered regularly interspaced short palindromic repeats) acas (CRISPR-
associated system) genu (Wang et al. 2013). CRISPR/Cas systém slouzi jako imunit-

ni systém prokaryot a jeho upravenim lze ziskat G¢inny nastroj na editaci genomu.

2.4.2. Plazmidy

Jak jiz bylo zminéno vySe, plazmidy jsou malé, kruhové, dvousroubovicové moleku-
ly DNA poskytujici bakteriim zvyhodnujici vlastnosti, napt. rezistenci k nékterym
antibiotikiim. Jsou schopny své vlastni replikace nezavisle na replikaci hostitelské
buriky a horizontalniho pfenosu genetické informace, jak mezi nepfibuznymi jedinci

jednoho druhu, tak mezi jedinci riznych druht.

Umeéle zkonstruované plazmidy jsou vyuZivany k pfenosu cizorodého genu do jiného
organismu Vv jedné a vice kopiich. Kazdy takovy plazmid musi obsahovat pocatek
replikace (origin of replication, ORI), mnohoéetné klonovaci misto (multiple cloning
site), které obsahuje nekolik restrikénich mist, kam mize byt pomoci pfislusné re-
striktazy zabudovan pozadovany gen, a selekéni marker, napf. rezistenci k ampicilinu

¢i fluoreskujici protein.

Gen vnaseny do plazmidu mize byt ziskan z genomu nékterého organismu nebo ma-
ze byt uméle vytvofen. Aby podle né¢j mohl transkripci a translaci vznikat piislusny
protein, musi obsahovat startovaci nukleotid, ktery urCuje zacatek transkripce, termi-
nator, znacici konec transkripce a promotor, oblast DNA slouzici k navazani RNA

polymerazy.
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2.4.3. Transgenoze u bource morusového

Transgenoze zahrnuje pfipravu plazmidu (konstruktu DNA), ktery obsahuje transpo-
zon, studovany gen a jeden nebo vice markert (pro selekci s pomoci antibiotik nebo
detekci pomoci fluorescence). Konstrukt je injikovan do embrya pted vytvofenim
bunécéného blastodermu spolecné s pomocnym plazmidem poskytujicim transposazu,
ktera umoziuje vystfizeni a nasledné vlozeni transpozonu do genomu cilového orga-
nizmu. Prvni transgenni bourci byli ziskani pomoci transpozonu piggyBac jako vek-
toru znaceného zelenym fluorescencnim proteinem (Green Fluorescent Protein, GFP)
a pomocného plazmidu s genem pro transposazu pod kontrolou promotoru genu pro
aktin BmA3 (Tamura et al. 2000) nebo promotoru genu pro teplotni protein hsp70
vyskytujicim se u rodu Drosophila (Uhlifova et al. 2002). Transgenni bourci byli
detekovani v dal$i generaci. Exprese GFP byla patrna ve tkdnich housenek, kukel i

dospélct, ale piekvapivé ji nebylo mozno potvrdit u embryi (Tamura et al. 2000).

Transpozon neboli transpozibilni element je sekvence repetitivni DNA, ktera je
schopna se pfemistovat uvnitf genomu. Transpozony byly identifikovany u vsech
organismd, prokaryotickych i eukaryotickych, a zabiraji velkou ¢ast genomu. Trans-
pozice takového elementu miiZe mit pozitivni ¢i negativni dopad na genom, napf.
muze zpisobit inaktivaci genu, zménit intenzitu genové exprese nebo zplsobit ne-

pravidelné rekombinace.

Transpozony se rozdé€luji do dvou tiid. Ttida | obsahuje RNA transpozony fungujici
prostfednictvim reverzni transkripce, které mohou byt dale rozdéleny do dvou skupin
podle vyskytu dlouhych terminalnich repetic (Long Terminal Repeats, LTR) obklo-
pujicich hlavni ¢ast retrotranspozonu. Do tfidy II fadime DNA transpozony, které se
v genomu pohybuji mechanismem vystfiZzeni a vlozeni na jiné¢ misto v genomu. DNA
transpozon je sloZen z genu pro transposazu, ktery je obklopen dvéma termindlnimi
invertovanymi repeticemi (Terminal Inverted Repeats, TIR). Tyto repetice transpo-
sdza rozpoznd, vystfihne hlavni ¢ast DNA transpozonu avlozi ho na jiné misto
v genomu. Po vloZeni je cilové misto v DNA duplikovano za vzniku duplikace cilo-
vého mista (Target Site Duplications, TSD), které je typické pro kazdy transpozon.
DNA transpozony jsou dale déleny do skupin podle jejich sekvence, terminalnich
invertovanych repetic a/nebo duplikaci cilového mista. Do podtiidy I patii skupiny

Tcl/mariner, PIF/Harbinger, hAT, Mutator, Merlin, Transib, P, piggyBac a CACTA.
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Transpozony Helitron a Maverick patii do podtiidy II, protoze jsou na rozdil od
transpozont podtiidy I pfi transpozici replikovany a netvofi dvoufetézcové zlomy

DNA pfi inzerci.

