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1 Uvod

Kapr obecny (Cyprinus carpio) patii v celosvétové akvakultufe mezi jeden z nejvice
chovanych druhti (FAO, 2016). V Ceské republice je kapr bezkonkurenéné nejéastéji
chovanym druhem, podle statistik bylo vroce 2016 vramci Ceské republiky
vyprodukovéano 18 362 tun kapra (Rybaiské sdruzeni Ceské republiky, 2016). Napfic
chovy kapra nalézame mnoho tradi¢nich i nové vzniklych plemen, ktera jsou adaptovana
riznym podminkach a tim zefektiviiuji akvakulturu (Gorda a kol., 1995). S roztoucim
mnozstvim plemen ovSem rostou i naroky na prostor, zvysuje se riziko pfenosu chorob a
vzrusta riziko inbreedingu, ktery je dusledkem rozmnozovani piibuznych jedinct
v chovanych populacich. Pro zachovani plemen s dostate¢nou genetickou variabilitou je
dalezité dodrzovat spravné Slechtitelské postupy a nakladani s genetickymi zdroji.
Genetickym zdrojem mohou byt genera¢ni ryby chované ex situ, in situ, nebo naptiklad
spermie dlouhodobé uchovavané metodou kryoprezervace v tekutém dusiku, coz je jiz
nyni v praxi béznym postupem (Flajshans, 2013). Mizeme tak mit geneticky zdroj
kazdého plemena/linie ulozeny v kryobance a v pfipadé potieby lze provést rozmrazeni

spermii, které¢ jsou nasledné pouzity znovu k obnové plemena/linie.

Kryoprezervaci Ize rozdélit na dva druhy, pomalé zmrazovani a rychlé zmrazovani
nazyvané vitrifikace (Xin a kol., 2017), které je spiSe vyuzivano pti zamrazovani embryi
(Higaki a kol., 2010), nebo tkani (Lee a kol., 2013). Existuje n¢kolik publikaci a postupt
popisujicich pomalé zamrazovani spermii kapra (Babiak a kol. 1997; Linhart a kol., 2000)
a vitrifikaci spermii (Bozkurt a kol., 2014). Alternativou uchovani spermii je
kryoprezervace zarode¢nych bunék — prekurzori gamet. Ta byla doposud uspésné
popsana jen u n¢kolika malo druhii ryb, v¢etné jejich nasledné transplantace a produkce
potomstva prostiednictvim nahradnich rodict. Jako piiklad Usp&$né kryoprezervace
zarode¢nych bunék u ryb Ize uvést kryoprezervaci spermatogonii kriticky ohrozeného
druhu lenoka sibitského (Brachymystax lenok) (Lee a Yoshizaki, 2016), nebo zmrazovani
primordialnich zarodeénych bunék u pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss)
(Kobayashi a kol., 2003; Kobayashi a kol., 2007). Ov§em zamrazovani zarodeénych
bunék kapra nebylo doposud zpracovano. Cilem této diplomové prace bylo vytvorit
protokol pro zamrazovani spermatogonii naSeho komeréné dualeZit¢ho druhu, kapra
obecného a nésledné transplantovat rozmrazené spermatogonie kapra do larev ndhradnich

rodici, v pripadé této prace do karase zlatého (Carassius auratus).



2 Literarni prehled

2.1 Gametogeneze

2.1.1 Zarodecné kmenové bunky

U ryb, jako i u ostatnich Zzivocichli, nalézdme dvé bunécné linie, somatickou
a zarodeCnou. Ob¢ tyto bunécéné linie se uplatiuji jiz na samotném zacatku
embryonalniho vyvoje, ale obé s jinou funkci. Somaticka linie je odpovédna za vznik téla
jedince, linie zarode¢na je odpovédna za vznik gamet prenasejicich genetickou informaci
do dalSich generaci. Zarodecné¢ buinky dokazi jako jediné generovat zcela novy
organismus a jejich prekurzory jsou nazyvany primordialni zarode¢né buiiky (PGC). Ve
srovnani se somatickymi bufikami jsou PGC kulatého tvaru, vétsi velikosti a obsahuji
velké jadro, zaroven je pro n¢ typickd tzv. zarodecnd plasma, ve které jsou volné
rozmistény ribozomy a ktera je vysoce elektrodenzni (Herpin a kol., 2007; Kog a Yiice,
2012). Zarodeéna plasma je béhem oogeneze lokalizovana ve vegetativnim p6lu oocytu,
jakmile dojde k oplozeni a zapoc¢ne ¢asna embryogeneze, za¢ina se zarodecna plasma
pfemistovat do oblasti délicich ryh embrya (Braat a kol., 1999; Kosaka a kol., 2007).
PGC jsou odpovédné za vznik samcich a samicich pohlavnich bunék (gamet), spermii
a oocytl v procesu nazyvaném gametogeneze (Yoshizaki a kol., 2003, 2002). Proces
gametogeneze zacind specifikaci a migraci PGC. Na zacatku embryonalniho vyvoje
nejprve dochazi ke specifikaci PGC od linie somatické, v této chvili mohou byt PGC
nazyvany jako presumptivni zarode¢né bunky (pPGC), ze kterych se stavaji
plnohodnotné PGC, jenz dokazi kontrolovat své zakladni funkce jako je transkripce,
translace, stabilita RNA proteind a reakci na podnéty pro naslednou diferenciaci. I tyto
zminéné vlastnosti pispivaji ke schopnosti PGC vyhnout se diferenciaci v somatické
buniky a zlstat tak buiitkami zarode¢nymi. Po specifikaci PGC dojde k jejich migraci
Z ptivodniho mista vzniku do mista ur€eni, jimZ je v budoucnu takzvana zarodecna ryha.
Samotnd migrace zacind jiz béhem casného embryonalniho vyvoje. U kostnatych ryb
migruji prekurzory PGC ve sméru z vegetativniho polu embrya K pélu animalnimu, kde

pozdé&ji, v marginalni ¢asti blastodisku, davaji za vznik plnohodnotnym PGC (Raz, 2003).

