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Editorial

Cislo 2/2008 je mj vénovéano dvéma publikovanym vystuptim z projektti, ¢i programd, podporovanych Grantovou agen-
turou CR. Didkazem této vyznamné podpory kvalitnimu vyzkumu jsou pravé prezentace v prestiznich védeckych caso-
pisech.

Ing. J. Fulka, Jr. je takto zapojen do programu EUROCORES, tématicky podprogram EuroSTELLS a vysledky projektu
byly zverejnény v Casopise Science.

Doc. MVDr. Ales Hampl, CSc. participuje za podpory Grantové agentury CR na ¢innosti mezinarodniho féra Inter-
national Stem Cell Forum a také jeho podil na vyzkumu embryondélnich kmenovych bunék znamena mimoradny védec-
ky aspéch. Vysledky prvni faze vyzkumu byly publikovany v lonském cervencovém cisle Casopisu Nature Biotech.
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Vysledky hodnoceni dilcich
a zavérecnych zprav za rok 2007

Obdobné, jako v predchozich letech, predkladali fesi-
telé a prijemci grantd jednak dil¢i zpravy o pribéhu feseni
vroce 2007 (k 15. lednu 2008), vCetné upfesnujicich fi-
nancnich pozadavkd na rok 2008, tak i zavérecné zpravy
za projekty s datem ukonceni k 31. 12. 2007.

Hodnoceni ukoncenych projekt(

Vysledky hodnoceni ukoncenych projekt shrnuje nasle-
dujici graf. Vyplyva z ného mj, pomérné vysoka Gspés-
nost v hodnoceni projektd z obort Iékarskych a pfirodnich

Zprévy byly posouzeny odbornymi komisemi Granto- ~ V€d.
vé agentury CR a zafazeny u pokracujicich projektt do
jednotlivych stupnd hodnoceni - ¢astecné - dplné, u do-
koncenych projektd ve stupnici - vynikajici - splnéno -
splnéno s vyhradami - nesplnéno.
Hodnoceni pokracujicich projekt(
U pokracujicich projektt byla posouzena organy GA CR
mj. také opravnénost a pfimérenost pozadovanych financ-
nich prostredkd na rok 2008. Na spolecném zasedani pred- B == =
sednictva, predsedd oborovych komisi a vedoucich odbor-
nych sekci na zakladé doporuceni oborovych komisi pred-
sednictvo hlasovanim jednomysiné rozhodlo dne 28. tinora
2008 o pridéleni financnich prostfedki na rok 2008. Po
splnéni vsech administrativnich procedur, budou financni
prostredky zaslany pfijemcdm grantd. u u
. .F,’o,cet N Hodnoceni Pridélené Ty
pokracujicich projekta . 5 Primérné
Pocet prostredky naklad
projektu na rok 2008 vr 2001;
OK Obor 2005 2006 2007 castecné uplné (v tis. K<) ’
1 Technické védy 10 190 176 4 372 376 300471 799
2 Prirodni védy 10 231 219 9 451 460 306854 667
3 Lekarské védy 1 53 54 3 105 108 115496 1069
4 Spolecenské védy 166 188 29 330 359 162380 452
5 Zemeédeélské vedy 2 67 53 3 119 122 96598 792
GA CR Celkem 28 707 690 48 1377 1425 981799 689
OK Obor nesplnéno  splnéno s vyhradami  splnéno  vynikajici
1 Technické védy 0 5 131 45
2 Prirodni védy 5 12 82 107
3 Lekarské védy 0 2 16 31
4 Spolecenské védy 2 10 119 45
5 Zemédélské vedy 2 3 29 13
GA CR Celkem 9 32 377 241




Kmenové bunky - fenomén dnesni doby

Vyznamny prispévek ¢eskych badatel(
k poznani biologie lidskych embryonalnich kmenovych bunék

Kmenové bunky - fenomén dnesni doby

Soucasny biologicky a biomedicinsky vyzkum pokryva
nezmérné mnozstvi témat, objektua i jevii. Obdobné jako
to plati v mnoha jinych oblastech lidské cinnosti, také
zkoumana biologicka témata se lisi, i kdyz casto jen zdan-
livé, svoji vvznamnosti, i alespon atraktivitou z pohledu
jejich mozného uZziti pro blaho clovéka. Posledni dekada
vynesla na toto exkluzivni vysluni zajmu zZivé objekty mi-
kroskopické velikosti - souborné zvané kmenové bunky.