V obou tfidach (retrotranspozony a DNA transpozony) miizeme kromé autonomnich
transpozonu najit i neautonomni transpozony, které nekdduji enzym potiebny k jejich

pfemisténi.

2.4.4. Skupina piggyBac

piggyBac je DNA trasnpozon poprvé identifikovany v genomu mury Trichoplusia ni.
Transpozon piggyBac je 2,4 kb dlouhy, obsahuje 13 bp terminalnich ivertovanych
repetic (TIR) a dal$ich 19 bp vnitinich ivertovanych repetic. Cilovym mistem inzerce
piggyBac je sekvence TTAA atranspozon obsahuje jeden otevieny &teci ramec

(Open Reading Frame, ORF), dlouhy 1,8 kb, ktery koduje funkéni transposazu.

2.4.5. Mechanismus transpozice

1) Dvé molekuly transposazy rozpoznavaji sekvence TIR a vazou se na né pro-
stfednictvim strukturniho HTH (helix-turn-helix) motivu za vzniku dvou
»oingle- End“ komplexi (Single- End Complex, SEC; Obr. 5).

2) Ob¢ transposazy §tépi 5° konce terminalnich invertovanych repetic (TIR)
hydrolyzou fosfodiesterovych vazeb a uvoliiuji tak neptfendsené useky, které
se dale na procesu transpozice nepodileji (Obr. 6).

3) Transposazy dale interaguji a ptiblizuji k sobé oba konce transpozonu za
vzniku ,,Paired-End* komplexu (Paired-End Complex, PEC) a dimeru trans-
posaz (Obr. 5). V tomto okamziku probiha hydrolyza fosfodiesterovych va-
zeb na 3’ konci a tvofi pfenaseny usek.

4) PEC se navaze na vlakno DNA v misté inzerce a vytvoii tzv. ,,Target Capture
Complex®“. Mezery v fetézcich jsou opraveny homologni rekombinaci.
V mist¢ inzerce vznika duplikace cilového mista (Target Site Duplications,
TSD) a v misté vystfizeni mize vznikat pii nehomolognim pfipojeni konct

(NHEJ) stopa po pivodnim transpozonu.
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Obr. 5: Mechanismus ptemisténi transpozonu skupiny Tcl/mariner (Mufloz-Lépez a Garcia-Pérez,
2010).
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Obr. 6: Mechanismus vystfiZzeni a vloZeni transpozonu skupiny Tcl/mariner (Mufioz-Lépez a Garcia-
Pérez, 2010).
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Po transpozici musi hostitelské buiky opravit dvoufetézcové zlomy na misté vystfi-
zeni. Jednou moznosti je homologni rekombinace, kdy se poskozeni useku DNA
opravuje podle informace na neposkozeném homolognim tseku DNA (homolognim
chromozomu, sesterské chromatidé ¢i homologni sekvenci na stejném chromozomu).
Druhou moznosti je oprava prostfednictvim nehomologniho spojovani volnych kon-
cl, ktera vede k vytvoreni stopy po pivodnim transpozonu obklopené TTAA dupli-

kacemi.

2.4.6. Priprava partenogenetické transgenni linie

Zabelina et al. (2015a) popisuji ziskani transgenni partenogenetické linie bource mo-
rusového. Schopnost partenogenetického vyvoje je vyhodou, diky niz mize byt ge-
nom s vnesenym genem beze zmény klonovéan do dalSich a dalSich samicich genera-
ci. Navic lze plsobenim nizké teploty (-11 °C, 30 min) ziskat transgenni samce
a naslednym kiizenim s partenogenetickymi transgennimi samice vytvofit potomstvo

homozygotni v cilovém genu.

Pro GspéSnou transgenozi je potieba pouzit nediapauzni vajicka. Protoze pouZzity par-
tenoklon klade vajicka diapauzni bylo zapotiebi diapauzu eliminovat. OSetieni vaji-
¢ek kyselinou chlorovodikovou, které pouzivaji chovatelé bource, se v ptipadé
transgenoze neosvédéilo (Zabelina et al. 2015a). Ani jiné postupy nebyly uspésné,
osvédcila se vSak diive vyvinuté a technicky pomérné naro¢na transplantace vajecni-
ki partenoklonu do sam¢ich housenek standardni linie (Zabelina a Klymenko, 2008).
Vajicka, ktera se pIlné vyvinula v transplantovanych vaje¢nicich, nevstupovala do
diapauzy a jejich vyvoj mohl byt aktivovan pomoci tepelného Soku (46 °C, 18 min).
Po 12 h v 15 °C byly do vaji¢ek injikovany transgeny s pomocnym plazmidem. Po
ttech dnech v 15 °C byla vajicka pfendana do 25 °C, kde se vylihly housenky. Proto-
ze konstrukt transgenu obsahoval i sekvenci kodujici fluoreskujici protein DsRed,
mohla byt pfitomnost a exprese transgenu zjisténa jiz ve vajicku a ovéfena u dospél-

cu (Obr. 7) a v dalsich generacich.
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Obr. 7: Tvorba partenogenetické transgenni linie VTG1. (a) Mapa vektoru, (b) exprese ¢erveného
fluorescen¢niho proteinu v embryich, (c) exprese Cerveného fluorescencniho proteinu u dospélct

