Metody vyvojove biologie

Gallus gallus f. domestica — kureci embryo




Proc kure?

casny vyvoj podobny savcum

homologie v genomu clovéka a kurete
jednoduché na chov (lihen 37,8 ° C)

rychly vyvoj — priblizné 21 dni

legislativa — kureci embrya nejsou povazovana za
experimentalni zvirata

In ovo - jednoducha manipulace a snadno
ovlivnitelny vyvoj primo ve vajicku



Vyznam kureciho modelu

spousta bunécnych a molekularnich pochodu ve vyvoji byla
popsana poprve prave u kurete:

migrace bunék neuralni listy

urceni dorzo-ventralni osy neuralni trubice
vyvoj koncetin

tvorba krevnich cév

segmentace somitU

urceni pravo-levé asymetrie téla



Chorioallantoic membrane (CAM) assay

 CAM: allantois a chorion srustaji 6.-7. ED

* Funkce CAM: vyména plynu a prijem vapniku z porézni
skorapky, exkrece sodiku a chloridu z allant.vaku, rezervoar
odpadnich produktl

Chorioallantoic membrane

Yolk sac

Ribatti 2022 Kweon-Ho Nam et al., 2015



Chorioallantoic membrane (CAM) assay

Murphy, 1913 — inokulace ,Jensen rat sarcoma“ na CAM
kureciho embrya

Pred E18 neni imunitni systém kurat plné vyvinuty -
imunodeficientni prostredi

Studium angiogeneze, rustu a invazivity nadorovych bunék
a metastazovani

Hodnoceni ,distribuce” €kl a terapeutickych latek



Upper CAM

Lower CAM

Chorioallantoic membrane (CAM) assay

Air Bubble

KEY:
[ Blood Vessel @ Cancer Cell Epithelium
= Connective Tissue == Basement Membrane

Liu et al., 2013

Open a window on egg shell
Human Cancer Cells and transplant cancer cells
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Matsumoto et al., 2018



Prakticka cast

* Seznameni se s In ovo pristupem

* Implantace kulicek

- Testovani efektu urcCitého morfogenu na vyvoj vybrané tkané

- Kuli¢ky (200 um) jsou nasaklé morfogenem, ktery se po aplikaci
pozvolna uvolnuje do tkané

* Transplantace tkané (chiméry)



Inkubace a manipulace

* lyvoj embrya v oplodnéném vejci
v laboratofi zacina vlozenim vajec do
inkubatoru (37,8 °C, konstantni vlhkost)

* Vejce musi byt polozeno na stranu (A)

* Po 1,5 dni (cca 36 hodindach = HH 10)
odsavame bilek (embryo klesne) (B),
vystfihame drobny otvor do skorapky (C),
ktery nasledné prelepime a vejce vracime
zpét do inkubatoru

* Po cilené manipulaci (injikaci, implantaci,
transplantaci..) prelepime otvor
a inkubujeme do odbéru (D)



Nastaveni stereoskopu

—

Vlozit otevrené vajicko ve stojanku(A)
pod preparacni stereoskop (B)

Zaostrit pomoci velkého Sroubu (C)
Nastavit osvétleni (D)

Dostatecné pfiblizit pomoci malého
Sroubu (E)

Opét doostrit pomoci velkého Sroubu (C)




Otevreni vajicka

Urceni stadia podle Hamburgera a Hamiltona




ocasni ¢ast
neuralni trubice
vyvijejici se srdce
vyvijejici se mozek
allantois
koncetinovy pupen nohy ko
koncetinovy pupen kfidla

vyvijejici se mozek
oko I =
dolni koncetina *
horni koncetina

Urceni organu a stadia —
Hamburger a Hamilton

stadiovani podle Viktora Hamburgera
a Howarda Hamiltona
publikovano v roce 1951

zalozeno na podrobném popisu
viditelnych morfologickych znak

(organy, pocty somitl) a dobé vyvoje

pro lepsi pozorovani je mozno embrya
obarvit kapkou neutralni ¢ervené

upraveno podle Warin S, 2009



Implantace - postup

Implantace

* Do skorapky vystrihnéte otvor, tak abyste
se dostali k embryu

e (QOdstrante chorion a amnion nad mistem
implantace (koncetinovy pupen nebo
postopticky region)

* Dbejte na jemnou manipulaci, aby
nedoslo k poruseni zloutku, cév, nebo
zranéni samotného embrya

* Pomoci pinzety presunte kulicku
z Petriho misky do vajicka

* Provedte vpich do tkané pomoci jedné
plosky pinzety

* Uchopte kulicku opatrné pinzetou a
zanorte ji tak hluboko, az si budete jisti,
Ze je uvnitr tkané




Po implantaci...

doslo k uspésné implantaci (kulicka je ve tkani-
vhodné zkontrolovat napr. druhy den)

vajicko se prelepi pruhlednou lepici paskou
vajicko tuzkou popiseme!

vajicko se ulozi zpét do lihné (37,8 °C)

po pozadované dobé inkubace otevreni vajicka
kontrola fenotypu embrya

nasledné zpracovani cilové tkané




Transplantace tkané (chiméry)

U jednoho embrya (po naruseni membran nad mistem manipulace) odfizneme
horni konCetinovy pupen, preneseme ho opatrné pomoci pasteurovy pipety
do druhého vajicka

U druhého embrya narusime membrany nad mistem transplantace, lehce
narizneme povrchovou vrstvu tkané a pomoci pinzety se snazime koncetinovy
pupen darce umistit do tohoto mista



Vyjmuti embrya z vajicka

Nejdrive je nutné prerusit cévy a zavésy, posléze embryo vytahnout
pomoci pinzet (kdyZ to nejde, vyborné poslouzi obycejna plastova lzicka)

Vyjmuti embrya slouzi k:

* Pouziti embryonalnich tkani ke kultivaci (tkani, nebo vytvoreni primarni
bunécné linie)

* Pfi ukonceni experimentu je nutné embryo vyjmout a dale zpracovat
ovlivnéné tkané (histologie, izolace RNA pro stanoveni exprese..)



Diky za pozornost