2.1.2 Specifikace zarode¢nych bunék

Jiz béhem casného embryonalniho vyvoje musi dojit k oddéleni linie zarodecnych
bun¢k od linie somatické. Tento proces se nazyva specifikace zarodecnych bunck a vede
ke vzniku PGC, které v dalSim vyvoji davaji za vznik zarodecné linii a v posledni fadé
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i gametam (Santos a Lehmann, 2004). Napii¢ druhy jsou popsany dva mechanismy
specifikace PGC. Prvni je mechanismus zéavisly na zarode¢né plasmé¢ a druhy je
mechanismus odvijejici se od epigenetickych faktorti. Ten nalézame u ocasatych, savci
a ptaka (Braat a kol., 1999; Yon a Akbulut, 2015). U kostnatych ryb (Teleostei) byla
specifikace PGC popsana u nékolika druhd, napiiklad u medaky japonské (Oryzias
latipes) (Herpin a kol., 2007), u dania pruhovaného (Danio rerio) (Marlow, 2015),
piskoife dalnovychodniho (Misgurnus anguillicaudatus) (Fujimoto a kol., 2006), nebo
u lososa obecného (Salmo salar) (Nagasawa a kol., 2013). U ryb se uplatituje prvni
mechanismus specifikace a to diky, jiz zminéné, zarodecné plasmé, ve které je ulozeno

velké mnozstvi dilezitych RNA komponentt a proteint (Yoshizaki a kol., 2002).

Jako nejznaméj$i RNA komponenty v zarode¢né plasmg, mizeme zminit dva RNA
transkripty, nanos a vasa. Vasa mRNA je ATP dependentni RNA helikdza z rodiny
DEAD-box exprimovana v PGC (Braat a kol., 1999). Prvotni identifikaci tohoto
molekularniho markeru provedl Jongens a kol. u Drosophily (Jongens a kol., 1994)
a u ryb, konkrétn¢ dania pruhovaného, pak Yoon a kol. (1997). Stejné jako u Drosophily
a mnoha ostatnich zivoc¢ichti, u kostnatych ryb je vasa mRNA materndln¢ dédéna a
exprimovana v zarode¢né linii béhem celého vyvoje jedince (Raz, 2003). Druhy dulezity
komponent zérodecné plasmy je zminény RNA transkript nanos, ktery je dilezity pro
¢asny vyvoj PGC v organismu (Draper a kol., 2007). Oba tyto transkripty mohou slouzit
jako molekularni markery pro detekci PGC (Yon a Akbulut, 2015).

Jako prvni protein byl v zarode¢né plasmé identifikovan dead end (dnd). Jedna se o
kodujici RNA-vazajici protein kliCovy pro spravnou migraci, vyvoj a pteziti PGC (Hong
akol., 2016; Gross-Thebing a kol., 2017). Dnd zaroven zabranuje diferenciaci PGC v jiny
typ bun¢k, nez jsou burniky zarode¢né. Pokud totiz dojde k zablokovani experese tohoto
proteinu (knockdown), tak PGC ztraceji jejich charakteristické morfologické znaky
a nejsou schopny déle projevovat vlastnosti zdrodecnych bunék, jako je migrace, coz
nakonec vede k jejich Gplnému zaniku (Gross-Thebing a kol., 2017). K expresi dnd genu
dochazi kratce po oplozeni jikry spermii, v nasledujicim stadiu jedné buiiky jsou jiz
pfitomny granule maternalniho dnd RNA, které jsou rozmistény po celém obsahu
embrya. Béhem dalsiho stadia se zacinaji granule dnd proteinu postupné piesouvat
z animalniho p6lu a koncentruji se ve vegetativni ¢asti blastomery. Stejny zptisob exprese

nalézame i u vasa RNA (Weidinger a kol., 2003).
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2.1.3 Migrace PGC

Pro vznik funkénich gamet musi PGC dosahnout mista budouci gonady, jimz je
zarode¢na ryha. Pro dosazeni tohoto specifického mista je nutna migrace PGC pies tkané
béhem ranych fazi embryonalniho vyvoje (Braat a kol., 1999). Proces migrace byl popsan
u Drosophily (Santos a Lehmann, 2004), kutete (Motono a kol., 2008), mysi (Saitou,
2009) a dania pruhovaného (Weidinger a kol., 2002). Byly tim zjistény dva typy migrace
PGC. Prvni prostfednictvim krevniho obéhu (u ptakl) a druhy podél streva, ktery se
uplatiiuje u vSech ostatnich zkoumanych organismi (Xu a kol., 2010). P#i migraci PGC
hraje roli mnoho faktord, které ovliviiuji jeji uspéSnost. Jednim z dulezitych geni
(lokalizovany v zarode¢né plazmé) nutnych pro spravny pribéh migrace je vyse uvedeny
dnd gen (Molyneaux a Wylie, 2004). Nezbytnost dnd genu pro migraci PGC byla
demonstrovana u nékolika druhi ryb, naptiklad u medaky japonské (Hong a kol., 2016),
jesetera ¢inského (Acipenser sinensis) (Yang a kol., 2015), lososa obecného, u kterého
byl proveden tzv. knockout genu na tirovni DNA. Ten mél za nasledek nenavratnou
nefunk¢nost dnd genu a sterilitu oSetfenych jedinct (Wargelius a kol., 2016), nebo u
piskofe dalnovychodniho (Fujimoto a kol., 2010), kde knockdown dnd genu na tGrovni
mMRNA vedl k blokaci migrace PGC (Kedde a kol., 2007).

Migraci PGC lze dobte popsat na piikladu dénia pruhovaného (viz obr. 1), pro které
plati model migrace podél stieva (Xu a kol., 2010). Migrace PGC zaéina ve stadiu blastuly
(3 hodiny po oplozeni) a to diky chemokininovym signalim. Nejdtive se vytvari 4 shluky
(klastry) PGC, které migruji smérem k dorsalni stftedové linii embrya. Jakmile se embryo
dostava do stadia somitogeneze (10—18 hodin po oplozeni), dochézi k silné exprimaci
chemokininu Sdf1 v misté u prvniho té€lniho segmentu. Chemokinin Sdf1 a jeho receptor
CXCRA4b tak hraji kli¢ovou roli pro spusténi migrace PGC. Ty pak migruji pravé smérem
do mist s vyssi hodnotou exprimovaného Sdfl a kolonizuji tak zarode¢nou ryhu embrya

(Robles a kol., 2017; Y6n a Akbulut, 2015).