(Zabelina et al. 2015a).
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3. Cile prace

Diplomové préce je zalozena na nedévno vyvinutych metodikach, které bylo nutno

dopracovavat a optimalizovat pro konkrétni pouziti. Mezi cile prace bylo zatazeno

zvladnuti nasledujicich metodik:

@) chov partenoklont a standardnich linii bource morusového na umélé potrave
a indukce partenogeneze;

(b) transplantace vajecniki do housenek obou pohlavi a ziskéni pln¢ vyvinutych
vaji¢ek z implantati a v ptipad¢ samic soucasné z vajecniku in situ;

(©) dopracovani metody fixace vaji¢ek, odstranéni chorionu a barveni jader;

(d)  vypracovani metody pro hodnoceni vystupt z konfokalniho mikroskopu.

Asi polovina vynalozené prace se tykala pouZzitych metodik, hlavnim cilem prace

vSak bylo

(e) zji$téni pficin nizké GspéSnosti trangenoze u bourcii z partenoklonti ve srov-

nani s bourci standardnich linii a odhadnuti vhodné doby pro injekci kon-
struktu DNA do partenogenetickych vaji¢ek bource, u kterych byla diapauza

eliminovana transplantaci do sam¢ich housenek standardni linie.
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4. Metodika prace

4.1. Pouzité linie bource morusového

Ke studiu embryonalniho vyvoje po standardnim oplozeni samcem byla pouzita mo-
novoltinni linie K23. Tato linie ma velmi nizkou schopnost partenogeneze a obsahuje
pohlavni marker — pigmentovana vajicka davaji vzniknout samicim, vajicka bez
pigmentu samctam (Strunnikov 1971). Linie K23 je identicka s linii Soviet-5 (Char-

kov, Ukrajina), ale pochazi z italské kolekce (Padova, Italie).

Sam¢i housenky linie K23 byly pouZity jako pfijemci transplantovanych vajecniki
od linie PK1 za téelem ziskani nediapauznich partenogenetickych vaji¢ek (Zabelina
a Klymenko 2008). Vajecniky linie PK1 byly transplantovany i sami¢im housenkam
linie K23, aby bylo mozné porovnat embryonalni vyvoj implantati. K porovnani
embryonalniho vyvoje byla pouzita 1 vlastni vajicka samic K23, kterd se vyvijela

V pfitomnosti implantatu.

Diploidni monovoltinni partenoklon PK1 (Astaurov 1973) byl pouzit pro studium
embryonalniho vyvoje po aktivaci partenogeneze tepelnym Sokem. Tento klon se
vyznacuje vysokou zivotaschopnosti, n¢kolika genetickymi markery a témét 100%

schopnosti partenogeneze.

Ke studiu embryondlniho vyvoje transgennich bourcii byla pouzita nedavno ziskana
transgenni linie VTG1 (Zabelina et al. 2015a). VTG1 je monovoltinni partenogene-

ticka linie exprimujici Cerveny fluorescenéni protein (DsRed).

Vsechny linie bource morusového byly chovany pii 25 °C za vysoké vzdusné vih-
kosti a krmeny umé¢lou dietou zalozenou na listech morusovniku (dodavatel Agricul-
tural Research Council — Research Unit for Agriculture and Sericulture, Padova, Ita-
lie).

4.2. Transplantace vaje¢niki

Postup transplantace vajecnikd dle Spiridonové et al. (1987) byl stejny, jako v mé
bakalarské praci. K transplantaci byly pouZivany housenky ve ¢tvrtém instaru, které
byly pied zadkrokem narkotizovany ponoienim na 20 min do vlazné vody. Nejprve

byly extirpovany vaje¢niky darct linie PK1. Z narkotizované housenky byla vystiih-
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nuta dorzalni ¢ast patého abdominalniho segmentu, kterd byla upevnéna pomoci en-
tomologickych $pendlikli v misce vylité parafinem a zalita fyziologickym roztokem.
Vajec¢nik byl opatrné vyjmut a ulozen na 5 — 20 min v chladném fyziologickém roz-

toku.

Narkotizovani ptijemci linie K23 obou pohlavi byli jednotlivé nastfizeni dorzalné
mezi patym a Sestym abdomindlnim segmentem a do vzniklého otvoru byl mezi go-
nady vsunut jeden vajecnik (Obr. 8) tak, aby nedoslo k poSkozeni vlastnich gonad.

Rana byla osusena buni¢inou a oSetiena etanolem.

Obr. 8: Vlozeni vaje¢nikl darce (2) mezi gonady piijemce (1). Vlevo varlata, vpravo vajecniky.
Po transplantaci vaje¢nikti byly housenky umistény v ¢isté plastové nadobé pii poko-

jové teploté. Krmeny byly stejnym zplisobem jako dosud.

