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Drosophila melanogaster (Diptera)

e ziklady experimentalniho chovu

e Zivotni cyklus

¢ manipulace s larvami a dospélci

e UAS/Gal4 systém a fizeni genové exprese

Adult Embryo

Prakticka Cast:

e urCeni pohlavi dospélci D. melanogaster a sbér
nesparenych mladych samicek

e vizualizace vnitfnich orgdnl vnesenim GFP pomoci

Life cycle of Drosophila melanogaster o 1+ instar

UAS/Gal4 systému: pfipravte 20 nespafenych samicek \\as-3c ey Lz
zGal4 linie (Act-Gal4, ppl-Gal4 a jiné) a 8 samecku Ny 7
ey

z linie UAS-GFP, které zkfizite za ucelem ziskani larev
F1. Kontrola potomstva za 5-6 dn0.

e pfiprava larev D. melanogaster na nanoinjekce
(promyti a fixace)

* injekce znaceného roztoku do larev tietiho instaru a dospélct pomoci Nanoject Il (Drummond
Scientific, USA)

Intra-thoracic

3 instar

Zdroj obrazku: https://www.walter-lab.com/methods
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Galleria mellonella (Lepidoptera)

e ziklady experimentalniho chovu
e zivotni cyklus a moznosti pouziti v biologickém vyzkumu
e manipulace s larvami

Prakticka ¢ast:
e krmeni larev znatenym roztokem pomoci metody ,force-feeding”, ktera umoznuje aplikaci
pfesnych davek podavané latky bez poruseni integrity télnich bariér
e podani kofeinu a sledovani jeho vlivu na aktivitu a délku vyvoje larev (Gloha pfipravovana
pouze mimo blokova cviceni) s AT
/ /\ yﬂ'“’“‘wv

~300 Eggs

Caenorhabditis elegans (Nematoda) e
Young adult

e ziklady experimentalniho chovu a jeho e |,
udrzovani / Q \Q\

L4 larva(12h)

1.5-fold

e zivotni cyklus a moznosti pouziti S

e )
v biologickém vyzkumu == 20°C X
\ Embryogenesis 2-fold
(14h)
Prakticka cast: ] Dauer @
R

e mikroskopické pozorovani jednotlivych 3larva(o h) '\ :

stadii C. elegans 7 ST
e manipulace s hlisticemi a synchronizace \ L2lanva

chovu et
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https://www.walter-lab.com/methods
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Utery 8.6.2021 - Ryby

Danio rerio (Osteichthyes)

e Danio ajiné rybi modely vyuzivané v biologickém vyzkumu
zaklady experimentalniho chovu

vyhody a nevyhody prace s daniem jako modelovym organismem
vyuziti modelu Danio rerio pro studium funkce gent

© Getty Images

1 dpf 2 dpf 4 dpf

Prakticka cast:

e Rizené tfeni Danii pro ziskani stejné starych embryi

e Odbér nakladenych jiker

e Aplikace inhibitor( dvou signalnich drah (WNT signalni drahy a SHH signaini drahy) na brzké
stadium embryi

e Zakladni manipulace s embryem, odstranéni chorionu.

e Analyza efektu inhibice WNT a SHH drahy po 24 h.

e Zakladni metody analyzy ziskanych fenotyp0.

e Urceni pohlavi u dospélych danii a pfiprava na fizené treni.
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Stfeda 9.6.2021 - Zdby

Xenopus laevis (Anura)

zaklady experimentainiho chovu

Zivotni cyklus a moznosti pouziti modelu v biologickém vyzkumu

manipulace sembryi a experimentdini pfistupy pro ovlivnéni vyvoje jednotlivych tkani a
organ(

Xenopus laevis as a model system
Gene gain- and loss-of-function strategy in Xenopus

Morpholino injection mRNA injection

12 mom/ ‘1 \, translational inhibition mRNA overexpression
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Zdroj obrazku: Nardietal., 2017

Prakticka cast:

Ziskani vajicek ze samice manudlnim zplsobem (metoda tzv. ,squeezing”)

In vitro fertilizace (IVF): synchronni oplozeni ziskanych embryi a jejich nasledna selekce
Sledovani a uréeni rannych vyvojovych stadii zabich embryi — systém Nieuwkoop a Faber (NF)
Priklad z ,klasické” embryologie: ,Copy and paste” experiment Hanse Spemanna a Hildy
Mangoldové z roku 1924 — indukce nové télni osy (Nobelova cena za tento objev udélena v
1935) (pozn. embrya z pfedchoziho dne)

Priklad ze soucasnosti: The Frog Embryo Teratogenesis Assay Xenopus (FETAX): skriningovy test
pro urceni toxicity latek na vyvoj organismu
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Ctvrtek 10.6.2021 - Ptdci

Gallus gallus f. domestica (Galliformes)

kufeci embryo: tradi¢ni modelovy organismus pro vyvojovou biologii
vyhody a nevyhody pouziti kufeciho modelu

manipulace s kufecim embryem v priibéhu experimentu

experimentalni pfistupy pro ovlivnéni vyvoje jednotlivych tkani a organ(

Prakticka ¢ast

1. Implantace kulicek s morfogenem - in ovo
model

a.
b.