Jakmile probéhne specifikace PGC a diky migraci dorazi PGC do mista zarode¢né
ryhy, migrace se zastavi a dojde k asociaci se somatickymi bunikami gonad. Zde, z divodu
specifické interakce mezi PGC, somaticky regulovanym sex-specifickym vyvojem
a diferenciaci, vznikaji spermatogonialni, nebo oogonialni kmenové buniky odpovédné za
vznik funkénich gamet. PGC timto napliuji funkci zarode¢nych bunék (Richardson
a Lehmann 2015; Santos a Lehmann 2004).
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Obrazek 1: a-d) Normalni migrace PGC (Cervené tecky) podle vysledku Doitsidou a Kol.,
2002 a Knaut a kol., 2003. (a) ctyii shluky PGC pochdzejici z ndahodnych mist podél okrajii
embrya a migrujici smérem k dorsalni stredové linii. (b) Na zacdtku somitogeneze (formovani
segmentit), SDF-1 RNA (zelené) je silné exprimovano blizko prvniho segmentu a prave sem PGC
smeruji. (c) Behem somitogeneze se Ctyri shluky PGC pohybuji smérem k mistu s vyssimi
hodnotami SDF-1. (d) Na konci embryondlniho vyvoje PGC asociuji s buntkami exprimujici SDF-
1 v miste budoucich gonad (zeleny pruh). (e—g) studie SDF-1 a prislusného receptoru CXCR4b.
(e) po tom co je SDF-1 vycerpdno (modro-Sedy pruh) se zdarodecné bunky rozptyli po celém
embryu. (f) Ndsledné exprimovini SDF-1 na jiném misté laka PGC na novou pozici. (g) PGC,
které vycerpaly CXCR4b (fialové) jiz nemigruji smérem k SDF-1, které je exprimovino na nové

pozici. Prevzato a upraveno podle Kunwar a Lehmann, 2003

2.1.4 Spermatogonie a oogonie
2.1.4.1 Spermatogonie

Spermatogonie neboli bunky saméi zarode¢né linie gonad jsou odvozeny od PGC
a Vpostupném vyvoji, nazyvaném spermatogeneze, davaji za vznik spermiim.
Spermatogeneze je vysoce organizovany proces, zahrnujici mitézu a meiozu.
Spermatogonie jsou unikatni bunky, které se dokazi reprogramovat v pluripotentni

bunky, schopné diferenciovat i v buiikky somatické (Lacerda a kol., 2014).

Strukturu testikularniho epitelu mizeme rozlisit na dva typy, lobularni a tubularni.

Tubularni typ najdeme napftiklad u Zivorodky duhové a je charakterizovan velkou dutinou
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ulozenou v testes. Kolem této dutiny se nachazeji tubuly, v jejichz vrcholech jsou
zarodeéné buiiky a nediferenciované spermatogonie. Casna stadia téchto spermatogonii
pak vytvari zminéné cysty, které¢ v prubéhu spermatogeneze sestupuji do stfedu testes.
Druhym typem je pak lobularni struktura testikularniho epitelu (Billard, 1986). U ryb,
stejné jako u ostatnich obratlovcl, probihd spermatogeneze, v jiz zminénych cystach.
Tyto cysty se vytvaii, kdyz jsou nediferenciované spermatogonie vyvinuté z PGC,
oznacovany jako Aund, UpIné obklopeny Sertoliho bunikami, které jsou pro vyvoj a pieziti

spermatogonii velmi dulezité (Schulz a kol., 2010; Schulz 2002; McClusky, 2012).

Spermatogonie lze rozliSit na dva zakladni typy (viz obr. 2), prvni jsou
spermatogonie A. Jedna se o nejvétsi bunky zarodeéného epitelia (12 — 16 um). Jsou to
diploidni kmenové bunky, které mitoticky proliferuji. Obsahuji svétlou granuldrni
cytoplasmu a centralné ulozené jadro s chromatinem. Spermatogonie A maji dva odlisné
fenotypy - nediferenciované spermatogonialni kmenové buinky znafené Aund a jiz
diferenciované spermatogonie Agiff predurcené k mitotické proliferaci vedouci k meidze

(Okutsu a kol., 2006a; Uribe a kol., 2014).

U spermatogonii typu B se zvySuje mnozstvi zarodecnych bun¢k v cysté¢ a mizeme
rozli§it n€kolik jejich generaci. Jadro je kulaté sjednim az dvéma jadérky. Od
spermatogonii A se lis$i pfedev§im ve velikosti (9 — 12 um) a vysSim obsahu
heterochromatinu v jadie (Leal a kol., 2009), ktery u posledniho stadia spermatogonii
typu B dosahuje maximalni hustoty (Lacerda a kol., 2014). Jakmile prob¢hne posledni
mitdza, diferencuji spermatogonie B mei6zou v primarni spermatocyty. Ty se dale vyviji
v sekundarni spermatocyty (Schulz a kol., 2010) a nasledné ve spermatidy, které jiz
vykazuji malé jadro, ovSem s chromatinem, ktery je zde jiZ vysoce kondenzovany.
V posledni fazi, nazyvané spermiogeneze, vznikaji ze spermatid funk¢éni spermie

s vyvinutym bi¢ikem, zachovanymi mitochondriemi a cytoplasmou (Uribe a kol., 2014).
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Obrazek 2: Spermatogeneze u dania pruhovaného. Vysvétlivky: (BL) bazalni lamina; (SE)
Sertoliho bunky, (LE) Leydigovy buiiky; (BV) cévy, (MY) myoidni buiiky,; (Aund+) nediferencované
spermatogonie typu A (kmenové bunky), (Aund) nediferencované spematogonie typu A; (Adifr)
diferencované spermatogonie typu A; (B) spermatogonie typu B - casné stadium; (Z/L)
leptotenni/zygotenni primarni spermatocyt; (P) pachytenni primarni spermatocyt; (D/MII)
diplotenni spermatocyt v metafazi I; (D/MII) sekundarni spermatocyt v metafazi Il; (E1) casna
spermatida; (E2) strednée pokrocila spermatida; (E3) zrala spermatida; (SZ) spermie; Prevzato a
upraveno podle Schulz a kol., 2010

2.1.4.2 Oogonie

Vznikaji komplexnim procesem nazyvanym oogeneze. Jedna se o souhrn dé&t, pfi
kterych se vytvareji haploidni samici gamety. Oocyty se vyvijeji ve vajeCnicich (ovaria),
které se skladaji ze dvou bunécnych typti, somatickych a zdrodecnych bunék. Somatické
bunky se uplatiiuji pfi vytvafeni ovarialni kapsule, intersticialni tkdné a ovarialnich
folikult. Buiiky zarode¢né maji naopak vliv pti formovani vlastniho oocytu (Kagawa,

2013; Lubzens a kol., 2010).