4.3. Indukce partenogeneze

Po vylihnuti imag s transplantovanymi vajec¢niky byla extirpovana zrald vajicka.
V piipadé samct byl odstiihnut zadeCek v misté pfipojeni hrudi a vajicka byla vytla-
¢ena na jemnou sitovinu. Sitovinas vajicky byla napnuta na sklenénou nalevku
a opatrnym tlakem Spickou ukazovacku za souc¢asného splachovani tenkym proudem
vody byla vajicka protlacena do sbérné kadinky. Vajicka byla nékolikrat proplachnu-
ta vodou a po jejich usazeni ke dnu kadinky byla slita pfebyte¢na voda s necistotami
a vajicka byla pfenesena na kousek bavinéné latky. Latka byla opét napnuta na na-
levku a jemnym tlakem bfiska ukazovacku byla vajicka promnuta, aby byl simulovan
pruchod vejcovodem. Poté byla vajic¢ka pienesena na kus Cisté latky a opatiena etike-

tou.

Odebirani implantatu u samic probihalo pod binolupou. Zadecek byl podéIné na ven-

tralni strané nastiihnut a kutikula byla piichycena entomologickymi $pendliky do

27



misky vylité parafinem. Implantat, ktery tvofil neptichyceny shluk uprostred téla, byl
pfenesen na sitovinu a procistén stejnym zplisobem jako implantat u samct. Vlastni
vajeCniky samic byly uvolnény piestiizenim terminalniho filamentu a pfeneseny také

na sitovinu k procisténi.

Po oschnuti vajicek byly jednotlivé kousky tkaniny s etiketami zavazany niti
a vzniklé pytlicky byly vlozeny do vodni 1azné o teploté 46 °C. Z pytlickt byl opatr-
n¢ vymackéan vzduch a poté byly ponechany ve vodni ldzni 18 minut. Z vodni 1azné
byly dale pfemistény do studené vody (vyndané z lednice), kde zustaly dalSich
11 minut. Po tomto teplotnim Soku byly jednotlivé pytlicky uloZeny na ¢istych Petri-
ho miskach do termostatu o teploté 15 °C. Vajicka samic linie VTG1 byla oSetiena

stejnym zptisobem.

Vajicka samic VTG, vajicka z transplantovanych vaje¢nika a vlastni vajicka samic
K23, ktera se vyvijela v pritomnosti implantatu, byla ve dvanacti hodinovych inter-
valech odebirana z 15 °C a fixovana. Prvni odbér probéhl po dvanacti hodinach od

aktivace partenogeneze, posledni ve dvaasedmdesati hodinach.

4.4. Vajicka standardné se rozmnoZujici linie

Vajicka standardné se rozmnozujici linie K23 byla ziskdna za pouziti metodiky
z prace Tamury et al. (1990). Po vylihnuti imag byly utvotfeny pary, které se 3 —4 h
patily pfi teploté¢ 25 °C. Jesté spojeny par byl poté vloZzen do termostatu o teploté
5 °C, tam byl ponechéan ptfes noc. Rano byl samec odstranén a samice prendana do
25 °C, kde za tmy zacala klast vajicka. Kazdych 15 — 30 min od za¢atku kladeni byla
vajicka odebirdna a se zapsanym casem bez prodleni vklddana do 15 °C. Odtud byla
vzdy ve dvanacti hodinovych intervalech sbirana a fixovana jako vajicka
z implantati. Nekterd vajicka byla po oplozeni a vykladeni uchovavana pii 25 °C,

odkud byla také ve dvanacti hodinovych intervalech od vykladeni sbirana a fixovana.

4.5. Zpracovani vajicek

Po sebrani vajicek nésledovalo odstranéni chorionu, fixace embrya a odstranéni vite-
linni membrany dle prace You et al. (2013). Sebrana vajicka byla umisténa do skle-
nénych misek a zalita 30% KOH na dobu 6 minut. Poté byl roztok KOH odsan opa-

trné mikropipetou, aby nedoslo k poskozeni vajicek. Nasledné byla vajicka zalita 2%
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roztokem NaClO (50% roztok Sava), ktery pusobil 3 minuty. Po odsati rozto-
ku NaCIO byla vajicka zalita fyziologickym roztokem (komeréni PBS = Phosphate
Buffered Saline; pH 7,4). Vajicka zbavena chorionu byla dale fixovana v roztoku
2,5 ml PBS, 0,5 ml formaldehydu (38%) a 3 ml n-heptanu. Za pomoci mikropipety
s ustfihnutou Spickou byla vajicka prenesena do centrifugaéni zkumavky
S piipravenym roztokem. Zkumavky byly vlozeny do kadinky, zajistény lepici pas-
kou a umistény do tiepacky (50 min, 28 °C, 180 rpm). Po skonceni tiepani byla ze
zkumavek postupné odsata vrchni faze a zbyly roztok s vajicky byl promyt metano-
lem vychlazenym v mraznicce pii teploté -20 °C. Jemnym tfepanim byly uvolfeny
vitelinni membrany a piebyteény roztok byl odsan a vyménén za Cisty vychlazeny
metanol. Toto promyti vychlazenym metanolem bylo provedeno alespon ttikrat. Na-
konec byla promytd vajicka vlozena do mikrozkumavky s ¢istym metanolem

a uchovavana byla v mrazaku.