C.
d.
e.

otevreni vajicka — nlizky a lepici paska
urceni vyvojového stadia kufecich embryi — systém Hamburger-Hamilton

dva rtizné experimentalni pfistupy — implantace kuli¢ek s morfogenem a zalozZeni
mikromasovych kultur

konéetinovy pupen kfidla

ocistit nastroje 70 % EtOH

naruseni extraembryonalnich obal(
(chorion a amnion) pinzetami
vytvofeni mensiho otvoru ve tkani
vloZeni kulicky do otvoru ve tkani
kontrola kulicky (zUstdva na misté)

200 um

konéetinovy pupen nohy

2. Zalozeni mikromasové kultury z koncetinovych pupenu - in vitro model

a.
b.
C.

—

© =23 - 7F

ocistit nastroje 70 % EtOH

narudeni extraembryondlnich oball (chorion a amnion) pinzetami
prerudeni cév vedoucich k embryu
(pinzety a nlizky)

vyjmuti embrya (pinzeta a plastova
Izicka) do misky s TxPBS
odstfihnuti koncetinovych pupent
u téla (¢arkovana cara viz. obr.) b
rozmélnit koncetinové pupeny h
injekénimi jehlami o

sesbirat kousky pupent do jedné

odstfihnuti m
pupeni ;

rozmélnit

zkumavky il

odsat 1x PBS a pfidat 300 ul Dispazy Il. neutralizace poitini _ centrifugace
tfepacka/37 °C, kazdych 15 minut _— F S p— ) —
propipetovat i - i alvatnim b

usazeni

po 1 hodiné neutralizace kultiva¢nim
1h/37°C

médiem (300 pl) ' ""G" :
filtrace Cell Strainer 40 um — L | P |- 3%%'
spocitat mnozstvi bunék na 1 ml 10 4 spoty i b.m,.,‘..;umm
centrifugace 1500 rpm/5 minut s
nafedéni bunék na potiebné mnozstvina 1 ml
nanaseni tzv. 10 pl spotd na kultiva¢ni misku a ponechat usadit 1 hodinu v inkubatoru
p. po 1 hodiné pfidat 2 ml kultiva¢niho média

g. kultivace do 2. dne

8dni
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Pdtek 11.6.2021 - Savci

Mus musculus var. alba (Rodentia)

e vyhody a nevyhody prace s mys3i jako modelovym organismem
e zasady spravné manipulace (princip 3R, zakonna legislativa)
e urcovani pohlavi, Zivotni cyklus, chov (délka bfezosti, pohlavni zralost, délka Zivota)
e prace s embryi, popis morfologickych rozdild mezi jednotlivymi vyvojovymi stadii
e transgenni mysi modely ve sluzbach vyvojové biologie, lineage tracing (Cre-loxP, CreER™)
Adult polar bodies zoma pelucida B Cre-loxP
P 3 CLEAVAGE Cre construct
A . Gene locus =
c
Blastocyst Reporter construct § “
Rosa26 locus
BIRTH % 2 2 IMPLANTATION, — /ox loxP
) 4 . Stop i IbyCr diated re bination at loxP sites
\ [Stop]
Days after mbryo
® 4 wed feriliatios | . ‘ 5,,;13“04 fosazojocus i
y \ / into uterine re
\' / 1 A\ i wall Reporter expression upon Cre recombination
o ) b/ ==\ Rosa26 locus
FETAL GROWTH w L 10 CAG
& 2 loxP - ——— @& tdTomato
EVELOPMENT = : ;
DEVELOPMENT € \| GASTRULATION ) Exaiplee
? 2 Hsp70-FLP x a-tubulin-LacZ e X B
" i / T—— Murine Purkinje cells | Murine sebaceous
ORGANOGENESIS (LA ) gland &
Isc, g ¥
A: Schéma zZivotniho cyklus mysi od oplozeni po

dosazZeni pohlavni zralosti

B, C: Metoda lineage tracing pomoci Cre-
loxP systému

Prakticka cast:

e odbérembryi E10, fixace a dalsi zpracovani

e odbérembryi E15, pitva, pfiprava tkanovych kultur (,slicy”/celé organy)

e krajeni zamrazenych tkani Sox10/ZSGreen mysi na kryostatu

e barveni jader na pfipravenych fezech, pozorovani ,traceovanych” bunék na konfokalnim
mikroskopu