Zarodec¢né bunky zahrnuji diploidni oogonie (jadro obsahuje dvé sady chromozom,
nazyvanych homologni), derivované z primordialnich zarode¢nych bun&k a oocyty
diferenciované ze zminénych diploidnich oogonii diky prvnimu meiotickému déleni,
které nasleduje po nékolika jiz prob&hlych mitotickych délenich. Vyvijejici se oocyty

posléze zacinaji byt obklopeny folikularni vrstvou, skladajici se z morfologicky stejnych
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buné¢k, s vyjimkou vysoce specializovanych bunék tvoficich v budoucnu mikropyle
a vnéjsi vrstvou folikuldrniho obalu (théka), tvofeného fibroblasty, kolagenovymi vldkny,
krevnimi cévami a bunikami produkujicimi steroidy (Kagawa, 2013; Lubzens a kol.,
2010). Proces oogeneze muzeme, podle morfologickych a fyziologickych charakteristik,
rozdélit do nékolika fazi. Faze proliferace, primarniho ristu (previtelogeneze),

sekundarniho ristu (vitelogeneze) a fdze maturace (viz obr. 3).

Faze proliferace nastava po transformaci PGC v oogonie, jejichz pocet se zvySuje
diky mitotickému déleni. Jakmile prob&éhne mitoticka faze proliferace oogonii, Se oogonie
méni v tzv. primérni oocyt. Proliferace oogonii je ovliviiovana sex steroidy, které zaroven
podporuji i nasledné prvni meiotické déleni vedouci k fazi primarniho rastu (Lubzens
a kol., 2010). Nasleduje previtelogenni faze neboli obdobi primarniho ristu. Na konci
této faze jiz oocyt obsahuje vSechny molekuly a organely nezbytné pro endocytotické
a exocytotické déje nasledujici faze vitelogeneze a je obklopen nékolika vrstvami

vytvarejicimi théku (Le Menn, Cerda a Babin 2007).

Béhem tieti faze — vitelogeneze — dochazi ke zvétSovani ovarialniho folikulu. Jadro
zUstava ve stadiu diplotene a akumuluje zloutek obsahujici nutriéni rezervy z krve
nezbytné pro nasledujici vyvoj embrya. Vyvoj ovaridlniho folikulu je v této fazi
kontrolovan dvéma hlavnimi environmentalnimi faktory — fotoperiodou a teplotou.
Reakci na zminéné faktory je spusténi kaskady neurohormont vedouci k sekreci GnRH
(gonadotropni hormon), coZ je hormon, diky némuz dochazi k sekreci dalsiho dilezit¢ho
hormonu FSH (folikulostimula¢ni hormon). FSH signdly, fizené specifickymi receptory
lokalizovanymi na théce a granuloznich buiikéch, spoustéji syntézu steroidnich hormont,
jako je naptiklad 17 B-estradiol (E2). E2, ktery je sekretovan do krevniho fecisté,
ovliviiuje syntézu vitelogennich hormont, hlavnich zloutkovych prekurzord v plasmé (Le
Menn, Cerda a Babin, 2007; Hara, Hiramatsu a Fujita, 2016). Na konci vitelogeneze se
ve vajecnicich jiz nachazi zloutkem naplnéné primarni oocyty, které posléze podstoupi

maturaci a ovulaci (Reading, Sullivan a Schilling 2017; Jalabert 2005).

Jako posledni nastupuje fdze maturace. Nyni jiZz primarni oocyt opousti fazi diplotene
a znovu zahajuje prvni meiotické déleni. Cely tento proces je spustén gonadotropnimi
hormony vyskytujicimi se v ooplasmé a jadie. Jadro oocytu migruje béhem této faze
k animalnimu pélu. Jakmile se oocyt nachazi v metafazi prvniho meiotického déleni, tak
vznikaji dvé buniky — velky sekundéarni oocyt a malé primarni polové télisko, které posléze
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degraduje, zatimco sekundarni oocyt podléha druhému meiotickému déleni a béhem
ovulace se odd¢luje od somatickych vrstev. Druhé meiotické déleni pokracuje az do
metafaze II., kde dochazi k pauze ve vyvoji az do oplozeni spermii, které znovu aktivuje
proces konce metafaze II. Vysledkem je vznik stadia nazvané ovum a druhého polového

téliska, které odchazi ihned po oplozeni (Le Menn a kol., 2007).

b Previtellogenic
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Obrazek 3: Model oogeneze na prikladu okouna bilého (Morone americana). Oocyt spolu

se somatickymi tkaneémi (granulozni b. a théka) se nazyva folikul. Behem previtelogenni faze oocyt

rrrrr

i proteinii Zloutku. Po vitelogenezi podstupuje oocyt maturaci, béhem které znovu probihd meioza.

Vysledkem je vajicko schopné oplozeni. Prevzato a upraveno podle Reading a kol., 2017

2.2 Transplantace

Pojmem transplantace rozumime proces prenosu bunék, tkani, nebo celych orgéand,
z vhodné zvoleného darce do daného recipienta. Transplantace muzeme rozdélit na
nékolik typtl. Pfi transplantaci od darce, geneticky identického s recipientem (napiiklad
imbredni linie, jednovajecnd dvoj€ata), hovofime o transplantaci syngenni. Druhym
typem je transplantace bun¢k od geneticky neidentického jedince, ale z té¢hoZz Zivocisného
druhu nazyvana alogenni. Posledni moznosti je transplantace mezi jedinci odlisnych

druhti, nazyvana transplantace xenogenni (Hotej$i & Barttnkova, 2009).

Alogenni transplantace. Tento typ transplantace, mezi jedinci stejného druhu provedl

Okutsu vroce 2006, kdy transplantoval testikularni zarodecné buiky, obsahujici
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spermatogonie, z dospélého jedince pstruha duhového, do Cerstvé vykulenych larev
pstruha duhového (Okutsu a kol., 2006a). U komeréné dtlezitého druhu tilapie nilské
(Oreochromis niloticus) popsal transplantaci Lacerda a prokazal tak, ze transplantace
zarode¢nych bunék v ramci druhu je Gspé$na (Lacerda a kol., 2006). Dal$im piikladem
alogenni transplantace spermatogonii mize byt experiment z roku 2012, ktery u kranase

japonského (Seriola quinqueradiata) provedl Morita a kol., (Morita a kol., 2012).