4.6. Barveni zarodku

Pied samotnym barvenim bylo potieba vajicka zavodnit. Vajicka byla pienesena do
sklenénych misek a pomoci mikropipety byl odsan metanol, ve kterém byly vzorky
uchovavany v mrazaku. Do misek byl nalit 90% metanol a misky byly pfemistény na
trepacku, kde se obsah volné promichaval 10 min. Po deseti minutach byl 90% meta-
nol vyménén za 70% metanol. Misky se opét nechaly 10 min promichéavat. Po 70%
metanolu nasledoval 50% a 30% metanol, vzdy s 10 minutami promichavani. Nako-
nec byly misky zality roztokem PBS, 10 min ponechany na tfepacce a roztok PBS

byl vyménén za Cisty.
Byly vyzkousSeny tfi nasledujici zplisoby barveni preparati:

Propidium jodid (Sigma) — barveni DNA a RNA. Vlastni barveni za¢alo odsatim
PBS z misek a zalitim vajicek roztokem propidium jodidu (40 ug/ml; Nagy et al.
1994). Misky byly umistény v temnu na 15 min na tfepacku. Poté byla vSechna va-
jicka ttikrat promyta €istym PBS, vZdy s 15 min promichavani na tfepacce. Obarvena

vajicka byla uchovavana ve tmé.

DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole; Sigma) — barveni DNA. Z misek byl odsan
PBS a vajicka byla zalita roztokem DAPI (1 pg/ml). Misky byly umistény v temnu
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na 10 — 15 min na tfepacku. Poté byla vSechna vajicka ttikrat promyta destilovanou

vodou. Obarvena vajicka byla uchovéavana ve tme¢.

Imunohistochemicka detekce — detekce mikrofilament. Vzorky byly zbaveny PBS
a nasledné blokovany 10% normélnim kozim sérem v PBS s pfidavkem 0,5 — 1%
Tritonu X-100 (PBS-T) po dobu 2 h pii pokojové teploté. Poté byly inkubovany
s mysi monoklonalni protilatkou proti a-tubulinu (Developmental Studies Hybrido-
ma Bank, 12G10 anti-alpha-tubulin) fedénou 1:10 v blokovacim roztoku po dobu
2 dni v teploté 4 °C. Vajicka byla tiikrat promyta roztokem PBS-T (po 10 minutach
Vv pokojové teploté). Nasledovala inkubace s kozi protilatkou proti my$im imunoglo-
bulinim G znafenou fluoroforem Alexa Flour 649 (Invitrogen) tfedénou 1:200
Vv blokovacim roztoku pfes noc pii teploté 4 °C. Vajicka byla tfikrat po 10 minutach
promyta v PBS-T, poté 5 min v destilované vod¢ a byla dobarvena pomoci DAPI

(viz vyse).

4.7. Priprava preparati

Na podlozni sklicko byly nalepeny ve tfech vrstvach dvé podlozky (Obr. 9; vyrobce
Herma, kat. ¢. 5898). Doprostred kazdé podlozky bylo kapnuto médium Vectashield
(Vector Laboratories) a do n&j opatrné pienesena neposkozena vajicka. Kazda skupi-
na podlozek byla piikryta krycim sklem a volné prostory byly vyplnény opét médiem
Vectashield. Nakonec byly hrany krycich skel pfetieny bezbarvym lakem.

Obr. 9: Schéma podlozniho skla s nalepenymi podlozkami.

Hotové preparaty byly skladovany v temnu a v chladu (lednice).

4.8. Skenovani vaji¢ek na konfokalnim mikroskopu

Konfokalni mikroskop je schopen snimat obraz pouze z vybrané optické roviny

vzorku. Paprsky z mimoohniskovych rovin jsou zachyceny bodovou clonkou (tzv.
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pinhole). Poskladanim snimkti z riznych optickych rovin, 1ze pomoci pocitace vy-

tvofit trojrozmérny obraz.

Vzorky vajicek byly skenovany na konfokdlnim mikroskopu (Olympus IX81)
a vysledné skeny byly upraveny pomoci programu Imaris a Adobe Photoshop Ele-

ments.