PFicinou obrovského zajmu o kmenové bunky je jejich
potencialni uziti v mnoha vyzkumnych a aplikacnich ob-
lastech, odhalovanim molekularni podstaty lidskych one-
mocnéni pocinaje a bunécnou terapii konce (Tabulka 1).
Tato ocekavani jsou odvozena ze dvou unikatnich biolo-
gickych vlastnosti kmenovych bunék, jimiz je schopnost
kmenovych bunék generovat délenim totozné kopie sama
sebe - sebeobnova, doprovazena jejich kapacitou diferen-
covat se do siroké plejady specializovanych bunécnych
typlh dospélého organismu - pluripotence. Tyto, v jistém
smyslu nezralé ¢i primitivni bunky, maji nejen bezprece-
dentni vyznam béhem casného vyvoje jedince, ale vysky-
tuji se také v dospélém organismu po cely jeho Zivot, kde
hraji klicovou roli v procesech obnovy tkani a organt. Na
zakladeé této skutecnosti Ize tedy rozlisit dvé zakladni kate-
gorie kmenovych bunék, embryonalni kmenové (Embryo-
nic Stem; ES) buriky a kmenové bufky dospélych jedinct.
Zatimco kmenové bunky druhé kategorie jsou pfitomny
ve vsech tkanich a organech, ES bunky lze ziskat pouze
z Casného preimplanta¢niho embrya ve stadiu blastocys-
ty. Linie embryonalnich kmenovych bunék pfitom vznikne
Lprostym” prevedenim bunék embryoblastu, tedy ¢asti blas-
tocysty z niz vznika vlastni zarodek, do podminek in vitro.
Vhodné kultivacni podminky pak umoznuji casové neome-
zenou in vitro propagaci ES bunék pfi zachovani jejich plu-
ripotence. Poprvé se podafilo pripravit linie ES bunék v roce

Tabulka 1. Ocekavané vyuziti
lidskych embryonalnich kmenovych bunék

e modelovy systém pro studium patogeneze lidskych
onemocnéni

* modelovy systém pro testovani toxicity a teratogenici-
ty latek

* modelovy system pro vyzkum novych Iéku

* modelovy systém pro studium lidského vyvoje

e transplantace k nahradé bunécné populace znicené
chorobou (bunécna terapie)

1981 z mysich blastocyst (Martin, Proc Natl Acad Sci USA,
1981, 78:7634-7638). Nasledujici témér dvé dekady expe-
rimentovani s mysimi ES bunkami pak opakované proka-
zaly jejich neomezenou diferenciacni kapacitu. Neni pro-
to divu, ze ustaveni prvnich linii ES bunék z blastocyst
Cloveéka v roce 1998 (Thomson et al., Science, 1998, 282:
1145-1147) vyvolalo revoluci v zajmu jednak o samotné ES
bunky, ale také o kmenové bunky pfitomné v rtznych tka-
nich a organech dospélého lidského téla. Prestoze diferen-
ciacni kapacita kmenovych bunék pfitomnych v dospélém
lidském téle se zda byt také velmi rozsahla, absolutni dife-
renciacni potencial (totipotence) je, diky jiz zminénym in
vivo experimentdm s mysimi ES burkami, dosud predpo-
kladan pouze u lidskych ES bunék.

JInternational Stem Cell Forum”
a ,International Stem Cell Initiative”

Vyurziti diferenciacniho potencialu lidskych ESC je zcela
pochopitelné podminéno co mozna nejhlubsim porozu-
ménim jejich biologickym vlastnostem a zejména odhale-
nim molekularnich mechanismd, které tyto vlastnosti pod-
minuji. Docilit potfebného poznani v této oblasti
vyzadovalo v prvni fazi ustavit alespon urcity pocet neza-
vislych linii lidskych ES bunék vhodnych k experimentovani.
V mnoha laboratofich vyspélych zemi celého svéta proto
zacaly byt brzo po prvnim Gspéchu Dr. Tomsona derivova-
ny nové linie lidskych ES bunék.