Xenogenni transplantaci se u ryb vénoval naptiklad Okutsu a kol., ktery v roce 2008
transplantoval spermatogonie pstruha duhového do peritonedlni dutiny vykulenych
sterilnich triploidnich embryi lososa masu (Oncorhynchus masou) (Okutsu a kol., 2008).
Navazal tak na experiment z roku 2004, pii kterém Takeuchi a kol., transplantovali PGC
izolované z genitalni ryhy Cerstvé vykulenych embryi pstruha duhového, do peritonealni

dutiny Cerstvé vykulenych embryi lososa masu (Takeuchi a kol., 2004).

U vSech zminénych transplantaci bylo dosazeno produkce gamet donora, nebo
vzniku chimér zérodecné linie. Dal§i experimenty tykajici se rtiznych metod transferu
zarode¢nych bunék u ryb spolu s jejich Gspésnosti, jsou uvedeny v nasledujici tabulce
(Tab. 1).
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Tabulka 1: Prehled experimentii s riiznymi metodami transplantace zdarodecnych bunék u ryb mezi zvolenym donorem a recipientem

Recipient Vék recipienta Donor Vék donora Sterilizace Wetoda Uspésnost Autofi Rok
transplantace
Albino danio Midblastula Wild type danio Midblastula Transplantace 5 z 28 chimér produkovalo Lin a kol., 1992
pruhované (Danio pruhované (Danio rerio) - blastomer potomstvo se znaky donora
rerio)
Karas obecny Midblastula az Karas zlaty (Carrasius Embryo - Transplantace Chiméry produkovaly Yamaha a 2001
(Carassius pozdni blastula auratus) blastomer potomstvo se znaky donora kol.,
carassius) s frekvenci 3,4 az 93,2 %
Tilapie nilska 4 - 5 mésicl Tilapie nilska 4 - 5 mésicu Busulfan Transplantace Lacerda a 2006
(Oreochromis (Oreochromis niloticus) spermatogonii kol.,
niloticus) pfes urogenitalni i
papilu
Pstruh duhovy Larva 32 - 35 dni Transgenni pstruh 9 mésicl Transplantace 13/26 3 a 16/40 Q Okutsu a 2006a
(Oncorhynchus po oplozeni (dpf)  duhovy (Oncorhynchus - spermatogonii produkovalo gamety se znaky kol.,
mykiss) mykiss) donora
Danio pruhované Blastula Danio duhové Somitogeneze  Injikace dnd MO Transplantace 50 % transpl. PGC Saito a kol., 2008
(Danio rerio) (Danio albolineatus) (10 - 15 somitd) PGC domigrovalo k z&rodeéné ryze
a posléze produkovalo gamety
donora
Danio pruhované Blastula Danio pruhované Blastula Injikace dnd MO Transplantace - Kawakami a 2010
(Danio rerio) (Danio rerio) PGC kol.,
Sterilni hybrid 2 tydny Danio duhové Q stafi3-5 Hybridizace Transplantace 12/67 chimér po parovani Wong a kol., 2011
danio pruhované X (Danio albolineatus) mésicu oogonii do bfini s wild-type daniem
danio duhové dutiny recipienta produkovalo Zivotaschopné
potomstvo
Karas stfibrity Blastula Bester (hybrid vyzy Somitogeneze Transplantace 2/36 PGC lokalizovana Saito a kol., 2014
(Carrasius auratus) velké X jesetera - PGC v gonadach 3 dpf
malého)
Jeseter maly Larva Jeseter sibifsky 4 roky Transplantace 90 dni po transplantaci mélo P3enicka a 2015
(Acipenser (1 tyden po (Acipenser baerii) - spermatogonii a 60 % recipientd proliferujici kol.,
ruthenus) vykuleni) oogonii burky
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2.2.1 Metody transplantace

U ryb bylo popséano nékolik zptisobt transferu bunék za t¢elem vytvoreni chimér
zéarodeCné linie. Muzeme transplantovat blastomery, izolovan¢ PGC, nebo
spermatogonie/oogonie (Yamaha a kol., 2007). Usp&$na transplantace zarode¢nych
bun¢k vede ke vzniku takzvané chiméry zarodecné linie (vice viz kapitola 3.2.3.
,»Chiméra zarodecné linie*). Pfed kazdou transplantaci je vhodné sterilizovat recipienta,
aby nedochazelo k nezadouci kompetici bun¢k ptivodnich s transplantovanymi, coz by
mohlo negativné ovlivnit vysledek transplantace. Navic, pokud by sterilizace nebyla
provedena, recipient by i1 nadale produkoval své gamety, které jsou v piipade

transplantace nezadouci.

2.2.1.1 Transplantace blastomer

Jedna se o metodu, ktera mize byt provedena dvéma zplsoby. Prvni moznosti je
nasati blastomer (obsahujici jak PGC, tak somatické buiiky) pomoci sklenéné kapilary
a mikromanipulatoru, blastomery jsou nasledné injikovany do dechorionovaného embrya
recipienta ve stadiu 1000 buné€k. Transplantované blastomery jsou vysoce pluripotentni,
coz lze sledovat pii nasledném vyvoji (Zou a Wei, 2010; Yamaha a kol., 2007; Ho a
Kimmel, 1993). Poprvé byla transplantace blastomer provedena u dania pruhovaného,
kdy byly touto metodou usp&$né vytvoifeny chiméry zarodecné linie (Lin
a kol., 1992). Bohuzel ne vzdy je zajisténa usp&snost této metody, a to z toho divodu, ze
ne pokazdé transplantujeme 1 blastomery obsahujici PGC. MiZe se tedy stat, Ze
transplantované¢ blastomery obsahuji pouze somatické buinky, kter¢ do bunék
zarode¢nych jiz diferencovat nedokazi. Transplantace blastomer je mozné i mezidruhove.
Zde vsak dochazi kproblému, kdy wvznikaji agregaty somatickych bunék
z transplantovanych blastomer donora, které negativné ovliviiuji naslednou migraci PGC.
Cim vice jsou druhy, mezi kterymi transplantujeme blastomery, fylogeneticky
vzdalengjsi, tim vice vznikd shlukli somatickych bunék a dochdzi tak k abnormalni

podob¢ embrya (Saito a kol., 2010).