U kazdého vzorku z kazdého casu byla prohlédnuta vSechna vajicka v dostupnych
optickych rovinach. Byl zaznamenan pocet vajicek, poskozena vajicka byla vyiazena
ze statistiky. Subjektivné bylo vyhodnoceno stadium vyvoje jednotlivych vajicek
jednoho vzorku a nejcastéji se vyskytujici stddium bylo vybrano jako reprezentacni

pro nasledné skenovéni a pouziti ve vysledcich.
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5. Vysledky

5.1. Vybér vhodné barvici techniky

Na zacatku prace byl zvolen vhodny zplsob barveni vzorkti pro nasledné skenovani
konfokalnim mikroskopem. Na pravé stran¢ obrazku (Obr. 10) je pouzito fluorescen-
¢ni barvivo DAPI, na levé stran¢ je pouzit propidium jodid. Dé€lici se jadra jsou
Vv tomto zvétSeni daleko vice patrna pii pouziti propidium jodidu, proto jim byly

obarveny v$echny ziskané vzorky.

12h

24 h

36 h

48 h

Obr. 10: Porovnani dvou barvicich technik u linie VTG1, vpravo DAPI, vlevo propidium jodid. Mé-
fitko 100 pm.
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5.2. Vliv teploty na normalni pribéh embryogeneze

Vajicka, u nichz byla aktivovana partenogeneze pomoci tepelného Soku, byla dle
diive vypracované metodiky ulozZena po tii dny v 15 °C (Astaurov 1940). Proto byla
1 kontrolni vajicka standardné se rozmnozujici linie inkubovana v této teploté. Pro
srovnani vlivu teploty na rychlost vyvoje byla néktera vajicka standardni linie K23
inkubovéna od vykladeni pii teploté 25 °C (Obr. 11). Z obrazku je patrné, ze zpocat-
ku je vyvoj v 25 °C asi o 12 h rychlejsi nez vyvoj v 15 °C. Za 12 h vyvoje pii 25 °C
zabiraji délici se jadra ptiblizné '4 vajicka a nedosahuji az k zadnimu pélu. Pii inku-
baci v 15 °C je tohoto stupné ryhovani dosazeno ne dfive, nez za 24 h od nakladeni.
S piibyvajicim ¢asem je rozdil mezi vajicky inkubovanymi v 25 a 15 °C jesté zietel-
néjsi. Zatimco u vajicek v 25 °C se embryo tvofi uz ve 36 h, u vajicek v 15 °C nelze
embryo rozlisit ani v 72 h. Je patrna pouze tvorba zarode¢ného prouzku, ktera zac¢ina

u vajicek K23 uchovavanych v 15 °C ve 48 h.
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K23 15°C K2325°C

12h

24 h

36 h

48 h

60 h

72 h

Obr. 11: Porovnani vyvoje standardné se rozmnozujici linie K23. Vaji¢ka se vyvijelav 25 °C
av 15 °C. M¢ritko 100 pm.
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5.3.  Vliv riznych zakroki na ryhovani v 15 °C

Celkové vysledky jsou shrnuty na nasledujicim obrazku (Obr. 12). V prvnich dvou
sloupcich jsou vajicka PK1 ziskand z vajecnikil transplantovanych do housenek K23
a po extirpaci aktivovana tepelnym Sokem. Pohlavi pfijemce implantdtu nemélo vliv
na rychlost ryhovani. Ve 12 h jesté nejsou patrnd zadna ryhujici se jadra. Ve 36 h je
posteriorni pdl stale bez jader. V 60 h se zacina tvofit zarodeény prouzek, ale ani
Vv 72 h nelze rozlisit embryo. Jako kontrola byla pouzita vajicka linie PK1 ponechana
in situ a aktivovana tepelnym Sokem. Vyvoj téchto vajicek a vaji¢ek z implantati je
srovnatelny. Vyvoj partenogenetickych vajicek PK1 a vajicek standardni linie
K23 15 °C je obdobny. Ve 12 h po aktivaci partenogeneze, popi. oplozeni, je stav
stejny, ale uz za dalSich 12 h se vyvoj standardni linie zrychluje, av$ak ani u linie
K23 nelze rozlisit embryo v 72 h. Vlastni vajicka samic K23, ktera se vyvijela
Vv piitomnosti implantatu, by méla ziskat ¢astecnou schopnost partenogeneze (Zabe-
lina a Klymenko 2008, Doroshenko a Klymenko 2010). V nasich pokusech byl vyvoj
téchto vaji¢ek nejpomalejsi, zarode¢ny prouzek se objevil az za 72 h. V poslednim
sloupci je transgenni partenogeneticka linie VTG1 (Zabelina et al. 2015a). V dobé
dokonceni diplomové prace jsem jesté neméla k dispozici zbyvajici dva vzorky (v 60
a 72 h), ale pro néslednou publikaci budou doplnény. Z prvnich ¢tyf vzorkl je patrné,
Ze vyvoj probihd pomaleji neZ u partenogenetické linie PK1, se kterou by mél byt

srovnatelny.