Ceska Republika se jiz v roce 2003, diky nasemu Usili
spojenému s vice nez vstficnym postojem pracovnikd br-
nénské privatni zenské kliniky HELIOS a zejména pak diky
pochopeni darcovskych part, zaradila do klubu zemi, kde
se linie ES bunék z lidskych blastocyst podafilo ustavit.
Rostouci pocet linii lidskych ES bunék vsak nejen umoznil
rychle rozsifit studium lidskych ES bunék do mnoha labo-
ratofi, otevrel také vyznamnou otazku, kolik linii lidskych
ESC vlastné potrebujeme k dosazeni védeckych a zejmé-
na pak klinickomedicinskych cild. Jednim ze zplsobd, jak
pfispét k odpovédi na tuto otazku, v niz se stfetava touha
po co nejcasnéjsim terapeutickém uziti lidskych ES bunék
se ziejmymi etickymi prekazkami, je zacit odhalovat roz-
dily a shody mezi jiz existujicimi liniemi téchto bunék. Tato
skutecnost byla rozeznana Prof. Peterem Andrewsem (Uni-
versity of Sheffiled, UK), ktery inicioval globalni aktivitu,
zaméfenou na analyzu co nejvétsiho poctu linii lidskych
ES bunék, nazvanou International Stem Cell Initiative (ISCI).
Tato aktivita je realizovana pod ,destnikem” celosvétové-
ho sdruzeni nazvaného International Stem Cell Forum




(ISCF; http://www.stemcellforum.org). ISCF bylo zaloze-
no v roce 2003 s cilem propojit vyzkum financujici narod-
ni agentury, aby bylo dosazeno efektivni spoluprace a vy-
mény informaci v oblasti vyzkumu kmenovych bunék.

Od roku 2004 se diky participaci Grantové agentury
CR castni této mezinarodni aktivity také Ceska Republi-
ka. Prvnim hmatatelnych vystupem ticasti GA CR v ISCF
Jjsou vysledky prvni, priblizné tfi roky trvajici, faze I1SCI
(ISCI1), na jejichz ziskani se jako jedind v CR podilela
také nase laboratof, a které byly loni publikovany
v cervencovém cisle casopisu Nature Biotechnology (Ade-
wumi et al., Nature Biotech, 1997, 25:803-816).

Jakjiz bylo naznaceno vyse, obecnym cilem studie ISCI1
bylo i) posoudit podobnosti a rozdily v pfitomnosti bézné
pouzivanych molekularnich znak lidskych ES bunék u co
nejvétsiho poctu nezavislych linii tohoto bunécného typu
a ii) identifikovat a dobre validovat sadu molekularnich
znakl pouzitelnych jako standard k hodnoceni identity lid-
skych ES bunék. K dosazeni tohoto cile bylo v ramci ISCI1
analyzovano celkem 59 nezavisle derivovanych linii lidskych
ES bunék propagovanych v 17-ti laboratofich z 11-ti zemi
(Tabulka 2). Nase laborator prispéla do ISCI1 analyzou tfi
linii lidskych ES bunék - CCTL9, CCTL12 a CCTL14. Toto
prispéni bylo, vzhledem k nemoznosti jiné pfimé podpory
aktivit ISCF z prostifedk& GA CR, finan¢né zajisténo
z prostiedk’ dvou projekt GA CR feSenych na nasem
pracovisti (301/05/0463, fesitel doc. Ales Hampl; 305/05/
0434, resitel doc. Petr Dvorak). V ramci ISCI1 byly analy-
zovany zejména nasledujici parametry lidskych ES bunék:
i) exprese 17-ti riznych povrchovych antigend a 93 gend,
které byly cilené vybrany jako potencialni znaky nediferen-
covanych a diferencuijicich se lidskych ES bunék, ii) alelic-
ky specificka exprese 10-ti rGznych imprintovanych gend,
iii) stav linii z hlediska jejich mikrobidlni kontaminace a iiii)
diferenciacni kapacita linii urcena schopnosti tvorit benig-
ni nadory - teratomy po aplikaci bunék experimentalnimu
zviteti.

Z téchto analyz vyplynulo, Ze linie lidskych ES bunék,
pres svij razny geneticky zaklad a pres odlisné pfistupy,
které byly pouzity k jejich izolaci a kultivaci, vykazuji vy-
raznou podobnost v mnoha znacich nediferencovanych
a diferencujicich se lidskych ES bunék. Nicméné, studova-

Tabulka 2. Zemé zicastnéné v projektu ISCI1

* Australie

+ Ceska Republika
* Finsko

* |zrael

* Japonsko

* Kanada

e Nizozemi

e Singapur

« Svédsko

* USA

* Velka Britanie

™
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Obrazek 1. Kolonie lidskych embryonalnich kmenovych bunék
(linie CCTL14) rostoucich na podkladové vrstvé mysich embryo-
nalnich fibroblastd. Fotografovano na mikroskopu Olympus IX51
pri optickém zvétseni 100x. Autor: Bc. Ddsa Dolezalova.