Druhym zpiisobem transplantace blastomer, kterou provedl Yamaha a kol., je tzv.
metoda sandwich (Yamaha a kol., 2001). Jedna se o zpusob, pii kterém je pfenesena cela
spodni ¢ast blastodermu donora obsahujici PGC, ta je vloZena mezi dvé ¢asti blastodermu
recipienta ve stadiu blastuly (obr. 4). Jako donor byl pouzit Carassius auratus langsdorfi

a recipientem byl karas zlaty. Jedna se tedy o xenogenni typ transplantace.
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Obrazek 4: Schéma ,, sandwich* metody transferu blastomer, prevzato podle Yamaha a kol.,
2001

2.2.1.2 Transplantace PGC

PGC jsou izolovany z embryi donorti a transplantovana do embryi recipienta ve
stadiu blastuly. Embrya recipienta musi pochdzet ze sterilnich hybrida, nebo museji byt
sterilizovana za pouziti riznych metod, pii nichz dochazi k blokaci vyvoje endogennich
PGC recipienta. Toho dosahneme naptiklad injikaci dead end antisense morpholino
oligonukleotidu (Lacerda a kol., 2013; Ciruna a kol., 2002), termochemickou sterilizaci

(Lacerda a kol., 2006), nebo triploidizaci. Vice viz kapitola 2.2.2 Sterilizace.

Aby mohly byt PGC identifikovany a izolovany, je nutné je fluorescencné oznacit.
Injikace téchto fluorescencnich latek probihd do stadia embrya o maximalné 4 buiikach.
Jako fluorescen¢ni barva se nejcastéji pouziva uméle syntetizovany zeleny fluorescencni
protein GFP-nos1-3’UTR (Saito a kol., 2006). Pro mnoho kostnatych ryb plati, ze PGC
dédi specifické maternalni cytoplazmatické faktory jako je vasa a nanos 1 mRNA,
zminéné v kapitole 2.1.2. Diky tomu, mohla byt syntetizovana mRNA obsahujici zeleny
fluorescenéni protein (GFP) a nos13’UTR, coZ je nepiekladany region faktoru nosl
MRNA. Vznikl tak GFP-nos1-3’'UTR mRNA, ktery je stabilizovany v PGC a degraduje
v somatickych buiikkdch. Velkou vyhodou je moznost pouZit stejny nasyntetizovany
zeleny fluorescencni protein pro vicero druhl ryb, vyhneme se tak nutnosti syntézy
proteinu pro kazdy druh zvlast’ (Saito a kol., 2006). Dalsi variantou, jak oznacit PGC pro
naslednou vizualizaci a izolaci, je pouziti FITC-dextran. Jedna se o flourescenc¢ni
isothiokyanat, jehoZ pouZiti popsali Saito a PSeni¢ka v roce 2015, kdy za ucelem
vizualizace PGC, injikovali FITC dextran do vegetativniho polu embryi jesetera malého

(Acipenser ruthenus) (Saito a PSenicka 2015).

Fluorescencné oznafené¢ PGC jsou pak izolovany manudlné nebo za pouziti
prutokové cytometrie (Goto-Kazeto a kol., 2010; Kobayashi a kol., 2004; Kawakami

a kol., 2010). Za nevyhodu transplantace PGC lze povazovat mnozstvi PGC, které je
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mozné izolovat, to je jen n¢kolik desitek kusit PGC. Vyhodou je naopak mnohem jistéjsi
uspésnost transplantace nez kdyz transplantujeme blastomery obsahujici i somatické
bunky. Mechanismus migrace PGC je stejny u mnoha druh®, neni proto nutné pii
transplantaci PGC zohlednovat druhy (Saito a kol., 2014). Piikladem transplantace
izolovanych PGC je studie na pstruhu duhovém z roku 2003, kdy se PGC z donora
pstruha duhového, znacené zelenym fluorescencnim proteinem, izolovaly a nasledné

transplantovaly do recipienttl v riznych stadiich vyvoje (Takeuchi, 2003).

2.2.1.3 Transplantace spermatogonii a oogonii

Dalsi metodou transplantace zdrode¢nych bunék je moznost transplantovat izolované
spermatogonie nebo oogonie. Jedna se o velmi dilezitou reprodukéni techniku, poprvé
aplikovanou v roce 1994 u mysi (Brinster a Zimmermann, 1994). Nyni jsou jiZ postupy
pro transplantaci spermatogonii/oogonii popsany pro mnoho druhd. Piikladem je
transplantace u mysi, kufete (Nagano a Brinster 1998; Li a kol., 2008), nebo u ryb
(Nobrega a kol., 2010; Okutsu a kol., 2008).

Pro uspésnou transplantaci spermatogonii a oogonii, je nutné nejprve vyjmout
gonadu, kter je rozsttihana na malé kousky, ty jsou enzymaticky disociovany. Vystaveni
pasobeni enzymu, nejcastéji kolagenazy, nebo trypsinu, je individualni pro jednotlivé
druhy ryb, naptiklad pro danio pruhované je to 1 hodina pfi teploté 28,5 °C (Wong a kol.,
2011), naproti tomu pro pstruha je ¢as 7-9 hodin pii teplot¢ 10 °C (Yoshizaki a kol.,
2010). V soucasné dobé je n€kolik dostupnych technik pro izolaci spermatogonii
Z bunééné suspenze. Patii mezi né FACS (prutokova cytometrie), pti které jsou sortovany
buriky podle velikosti s tim, ze vysortované velké bunky majici vysoky fluorescenéni
signal, jsou pravé spermatogonie vhodné pro transplantaci (Nobrega a kol., 2010; Yano,
Suzuki, a Yoshizaki 2008; Kise a kol., 2012). Mezi dal$i metody izolace mizeme zafadit
gravitaéni sedimentovani pomoci 2-4% BSA gradientu (Hofmann a kol., 2005), Percoll
gradient (PSeni¢ka a kol., 2015), nebo magneticky aktivované sortovani bunék podle
velikosti (MACS) (Ptiloha 5) (Robles a kol., 2017).

Transplantace spermatogonii/oogonii je pravdépodobné ten nejefektivnéjsi zpiisob
ze vSech vyse zminénych metod. Oproti transplantaci PGC je zde pfinosem vysoky pocet
ziskanych bun€k zizolovanych gonad. Navic tato metoda piinasi vyhody v podobé
hlubsiho pochopeni regulace spermatogeneze, biologie kmenovych buné€k, anebo samci
neplodnosti. Samoziejmosti je spojeni s uchovanim genetickych zdrojt, které se diky
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témto metodam stale zefektiviiuje. Diky vysoké sexudlni plasticit¢ mizeme pomoci
vyizolovanych spermatogonii ziskat po transplantaci do samice funkéni oocyty, jako
tomu bylo na ptikladu transplantace u pstruha duhového v roce 2010 (Yoshizaki a kol.,
2010). Spermatogonie transplantované do samice jsou totiz schopné diferenciace v

oocyty (Okutsu a kol., 2015).

