Metody vyvojove biologie - cviceni

Gallus gallus f. domestica — kureci embryo

5.4. 2024 — 3D modely/Detekce genové exprese




1. Cast — tvorba 3D kultury

e Vstupni bunécny material — koncetinové
pupeny Gallus gallus f. domestica — kureci
embryo



Postup

. Otevreni vajicka
. Odstranéni embryonalnich obald

. Uréeni organu a stddia podle Hamburgera a

Hamiltona
. Vyjmuti embrya z vajicka

. Oddéleni koncetinovych pupent



1. Otevirani vajicka

A. Pomoci hrotu ndzek vytvofit jeden maly otvor na tupém konci (a) a druhy na velké
plosce (b)



1. Otevirani vajicka

B. VloZeni jehly se stfikackou do otvoru na tupém konci (pozor, aby nedoslo k
poskozeni vnitfnich obal(), naklonéni pod Uhlem 45°, zasunuti jehly hloubé&ji do vajicka
po vnitrni sténé skorapky, odsati cca 1 ml bilku = vytvoreni prostoru pro manipulaci



1. Otevirani vajicka

C. Prelepeni otvoru b a vyznaceného prostoru lepici paskou (¢asti
skorapky nebudou padat dovnitr vajicka a povrch okolo otvoru bude
zpevnény), pomoci nuzek vytvorit ve vyznacené ¢asti otvor



1. Otevirani vajicka

D. Vznikly otvor by mél byt symetricky a dostatecne velky
pro naslednou manipulaci s embryem uvnitr vajicka



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)




2. Odstranéni embryonalnich obalu

Allantois .
Chorion\_,---" k, o Amnion
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Pomoci ostrych pinzet odstranéni nejprve chorionu (povrchova leskla membrana) a
nasledné odstranéni amnionu (Spatné rozeznatelnd membrana obalujici pouze embryo)



4. VVlyjmuti embrya z vajicka

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

Vyjmuti embrya slouzi k:

* Pouziti embryonalnich tkani ke kultivaci (tkani, 2D nebo 3D primarni bunécné linie)

* Pri ukoncéeni experimentu je nutné embryo vyjmout a dale zpracovat ovlivnéné tkané
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Prakticka cast

Metody vyvojové biologie — 3D kultury a Detekce genové exprese




3D kultury - sféroidy

Sféroidy: sledovani vlivu morfogenu na
diferenciaci mezenchymovych bunék koncetin
do bunék chrupavky/kosti v 3D modelu



3D sferoidové kultury

In vitro technika napt. ke studiu chondrogenni
diferenciace mezenchymovych bunéek

vytvoreni ,spotu” na vicko kultivacni misky s vysokou
bunécénou hustotou (2x107 bunék/ml), médium s
kyselinou askorbovou a beta glycerol fosfatem

Otoceni vzhuru nohama — kondenzace bunek

kondenzace bunék — vytvoreni chrupavkovych nodulu
(simulace in vivo chondrogeneze) na ,,dné“ kapky

moznost ovlivnit chondrogenni diferenciaci morfogeny a
dalSimi latkami

Szotkowska T. LMM UZFG



Kultivace a charakterizace

Medium 1 uM LGK974

* Invitro kultivace — 14 dni
(vyména média kazdy den)

Day 1

e Charakterizace velikosti,
Clenitosti, ...

Day 14

* Fixace — specifické barveni
Alcianovou modri
(chrupavka)

Szotkowska T. LMM UZFG



odstfihnuti €

pupentl \ D

rozmélnit

tfepanilh @

e Y
E ) = G { | Pocitani “
ﬂ neutralizace | ! bunék centrifugace
> U — === ——

Dispaza Il.
37°C kultivaéni nafedéniv
médium filtrace kultivacnim médiu

' S
pretoceni cca ],'4
370¢ dni
— — [ = ! [———: 2 [———2
dH,0/PBS
15-20 plspoty 5 )
Fenotypizace, fixace barveni Alcianovou
modfi

upraveno podle lezaki et al. 2019. Stem Cell Rep



vzorek

Detekce genové exprese in situ

* Detekce molekul mRNA primo v tkani

e Asociace genoveé exprese s jednotlivymi typy
bunék a tkani/organ

e Lokalizace a kvantifikace

Hampl et al. 2020. Front Cell Dev Biol




Priprava tkani a tkanovych rezu

vzorek




In situ hybridizace - RNAScope

Complementary
bases

|

RNAscope

Double Z Probe

acdbio.com