Obrdzek 2. Pritomnost transkripcniho faktoru Nanog (zelené)
v jadrech lidskych embryonalnich kmenovych bunék. Nanog je
typickym znakem nediferencovaného stavu bunék. Vizualizova-
no technikou neprimé imunofluorescence nasledovanou konfo-
kalni laserovou mikroskopir na pristroji Olympus Fluoview 5000.
Autor: Bc. Michaela Kunova.

né linie nebyly zcela identické. Byly nalezeny vyznamné
rozdily v expresi molekularnich znaka typickych pro riiz-
né diferenciac¢ni drahy a také vyrazna variabilita v expresi




alel imprintovanych gent. Z pohledu budoucich medicin-
skych aplikaci je také velmi vyznamnym poznatkem sku-
teCnost, ze ani u jedné z 59 linii lidskych ES bunék nebyla
nalezena kontaminace vybranymi bakteriemi, mykoplasma-
ty Ci viry. Mimo svoje védecké prinosy, je tato studie jed-
nim z vyznamnych krokd smérem k ustaveni obecnych
standardd a procedur, které umozni verifikaci vysledkd ex-
perimentl na lidskych ES bunkidch mezi laboratofemi po
celém svété. Je také zakladem pro dalsi mezinarodni koo-
peraci zaméfenou na vytvoreni teoretickych zakladd pro
budouci pouziti lidskych ES bunék v regenerativni medici-
né, vyvoji léciv a toxikologii.

Skutecnost, ze védecky vyznam ISCIT byl rozpoznan
ihned po publikovani ziskanych vysledk dobfe doklada

schvéleni podpory pro druhou fazi studie (ISCI2). Experi-
menty v ramci ISCI2 jiz byly odstartovany a nase pracovis-
té se jich v plné mife dale Gcastni. Jsou tak spolu s nasi
Gcasti na projektu 6FP ,ESTOOLS” (http://www.estools.eu)
a Ucasti na aktivitach ,International Society for Stem Cell
Research” (http://www.isscr.org/committees/standards.
htm) diikazem kapacity Ceské Republiky a jejich védc(
prispivat k pokroku v jedné z nejrychleji se rozvijejicich
oblasti biomedicinského vyzkumu.

Doc. MVDr. Ales Hampl, CSc.
Ustav experimentalni mediciny AV CR, v.v.i.
Masarykova univerzita, Lékarska fakulta

Produkce embryi prenosem jader

somatickych bunék -

Produkce klonovanych jedincii (embryi) je svym zpii-
sobem velmi pfimocara metoda - z oocytu vyjmeme jeho
vlastni jadernou DNA (chromosomy v metafazi Il) a tim
vytvorime cytoplast. Do cytoplastu pak nasledné prene-
seme jadro somatické buriky a po urcité dobé takto rekon-
struované embryo aktivujeme, a tim nastartujeme jeho
dalsi vyvoj. Cely postup by se tak mohl zdat jako relativ-
né jednoduchy. Ze tomu ale tak neni svédci to, Ze jeho
uspésnost je velmi nizka a v pripadé reprodukcniho klo-
novani jen asi 3 % rekonstruovanych embryi se vyviji az
do ukonceni brezosti a narozeni nového jedince. V pri-
padé klonovani terapeutického jsou vysledky vyrazné lepsi
a aZ 30-40 % rekonstruovanych embryi da vznik blasto-
cysté, ktera je dale pouzitelna pro ustaveni linii embryo-
nalnich bunék (ESc). Tyto vysledky plati vsak pouze pro
ratori. To znamena, ze dalsi skupiny maji ispésnost mno-
hem nizsi, anebo nejsou dspésné viibec. Odlisna je i si-
tuace pro hospodarska zvirata, kde napr. az dosud nebyly
ustaveny linie ESc. Klonovana vyvijejici se lidska embrya
se podarilo vytvorit az v letosnim roce. Obecné to zname-
nd, Ze i po radé let intenzivniho vyzkumu v této oblasti,
predstavuje klonovani ,,velkou neznamou* s radou nezod-
povézenych otazek.

ex Ovo omnia?