I kdyZ je manipulace se spermatogoniemi ¢astéjsi, transplantace oogonii se muze stat
velmi dulezitou, naptiklad u organismii majici systém urceni pohlavi ZW, kde oogonie
poskytuji genetickou informaci uréeni pro obé pohlavi. U transplantace oogonii ovSem
existuje jeden problém, a to, Ze naprostd vétSina ovarii dospélych ryb je tvofena jiz
vyvinutymi oocyty, proto je doporu¢eno oogonie izolovat pouze z juvenilnich jedinct.
To pro izolaci spermatogonii neplati, spermatogonie mohou byt izolovany jak

Z juvenilnich, tak z dospélych jedinct (Robles a kol., 2017).

2.2.2 Sterilizace recipienta

Pro tspésnou transplantaci zarodeénych bunék je dilezité, aby byl recipient sterilni.
Sterilizaci zamezime mozné kompetici bun¢k recienta a donora, ktera by mohla negativné
ovlivnit uspéSnost transplantace, navic ve vét§iné piipadi (vyjimka u triploidd)
zabranime i produkeci vlastnich gamet recipienta. Sterilizaci 1ze provést né€kolika zpisoby.
Prvni byla vyzkouSena sterilizace metodou chirurgické operace (Brown a Richards,
1979), ovsem tato metoda nezarucuje permanentni sterilitu, jelikoz u ryb je prokazana
schopnost regenerace gonadalni tkan¢, navic je velka Sance, ze jedinec chirurgickou
operaci, za uCelem vyjmuti testes (nebo ovarii), nepfezije. Dal§imi, jiz b&zné
pouzivanymi metodami, je termo-chemicka sterilizace, triploidizace, hybridizace,
knockdown gent specifickych pro primordidlni zarodecné buiiky, a nebo vytvoteni
transgennich jedinci pomoci knockoutu genu (Golpour a kol., 2016; Maclean a kol.,
2003). Mezi nové metody miZzeme zatadit sterilizaci UV ozafovani vegetativniho polu

uspésné aplikovanou u jesetera malého (Saito a kol., 2018).

2.2.2.1 Termo-chemicka sterilizace

U urcitych druhti ryb je prokdzan Gc¢inek vyssi teploty na sniZeni jejich plodnosti, je
tomu tak naptiklad u gaviinovce argentinského (Odontesthes bonariensis) (Striissmann a
kol., 1998) a Patagonina hatcheri, u kterych byl proveden experiment o piisobeni zvySené
teploty na plodnost (Ito a kol., 2008). V minulosti bylo vyuzivano pouze vysoké teploty,
které byli jedinci vystavovani pfiblizn€ 1-5 tydni po vykuleni, coZ mélo za nésledek
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degeneraci gonad a apoptozu somatickych a zarode¢nych bunék (Striissmann a kol.,
1998). Pii pouziti vyssi teploty a k tomu chemické latky je GspéSnost sterilizace jesté
zvySena. Chemicky vliv zde ma latka nazyvana busulfan (1,4 — butanediol
dimethanesulfonat). Jedna se o cytostatické 1é¢ivo které inhibuje spermatogenezi a je
injekéné vpravovano do télni dutiny recipienta, kterého chceme sterilizovat (Lacerda a
kol., 2006).

2.2.2.2 Triploidizace

Je jednou z nejpouzivanéjSich metod sterilizace. Jedna se o chromozomovou
manipulaci, pfi niz dochazi k zadrzeni druhého podlového téliska, obsahujici haploidni
sadu chromozomu a tim zmnoZeni sad chromozomii ze dvou (ze samc¢iho a sami¢iho
prvojadra) na tii sady. Triploidizace muzeme dosahnout za pouziti tlakovych (Opstad a
kol., 2013), teplotnich (Peruzzi a kol., 2007; Arai a Wilkins 1987), nebo chemickych
$okd. Soky musi byt vétsinou provedeny ihned po fertilizaci (Dunham, 2004; Golpour a
kol., 2016). Ne vzdy je ale zajisténa stoprocentni sterilizace, druh od druhu se Gispé$nost
sterilizace pomoci triploidizace 1i§i (Dunham, 2004). Napiiklad po triploidizaci amura
bilého (Ctenopharyngodon idella) byla prokazana existence reprodukce schopnych
triploidnich samct (Van Eenennaam a kol., 1990). Indukce triploidie je mozna i kiizenim
mezi diploidnim a tetraploidnim jedincem, kdy vznika triploidni potomstvo. Toto kiiZeni
provedl u piskofe ¢inského (Misgurnus mizolepis) v roce 2004 Nam a Kim. Preziti
tetraploidnich jedincii, vzniklych diky teplotnim Sokiim, blokujicim prvni ryhovani,
provedenych v prvni metafazi, je ale dosti omezené. V tomto piipad¢e ze 48 tetraploidnich

samct byli schopni produkovat funkéni 2n spermie pouze tiéi samci (Nam a Kim, 2004).

2.2.2.3 Hybridizace

Hybridizace je dalsi zplsob, jak ziskat sterilni jedince. KfiZenim rtznych druht
mnohdy vznikaji potomci, ktefi nejsou schopni dalsi reprodukce. Tito sterilni hybridi pak
mohou byt vyuZiti jako vhodni recipienti, napfiklad pfi transplantaci zarodecnych bunék.
Kwvuli absenci vlastnich zarode¢nych bunék je totiz zajisténo, ze nebude dochazet ke
kompetici s buitkami transplantovanymi. Nevyhodou ovSem je, Ze mnohdy nedojde

ktizenim k ipIné sterilité jedince (Golpour a kol., 2016).

Ptikladem wvyuziti sterilnich hybridG pro transplantaci zarode¢nych bunck je
transplantace ovarialnich zarode¢nych bunék do sterilnich hybrid dénia pruhovaného a
dania duhového, provedena v roce 2011 (Wong a kol., 2011). Dalsim ptikladem je
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transplantace blastomer karase stiibfitého ,,sandwich® metodou do sterilnich hybridi,

vzniklych kfizenim karase stfibfitého s kaprem obecnym (Yamaha a kol., 2003).

Co se tyce hybridizace, existuji i vyjimky v podob¢ piirozené vznikajicich hybridi,
ktefi nejsou sterilni. K tomuto jevu dochazi naptiklad u jeseterti (Acipenseriformes)

(Linhartova a kol., 2018).

