Sledovani osudu bunék

Experimentalni embryologie






The strategy of the genes
C.H. Waddington, 1957




Analyza bunecneho osudu vs migrace

* Sledovanim bunécného osudu rozumime analyzu potomkut zkoumané
bunky/bunék. Zajima nas napriklad, ve kterych organech ¢i
strukturdch muzeme nalézt potomky zkoumané buriky, nebo jakym
bunécnym typum dava zkoumana burka vzniknout.

* Velkym rozdilem oproti migracnim analyzam (napf. cell tracking) zde
tedy je, ze sledujeme potomstvo bunky. Tim padem musime pocitat s
délenim bunék a uzpUlsobit tomu experimentalni techniku.



Vizualni metody sledovani
bunecného osudu



Historicke pristupy

e Jednoduse, primé sledovani ve svetelném mikroskopu

* MUze to vypadat primitivné, ale uz v 19. stoleti byly takto polozeny zaklady embryologie.



Mapovani C. elegans
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Historicke pristupy

* Sledovani nabarvenych agarovych zrnek
* Aplikace na povrch nebo i dovnitr bunék
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Vitalni barviva

Cilem je, obarvit sledovanou bunku tak, aby se
barva prenesla i na potomstvo, ale ne na
sousedni bunky.

Zaroven nesmi byt barvou ovlivnen osud, chovani
a fungovani bunky.

Klasickymi priklady jsou Dil (ipdocar_bpcyanine_? a
DiO (oxacarbocyanine). Jedna se o lipid-solubilni
barvy, ktera jsou schopny zaclenit se do bunecne
membrany a poté zesili svuj signal.
Dale lze pouzit napfr.
* fluorescencné znaceny dextran (injekce dovnitr buriky)
* HRP (Horseradish peroxidase) — opét injekce do bunky,
po pridani substratu produkuje svételny signal
Hlavni limitaci téchto pristupu je riziko oznaceni

sousednich bunek a také postupne vyredeni
barvy s postupujicim délenim bunék.




Transgenni pristupy

* Principem téchto metod je, prenést do sledovanych bunék gen kodujici
barevnou znacku — napr. geny GFP a LacZ

* GFP — Green Fluorescent Protein, po excitaci modrym svétlem produkuje zeleny
svetelny signal

* LacZ — gen kodujici enzym B-galaktosidazu, ktera po pridani X-galaktézy produkuje
modrou barvu

* Existuje nekolik zpusobu vneseni genu do bunky, ktere se lisi pfedevsim
trvanim exprese tohoto genu

* Transientni

* Gen je exprimovan pouze kratkodobe a nedochazi k jeho stabilni integraci do genomu bunky,
stale jej mohou zdédit dcerinné bunky, ale postupné se vyredi

* Lipofekce, elektroporace, nebo mikroinjekce plazmid(

e Stabilni
* Gen je stabilné zaclenén do genomu bunky a vSechny dcerinné bunky jej zdédi
e Virova transdukce



Transientni vneseni genu Stabilni vneseni genu
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Transplantace a vyuziti chimer

* Dalsim , klasickym® pristupem pro sledovani
osudu bunék jsou transplantacni experimenty.
Vyhodou je, ze vétsinou velice lehce odlisime
bunky hostitele a graftu od sebe — napr.
transplantace mezi rzné barvenymi mloky.

* Podobné lze vyuzit také chimér — embryi
sloZzenych z vice riznych bunék. Nejprve
izolujeme bunky z jednoho embrya a barevné
je oznaCime, poté je smichame s bunkami
neznaceného embrya.

* Nevyhodou téchto pfristupu je, ze se jedna o
pomérné zasadni zasah do tkané/organismu.




FLP-FRT a Cre-Lox systemy
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FLP-FRET a Cre-Lox systéemy

* U obou systému je zasadni, ze Pcp2-Cre x Blimp1-Cre x
expresi rekombindzy lze Fidit R26R-tdTomato R26R-YFP
tkanoveé nebo bunééné Murine Purkinje cells Murine sebaceous

gland

specifickym promotorem. To
umozni rekombinaci a obarveni
pouze ve vybranych bunkach.




FLP-FRET a Cre-Lox systémy

GFP+ stem cell Induced GFP+ stem cell

* DalSi moznosti je, pouzit heat-schock
promotor nebo treba Tamoxifen-inducibilni
rekombinazu, coz nam umozni vybrat si
presny c¢as/vyvojové stadium kdy k
rekombinaci dojde. Casové a mistni fizeni
rekombinace Ize navic i kombinovat
dohromadly.

GFP+/LacZ+ stem cell LacZ+ progeny cell

 Priklad pouziti — sledovani kmenovych
bunék v dospélosti. Specificky promotor G
nam smeruje expresi do kmenovych bunék, o
Tamoxifenova indukce nam umozni
,Zapnout” barevné znaceni az v dospélosti.




FLP-FRET a Cre-Lox systémy

* Dalsi moznosti je, pouzit heat-schock Lgr5-EGFP-IRES-CreERT2
promotor nebo treba Tamoxifen-inducibilni 37 T
rekombinazu, coz nam umozni vybrat si
presny c¢as/vyvojové stadium kdy k
rekombinaci dojde. Casové a mistni fizeni
rekombinace Ize navic i kombinovat
dohromadly.

 Priklad pouziti — sledovani kmenovych
bunék v dospélosti. Specificky promotor
nam smeruje expresi do kmenovych bunék,
Tamoxifenova indukce nam umozni
,Zapnout” barevné znaceni az v dospélosti.

Smallintestine



Brainbow a Confetti mouse

 Jedna se o modifikace Cre-Lox N "

Systému’ kde dojde k na, hOdnému lox2272 loxP lox2272 loxP FRT

v ’ v ’ v v ’ . Outcome foreach copy Resulting color
oznaceni kazdé z bunécnych rodin g

jednou barvou.
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Bonus: DNA barcodin“

99999999999

* S rozmachem sekvenacnich technologii doslo k velkému posunu v
oblasti tzv. ,,barcodingu®.

 V podstaté jde o to, Zze do bunék se stabilné vnesou rtzné nekdduijici
DNA sekvence, casto v mnoha kopiich. Poté se v organismu exprimuje
endonukleaza nebo rekombinaza, ktera tyto sekvence cili a zméni je.
Takto provedené zmeény v barcodovych sekvencich jsou dédicné a
kazda bunka tedy prenese svoji unikatni kombinaci mutaci (svuj
barcode) na své potomky. Poté provedeme single-cell sekvenovani a
dokazeme slozit dohromady kompletni mapu organismu.



Bonus: DNA barcoding

b Barcode production C  Barcode production
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