Jednou z téchto otazek je i reprogramace prenasené-
ho jadra a dloha cytoplastu pro zabezpeceni vyvoje em-
brya. Somatické bunky, z nichz izolujeme jadra pro pre-
nos, jsou vysoce specializované a zpravidla se nachazeji
ve zna¢ném stupni diferenciace. Reprogramaci pak rozu-
mime takové procesy, které dokazi zmenit tato jadra nato-
lik, Ze svou funkci a morfologii odpovidaji prvojadrim jed-
nobunécnych embryi. Pokud je reprogramace kompletni,
ma embryo $anci se vyvijet az v nového jedince. Zpravidla
se vsak podari navodit jen reprogramaci ¢astecnou, ktera
muze byt dostacujici pro tvorbu blastocyst, ne vsak pro
tvorbu embrya s plnym vyvojovym potencialem. Reprogra-
maci lze indukovat nékolika zpt@soby, v nasem pfispévku
se vSak zaméfime pouze na oocyt.

Obecné akceptované dogma klonovani vychazi z pred-
stavy, Ze cytoplast indukuje predevsim reprogramaci pre-
naseného jadra a zabezpecdi i pozadované zvétSeni obje-
mu tak, aby rekonstruované embryo bylo priblizné stejné
velké jako normalni jednobunécné embryo. Je logické usu-
zovat, Ze rada dalSich faktord musi pochazet z cytoplastu
- histony, transkripcni faktory, atd. Co pfinasi klonované-
mu embryu somaticka bunka? Predstava je takova, ze je
to predevsim jaderny material - DNA a jadérko; v nedavné




dobé bylo dokazano, Ze jsou to i centrosomy (organely
nezbytné pro bunécné déleni).

Nase vysledky vsak dokazuji, Ze klonovani neni tak jed-
noduché, jak se pavodné predpokladalo, a Ze se jedna
o proces mnohem komplexngjsi, ktery je jen velmi malo
poznan. V predkladaném souhrnu se zaméfime vyhradné
na pavod jadérka (nukleolus) v rekonstruovanych embryi.
Pavodné byly nase pokusy zaméreny na studium jeho dlo-
hy pro pribéh findlnich stadii meiotického zrani oocytu,
jejich postupnym rozsifenim se pak podarilo dokéazat vy-
znam jadérka oocytu pfi produkci klonovanych embryi
prenosem jader somatickych bunék.

Nukleolus v oocytech
s ukoncenym ristem

V nezralych oocytech, které ukoncily rdst a jsou schopny
projit finalnimi stadii zrani, se nachazi v zarode¢ném vac-
ku (GV - germinal vesicle) zpravidla jedno jadérko, které
je tésné obklopeno chromatinem. Na rozdil od somatic-
kych bunék, kde se jadérka skladaji ze tfi komponent (fib-
rilarni, densné fibrilarni a granularni), obsahuji jadérka téch-
to oocytl pouze jednu slozku - densné fibrilarni material.
U somatickych (pfipadné ve vyvoji pokrocilejsich embryo-
nalnich bunék) je funkce jadérka komplexni - produkce
ribosom{, biosyntéza a processing komponenti RNA ribo-
proteinového komplexu, regulace bunéc¢ného cyklu, imprin-
ting, diferenciace, atd. Uloha jadérka v oocytech neni jas-
na a spise se predpoklada, ze jeho material je nasledné
a postupné transformovan na jadérka embryi.

Enukleolace oocytl
a jejich zrani v podminkach in vitro

Koncem 90. let jsem béhem svého pobytu v Cambridge
zjistil, ze jadérka Ize vyjmout mikrochirurgicky z oocytu tak,
aniz by doslo k jejich poskozeni. K pokustim byly pouzity
oocyty prasat, které vsak obsahuji tolik tukovych castici,
Ze to znemoznuje vizualizaci zarodecného vacku s jadér-
kem. Proto je bylo nezbytné pred vlastni enukleolaci cent-
rifugovat. Centrifugace vedla premisténi tukovych castic
do jedné hemisféry, druha hemisféra byla pak transparent-
ni a obsahovala zarodecny vacek s jadérkem. Veskeré
manipulace probihaly nadale pod mikroskopem za pouZzi-
ti rGznych typl mikromanipulatord. Zcentrifugovany oo-
cyt byl stabilizovan fixacni pipetou, injek¢ni pipeta o pri-
meéru velikosti jadérka nasledné penetrovala zonu pellucidu
a jeji usti jsme priblizili tésné k jadérku. Je nezbytné podo-
tknout, ze injek¢ni pipeta nepenetruje ani vitellinni a ani
jadernou membranu, pipeta je vtlacena do oocytu co nej-
blize k jadérku (neinvazivni enukleolace). Nasledny mirny
podtlak v injek¢ni pipeté vede k tomu, Ze se jadérko pred-
nostné presunuje do pipety, samo penetruje membranu
jadra (zarodecného vacku - GV) a jako pisek v presypacich
hodinach se prelije ze zarodecného vacku do cytoplasmy.
Cytoplasma s jadérkem je pak odstranéna z oocytu dal$im