V Tabulce 1 dale uvadim pravdépodobnost vyskytu zobrazeného vyvojového stadia
ze vSech vajicek daného vzorku (Tab. 1). Hodnoceni vyvojového stadia bylo subjek-
tivni. Nektera vajicka byla béhem manipulace zni¢ena a nebylo mozné odhadnout
jejich vyvojové stddium, nékolika vajicklim zlstala vitelinni membrana a také nebylo
mozné odhadnout vyvojové stadium. Objevila se i vajicka s nepodafenou aktivaci
partenogeneze, nejvice patrny byl tento stav u vlastnich vajicek K23 vyvijejicich se

spole¢né s implantatem.
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Imp. v d Imp. v Q PK1 kontrola Vlastni Q K23 15°C VTGI1

12h

24 h

36 h

48 h

60 h

72 h

Obr. 12: Imp. v M: vajicka linie PK1 v sam&ich housenkach K23 aktivované tepelnym $okem; imp.
v F: vajicka linie PK1 v samigich housenkach K23 aktivované tepelnym $okem; PK1 kontrola: vaji¢-

ka linie PK1 bez zasahu aktivovana tepelnym Sokem; vlastni F: vlastni vajicka samic K23, ktera se
vyvijela v pfitomnosti implantatu, aktivovana tepelnym Sokem; K23 15 °C: vaji¢ka po standardnim
oplozeni vyvijejici se v 15 °C; VTGI: vajicka transgenni partenogenetické linie VTG1 aktivované
tepelnym Sokem. M¢étitko 100 pm.

Tab. 1: Pravdépodobnost (%) vyskytu zobrazeného vyvojového stadia.

Cas sbéru Imp. vim Imp.vF | PK1kontrola| Viastni F | K23 v 15°C
(h) % n % n % n % n % n
12 100 16 100 8 100 12 86 7 91 11
24 100 14 100 8 100 16 43 28 42 12
36 73 15 67 9 60 10 43 46 80 10
48 63 16 100 9 91 11 62 29 81 27
60 100 2 89 9 100 14 80 10 75 12
72 89 9 100 16 100 10 73 15 86 21




5.4. Déleni jader

Na poslednim dopliujicim obrazku (Obr. 13) bylo pouzito barveni fluorescenénim
barvivem DAPI a imunohistochemickou detekci mikrofilament. Jsou zde v detailu
zobrazena velka jadra, pravdépodobné vznikla polyploidizaci. Déle lze pozorovat
jednotliva stadia mitozy. Jadra se nachéazeji Vv rizné fazi mitdzy, dé€leni neni syn-

chronni.

Obr. 13: Detail jader v rizném stadiu mitozy. Pouzito fluorescenéni barvivo DAPI a protilatka proti o-
tubulinu. (M) metafaze, (T) telofaze, (A) anafaze. MéFitko 100 um (celé vaji¢ko), 10 pm (detaily).
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6. Diskuze

Uspé&snost transgenoze zavisi na spravné volbé soudasti konstruktu DNA, ale také na
Case, kdy je konstrukt do vajicek injikovan. Protoze konstrukt neprojde pies plazma-
tické membrany, je nutné provést injekci pied vytvorenim bunécného blastodermu,
tedy v 25 °C nejpozdéji do 12 h po vykladeni (Tazima 1978). Tamura et al. (1990)
zjistil, Zze pro injekci transgent je vhodnych prvnich 8 h po nakladeni vajicek, zatim-
co 0 4 h pozdé¢ji (po vytvoreni blastodermu) jsou injekce neucinné. Na zakladé téchto
poznatkil se nyni u standardnich linii bource injikuji pti 25 °C konstrukty DNA 2 —
6 h po vykladeni vaji¢ek (napi. Tamura et al. 1990, Uhlifova et al. 2002). Uginnost
tohoto postupu je 20 — 60 % (Tamura et al. 2000 a 2007), zatimco G¢innost injekci
do vaji¢ek partenoklonu P14 byla nizsi nez 2 % (Zabelina et al. 2015a). Moznou
pfi¢inou je nevhodné nacasovani injekce konstruktu DNA do vajicka, dalsi prekazky

vSak nejsou vylouceny.

V ptipad€ pouziti partenogenetické linie byl transgen injikovén 12 h po aktivaci par-
tenogeneze a inkubaci v 15 °C (Zabelina et al. 2015a). Z mé prace vyplyva, ze v im-
plantatech béhem prvnich 12 h po aktivaci a inkubaci v 15 °C jesté nedochazi k déle-
ni jadra a injekce transgenu tedy neni v tomto ¢ase efektivni. Jako vhodnégjsi se nabi-

zi ¢asovy interval mezi 24 a 36 h po aktivaci partenogeneze a inkubaci v 15 °C.

Pouziti partenogenetické linie bource morusového pro transgenozi ma tu vyhodu, ze
jakmile je transgen uspé$né zabudovan do genomu bource, aktivovanim partenoge-
neze u neoplozenych vajicek nékolika malo samic se ziskd pocetné potomstvo
s naprosto identickym genomem. Nasledné generace budou vykazovat stejnou expre-
si vlozeného genu i stejné morfologické a fyziologické vlastnosti. To je dulezité pii
pouziti bource jako bioreaktoru pro vyrobu proteinti pouzitelnych v Iékatstvi, kde je

potieba zajistit stejnou kvalitu a stejné mnozstvi pozadovaného produktu.