jemnym sanim, kterym je nasledné prerusen i spoj mezi
vlastnim oocytem a cytoplasmou obsahujici jadérko (nuk-
leoloplast). Nukleoloplast je tak obklopen vitellinni mem-
branou, obsahuje vlastni jadérko a minimalni mnozstvi cy-
toplasmy. Jadérko muize byt nasledné pouZito k pfipadné
reinjekci. Enukleolované oocyty jsou schopny zahgjit
a dokoncit zrani ve stejné frekvenci, jako je tomu u kont-
rol. To dokazuje, Ze jadérko u oocytl s ukoncenym rdstem
neni nezbytné pro normalni pribéh predovulacnich fazi
zrani (Fulka, Jr. et al. 2003).

Nasledné jsme vyuziti metody neinvazivni enukleolace
testovali u oocytd mysi, kde je ta vyhoda, Ze jsou transpa-
rentni a nemusi se pred manipulaci centrifugovat. Stejné
jako u prasat, pro manipulace byly vybirany jen ty oocyty,
které byly obklopeny kompaktni vrstvou kumuléarnich bu-
nék a nevykazovaly zadné znamky degenerace. Enukleo-
lace znazornuji snimky 1-3. Postup je Gspésny v prdmeéru
u vice jak 75 % manipulovanych oocytd. Jak jsme jiz uved-
li vy$Se, nukleolus v oocytech s dokoncenym rlstem je tés-
né obklopen chromatinem. Nemohli jsme tak vyloucil, ze
urcita cast chromatinu je vyjmuta pfi enukleolaci spolu
s jadérkem. Znaceni protilatkami proti anti-triMe H4K20
a stejné tak i barveni Hoechstem dokézalo, ze ve vétsiné
pfipadl zGstava veskery chromatin v zarodec¢ném vacku
a pouze vyjimecné jsme ho detekovali kolem jadérka
v nukleoloplastu. Stejné tak jako u prasat. | oocyty mysi
bez jadérka dokonci meiotické zrani a dosahnout stadia
metafaze Il ve stejné frekvenci jako oocyty kontrolni. Meio-
tické vieténko a usporadani chromosom( v metafazi | a ll
neni odlisné od kontrol. Hladiny H1 a MAP kinazy byly
rovnéz shodné s kontrolami. Karyotyp metafaze | a Il vyka-
zoval normalni pocet chromosomd. To je pak zakladnim
predpokladem pro néasledné manipulace - aktivace, oplo-
zeni in vitro, pfenosy jader.

Mnozstvi nukleolarniho materialu
je v oocytech limitovano

Cilem nasledujici ¢asti pokust bylo zodpovédét otazku,
zda budou pfitomna jadérka v prvojadrech, ktera vzniknou
po indukci dekondenzace chromosom v enukleolovanych
oocytech - zda tedy oocyt pfipadné neobsahuje materidl
pro tvorbu jadérek v nadbyte¢ném mnozstvi. Tato otazka
se zda byt zdanlivé nelogicka a teoreticky Ize predpokla-
dat, ze tomu tak nebude. Napfiklad ale v pfipadé enuklea-
ce zralych oocytl, kdy je z nich vyjmuto délici vieténko
s chromosomy metafaze Il a nasledné injekci jadra soma-
tické bunky do téchto oocytl (cytoplastti), dojde ke kon-
denzaci chromosom jadra somatické bunky, jejich uspo-
radani do metafaze a tvorbé pravidelného déliciho
vieténka. To znamend, ze material pro tvorbu vieténka je
v oocytech v nadbytku a vyjmuti metafaze Il nevede k jeho
kompletnimu odstranéni.

V nasich pokusech jsme indukovali dekondenzaci né-
kolika zptGsoby: i/ inkubaci enukleolovanych oocytd v me-
tafazi | v médiu s cycloheximidem, ii/ parthenogenetickou




aktivaci enukleolovanych oocytl v metafazi Il, nebo iii/ je-
jich oplozenim intracytoplasmatickou injekci spermie (ICSI).
Prvojadra u kontrol (neenukleolovanych oocytd) vzdy ob-
sahovala jedno ci vice jadérek. Jadérka vsak nikdy nebyla
pritomna, pokud oocyty byly enukleolovany a néasledné

Text k obrazkim

Obr. 1: Nezraly oocyt mysi pred enukleolaci. Oocyt je
obklopen zonou pellucidou (ZP) a obsahuje zarodecny va-
cek (GV) s prominentnim jadérkem (NCL). Stabilizaci oocy-
tu zajistuje fixacni pipeta (H - holding), vlastni enukleolace
se provadi injekcni pipetou (1).

Obr. 2: Pribéh enukleolace. Cdst zdrodecného vacku je
nasata do injekcni pipety, coz vede k tomu, Ze jadérko pe-
netruje jeho membranu a jako pisek v presypacich hodli-
ndch se premistuje mimo zarodecny vacek do cytoplasmy.
Obr. 3: Ukoncena enukleolace. Malé mnoZstvi cytoplasmy
oocytu (nukleoloplast) obklopené membranou a obsahuji-
ci jadérko je zcela oddéleno od oocytu. Zarodecny vacek
(GV) bez jadérka je jasné patrny v cytoplasmé ©.

doslo k dekondenzaci chromosomu. To znamenad, ze mnoz-
stvi nukleolarniho materialu je v oocytu jednou provzdy
déno a pokud se jadérko odstrani, nemize se znovu vy-
tvorit.

Vyvoj embryi
vzniklych z enukleolovanych oocyt(

Embrya vznikla z neenukleolovanych oocytd se po parthe-
nogenetické aktivaci ¢i oplozeni vyviji az do stadia blasto-
cyst a znaceni s pomoci B23 a C23 dokazuje jasné pfitom-
nost jadérek v blastomerach. Vyvoj embryi z enukleolo-
vanych oocytt se zpravidla zastavil ve stadiu 2 az 4 bunék.
U mysi nebyla jadérka v blastomerach viditelna. Analyza
arovné transkripce (BrUTP) ukézala stejnou intenzitu fluo-
rescence ve stadiu dvou bunék jak u kontrol, tak i experi-
mentalnich skupin. Ve stadiu ctyf bunék byly pozitivni jen
jadra kontrolnich embryi. Re-injekce izolovanych jadérek
do enuklelovanych oocytl vsak vede k obnoveni vyvojo-
vého potencialu embryi z nich vzniklych, coz jsme potvr-
dili narozenim nékolika mladat u mysi.

Jadérka somatické ¢i embryonalni kmenové bunky ne-
nahradi pavodni nukleolarni material z oocytu.

Pokud pfeneseme jadro do cytoplastu (enukleovany
oocyt metafaze Il) dojde témér bezprostredné k rozpusténi
jaderné membrany, jadérek (FRGY 1,2) a kondenzaci chro-
mosomu. Po néasledné indukci dekondenzace se vytvori
pseudo-prvojadra, kterd opét jadérka obsahuji. Nebylo vsak
jasné, zda tato jadérka pochazeji z transformovaného nuk-
leolarniho materialu somatické bunky, nebo se jedna o pa-
vodni nukleolarni material zarodec¢ného vacku. Obecné
akceptovana teorie prenosu jader by upfednostnovala prvni
moznost. Pro objasnéni, kterd moznost plati, jsme prena-
Seli jadra somatickych bunék do cytoplasti ziskanych
z oocytl v metafazill, a to bud od neenukleolovanych (kon-
troly) ¢i enukleolovanych oocytl (experimentalni skupina).
U kontrol byla v pseudo-prvojadrech vzdy pozorovana ja-
dérka. U experimentalni skupiny pseudo-prvojadra nikdy
jadérka neobsahovala. To jasné dokazuje, ze jadérka
v pseudo-prvojadrech pochdzeji z pavodniho nukleolarni-
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ho materialu oocytu. Nemtzeme vsak ani zcela vyloucit
moznost ¢astecné participace nukleolarniho materidlu so-
matické bunky. Stejna byla i situace, pokud jsme pro pre-
nosy pouzili jadra embryonalnich kmenovych bunék, kte-
ré jsou méné diferencované.