Problémem zlstava, ze pro uspesSnou transgenozi je dulezité uziti nediapauznich va-
jicek. U standardnich linii 1ze pouzit bi- a polyvoltinni rasy, partenogenetické linie
ale tvori diapauzni vajicka. Grenier et al. 2004 se pokusili vytvofit partenogenetickou
polyvoltinni linii, ta ale zatim neni pouzitelna pro transgenozi a jeji praktické vyuziti

si zada dal$i vyzkum. Jedinou finan¢n¢ dostupnou, ale pracnou moznosti je trans-
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plantace vaje¢nikl do saméich housenek, Vv nichz dozravaji nediapuzni vajicka (Za-

belina a Klymenko 2008).

Implantaty partenogenetickych vaje¢nikl do sam¢ich a samicich housenek standard-
nich linii se vyvijely srovnateln¢ rychle a nebyl u nich patrny morfologicky rozdil
mezi diapauznimi vajicky ze samic a nediapauznimi vajicky ze samci, coz bylo po-
tvrzeno i v pracich Sonoba et al. (1986) a Nagy et al. (1994). V obou pracich byl
zkouman standardné se rozmnozujici mutant bource (pnd; pigmented, nondiapasing),
jehoz pavodni ,,divoka* forma (wild type) produkuje diapauzni vajicka a ta vstupuji
do diapauzy v pozdnim stadiu gastrulace. Tyto vysledky vyzaduji ovéteni nejen kvili
transgenozi, ale i z hlediska determinace, hormonalniho fizeni a prubéhu embryonal-
ni diapauzy. Pfi porovnadni vyvoje vajicek z implantati s vyvojem vaji¢ek darcovské
linie PK1 je patrné mirné opozdéni ve vyvoji vajicek z implantatd, které je pravde-
podobné zpusobeno manipulaci S vajecniky a moznymi rozdily ve slozeni zloutku

vytvafeného piijemcem.

die, které se zabyvaly interakci implantovaného vajec¢niku a vlastnich vajecnikil pti-
jemce (Zabelina a Klymenko 2008, Doroshenko a Klymenko 2010). Darcovské va-
jeCniky partenogenetické linie ovliviiuji vlastni vajecniky linie K23, kterd nema
schopnost partenogeneze. Ziejmé pisobi neznamé faktory odpovédné za indukci
partenogeneze prostfednictvim hemolymfy. Vaje¢niky linie K23 diky interakci
s vajecniky linie PK1 ziskavaji ¢aste¢nou schopnost partenogeneze. Vyvoj byl ovsem
pomalejsi nez u darcovské linie PK1 a asi tfetina vaji¢ek obsaZzenych ve vzorku se

vibec nevyvijela.

Vyvoj partenogenetické transgenni linie VIGI1 byl zafazen jako srovnani s parteno-
genetickou linii PK1. Piekvapivé byl vyvoj VTG1 podle dostupnych vzorki asi o 12
a vice h pomalejsi nez u PK1. Exprese transgenu pravdépodobné vyvoj zpomaluje,
ale neni pro budouci embryo letadlni. Pro vysvétleni tohoto jevu by bylo pottebné

provést dalsi studie.

Kolem transgenoze je jest¢ fada problému, které¢ se budou prubézné fesit. Zatim je

tieba spokojit se se stavajici metodikou, jejiz pouzitelnost byla prakticky ovéfena.
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7. Zavér

I ptes pocatecni neuspéchy pfi chovu standardni a partenogenetické linie zpisobené
infekcemi, byla zvladnuta metodika chovu bourcii na umélé dieté a indukce parteno-
geneze za pouziti tepelného Soku. Transplantaci vajecnikii partenogenetické linie do
housenek standardni linie byla ziskdna plné vyvinuté vajicka a soucasné byla ziskana

1 vlastni vajicka samic standardni linie vyvijejici se v pfitomnosti implantatu. Pro

vvvvvv

U ziskanych vaji¢ek bylo provedeno odstranéni chorionu, fixace a odstranéni vitelin-
ni membrany. K obarveni dé€licich se jader pro nésledné pozorovani v konfokalnim

mikroskopu se osvédcil roztok propidium jodidu.

Byla vyzkouSena metodika hodnoceni stupné embryondlniho vyvoje, bude vSak nut-

né jeji dopracovani.

Embryonalni vyvoj standardni linie je pfi inkubaci vajicek v 25 °C asi dvakrat rych-

lejsi nez pfii inkubaci v 15 °C.

Cas vhodny pro injekci transgenu do partenogenetického nediapauzniho vajicka byl

odhadnut na 24 h po aktivaci partenogeneze a inkubaci v 15 °C.

Vlastni vajecniky nepartenogenetické linie K23 mohou ziskat od implantatu parteno-

genetické linie schopnost partenogeneze.

Embryondlni vyvoj partenogenetické transgenni linie VTGI1 je pomalej$i ve srovnani

s partenogenetickou linii PK1. Pfi¢iny zatim nejsou jasné.
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