Absenci jadérek odpovida i vyvojovy potencial embryi
vzniklych po pfenosu jader - kontroly se vyviji az do sté-
dia blastocyst, u experimentalni skupiny se vyvoj zastavi
ve stadiu dvou az ¢tyfech bunék (Ogushi et al., 2008).

Zaver

| pfes nové pristupy dediferenciace (iPS) predstavuji pre-
nosy jader postup, ktery je zajimavy jak z teoretického, tak
i praktického hlediska. Vyuziti se predpoklada v radé ob-
lasti - pokud jde o terapeutické klonovani, jsou to prede-
vsim bunécné terapie v humanni mediciné a farmakotera-
pie. Vyuziti reprodukc¢niho klonovani je uvazovano
predevsim v zemédélstvi a pfi zachrané ohrozenych dru-
ha zvirat (FAO). Aplikace téchto postupl vsak vyzaduje
zvyseni efektivity téchto postupl. To je mozné pouze teh-
dy, pokud pochopime zékladni principy a procesy dopro-
vazejici prenosy jader. Nase pokusy jasné dokazaly, Ze
tomu tak dosud neni a ze pfinejmensim jedna pomérné
velkd organela oocytu hraje pfi prenosech jader zcela za-
sadni a unikatni dlohu. Tim se méni i pavodni dogma klo-
novani a oocytu tak musime pfisoudit mnohem vétsi vy-
znam, nez se puvodné predpokladalo.

Navic mohou i nase vysledky pomoci i pfi léCeni nékte-
rych - patrné velmi vzacnych - forem neplodnosti u lidi.
Prenosy nukleolarniho materidlu do embryi, kde je funkce
jadérek nedostatecnd, by mohly vést k obnoveni jejich vy-

vojového potencialu (Fulkova et al., 2004). Je realné pred-
pokladat, Ze jadérko neni jedinou organelou, kterou ob-
dobny materidl somatické bunky nedokaze nahradit. Zda
je tomu skutec¢né tak, ukdze vsak dalsi vyzkum.
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Publikace ESF - program EUROCORES

Fundamentals of Nanoelectronics (FONE)

Publikace pfedstavuje cCinnost podprogramu
FONE probihajici v ramci programu EUROCORES.
Védeckym zamérem uvedeného programu je rozvi-
nout nové koncepce nezbytné pro zvladnuti obslu-
hy nanopfistrojd. Na aktivitach programu se podili
védecké tymy z 10 evropskych zemi. Ceskou repub-
liku zastupuji dva vyznamni védecti pracovnici - dr.
Tomas Jungwirth a dr. Vit Novéak z Fyzikalniho dsta-
vu AV CR, \VAVAR

Challenges of Biodiversity Science
(EuroDIVERSITY)

Tato zprava prinasi zédkladni informace o ¢innos-
ti podprogramu EuroDIVERSITY programu EURO-
CORES, jenz vytvéii prilezitost pro spolupraci vice
nez 100 evropskych védeckych tymd, které se zaby-
vaji problematikou zmén biodiversity a jejich vlivem
na fungovani ekosystému. Na aktivitich programu
se Gsp&sné podileji dva cesti védci - dr. Martin Cer-
ny z Prirodovédecké fakulty UK a prof. Pavel Kindl-
mann z Ustav systémové biologie a ekologie AV CR,
AR

Dynamic Nuclear Architecture
and Chromatin Function (EuroDYNA)

Brozura informuje o podprogramu EuroDYNA
programu EUROCORES, ktery umoznil spolupraci 40
védeckym tymim z 8 evropskych zemi v oblasti vy-
zkumu fizeni genové exprese. Pomoci nejmodernéj-
Sich technologii pouzivanych v molekularni biologii
a biochemii se jednotlivé védecké tymy snaZili zis-
kat hlubsi pohled na to, jak pracuje bunécné jadro.
Za Ceskou republiku se na aktivitich programu po-
dilel prof. Pavel Hozak z Ustavu molekularni geneti-
ky AV CR, V.v.i.

Development of a Stem Cell Tool Box
(EuroSTELLS)

Publikace prinasi zakladni informace o strukture
a cilech podprogramu EuroSTELLS programu EURO-
CORES. EuroSTELLS podporuje inovacni a multidis-
ciplinarni spolupraci a soucasné také koordinaci na-
rodnich a mezinarodni iniciativ v ramci vyzkumu
kmenovych bunék. Do Gspésné prace programu je
za CR zapojen dr. Josef Fulka z Vyzkumného Gstavu
Zivocisné vyroby, v.v.i.