2.2.2.4 Knockdown genii

Primordialni zarode¢né bunky jsou, jak uz bylo zminéno, prekurzory zarode¢nych
bun¢k (gamet), jejich specifikace a vyvoj je zavisly na existenci specifickych,
asymetricky lokalizovanych cytoplasmatickych komponentech, zvanych zarodecna
plasma. Pravé zde, v zarode¢né plasmé, jsou ulozeny geny majici vliv na migraci, vyvoj
a preziti PGC. Knockdown genii je metodou, pii niz dochazi k potlaceni exprese jednoho,
nebo vice gend. Aby knockdown vedl ke sterilizaci jedince, musi dojit k potlaceni gent
majici dileZzitou roli pro vyvoj PGC, takovym genem je naptiklad jiz nékolikrat zminény
dnd gen, nebo transkript vasa. Knockdownu dosahneme aplikaci DNA/RNA
oligonukleotidi nesoucich komplementarni sekvenci k cilovému genu, u kterého chceme
potladit expresi (Summerton 2007; Golpour a kol., 2016; Linhartova a kol., 2015).
Nejvetsi uspésnost pro blokaci exprese dnd genu prokazuje pouziti antisense morpholino
oligonukleotidu. Morpholino je systeticky vyrobené a vyuzivané kK potlaceni funkce genti
diky blokaci pre-mRNA splicingu nebo mRNA translaci (Robles a kol., 2017). Nutnou
podminkou je mit vZdy morpholino piesné nadesignované pro kazdy jeden gen (Yamaha
a kol.,, 2007). Dalsi moznosti jak dosahnout knockdownu genu, kromé pouziti
morpholina, je pouziti bud’ fosforothioat-vazané DNA (S-DNA), nebo kratkych
interferujicich RNA (siRNA) (Summerton, 2007).

2.2.3 Chiméry zarodecné linie

Pokud je transplantace spermatogonii/oogonii, PGC nebo blastomer UspéSna,
dochazi ke vzniku tzv. chiméry zadrode¢né linie. Tak je nazyvan jedinec, ktery v sob€ nese
genetickou informaci jiného jedince, v tomto ptipadé¢ v podobé zarode¢nych bunék
transplantovanych do jeho téla (Wong a kol., 2011). Transplantované bunky se pak v téle
vyviji a jakmile dosdhne tento jedinec pohlavni dospélosti, ziskavame od né&j potomstvo
donora. Prvnimi ptiklady GspéSného vytvoreni chiméry zarodecné linie u kostnatych ryb
jsou transplantace blastomer do recipientd dania pruhovaného v roce 1992 (Lin a kol.,
1992) a transplantace blastomer, ale u medaky japonské o rok pozdeji (Wakamatsu,
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1993). Existuje i mnoho dalSich experimentl, pii kterych byly Uspé$né vytvoreny
chiméry zarodecné linie. Ptikladem miize byt transplantace embryonélnich bunck
z kultury do embryi dania pruhovaného (Ma a kol., 2001) nebo do embryi medaky
japonské (Hong a kol., 1998). Dale jesté v roce 2001 transplantace blastomer u pstruha
duhového (Takeuchi, Yoshizaki a Takeuchi, 2001). Nasledovaly experimenty v roce
2011, kdy Wong a kol. vytvofili chiméry u dénia pruhovaného transplantaci ovaridlnich
zarode¢nych buné€k do sterilnich larev (Wong a kol., 2011), nebo také u dania
pruhovaného, ale metodou transplantace izolovanych PGC, coz provedl Kawakami a kol.

(2010).

2.2.4 Reprodukce metodou nédhradnich rodict

Hlavnim divodem pro vyuziti metody ndhradnich rodict je skutecnost, ze ve svéte
pribyva kriticky ohrozenych druhii ryb, které je zapotiebi chranit a znovu obnovovat.
Navic jsme schopni touto metodou ovliviiovat rizna reprodukéni specifika, jako je
naptiklad doba, za kterou ziskdme gamety. Pokud totiz budeme transplantovat zarode¢né
buiiky, at’ uz v podobé PGC, nebo spermatogonii/oogonii do recipienta ptibuzného druhu,
ktery ma krat$si dobu pohlavniho dospivani, mizeme ziskat potomstvo rychleji, nez
kdybychom se snazili rozmnozit cilovy druh pfirozené (Yoshizaki a kol., 2003). Jako
ptiklad mizeme uvést uspéSnou transplantaci zarode¢nych bunck pstruha duhového do
nahradniho rodice v podob¢ lososa masu. Timto zptisobem byla zkracena doba, za jakou
lze ziskat funkéni gamety pstruha duhového. Samci lososa masu jsou totiZ plodni jiz
V jednom roce, oproti tomu samci pstruha duhového jsou plodni az ve dvou letech
(Kobayashi a kol., 2004). Dalsim piikladem pak muze byt transplantace mezi dvéma
druhy jeseterti, konkrétné transplantace zarodecnych bunék mezi jeseterem sibifskym
(Acipenser baerii) jako donorem bunék a jeseterem malym jako recipientem. Vysledkem
této transplantace bylo vytvotreni chiméry zarode¢né linie, diky které je teoreticky mozné
zkraceni reprodukéniho cyklu jesetera sibifského z 18-25 let na pouhych 5 let. Zaroven
snizime i nutnou velikost prostoru pro odchov. Jeseter maly, zde pouzity jako recipient,

totiz dorista mnohem mensSich velikosti (PSenicka a kol., 2015).

2.3 Kryoprezervace
Kryoprezervace je velmi vhodnym nastrojem pro uchovavani genetického materialu.
Zachovani genetickych zdroju se v soucasné dobé¢ stava velmi dulezité. Mnoho druhi ryb

je ohrozeno faktory vznikajicimi lidskou ¢innosti, jako nadmérnym rybolovem, nebo
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znecisténim a degradaci pfirozenych habitati (Flajshans, 2013; Okutsu a kol., 2006b).
Kryoprezervace naléza $iroké uplatnéni i v oblasti akvakultury (Tiersch a kol., 2007), kdy
se zamrazuji nejCasteji spermie riznych linii a plemen druhti ryb. Tyto spermie se posléze
rozmrazi a pouziji k oplodnéni jiker. Po dlouhou dobu byly spermie jediné bunky, které
se daly za ucelem reprodukce zmrazit. Existuje proto mnoho odbornych publikaci
popisujicich postup zmrazeni spermii u riznych druhti ryb (Babiak a kol., 1997; Linhart
a kol., 2000; Cabrita a kol., 2001; Berghmans a kol., 2004; Magnotti a kol., 2016;
Kutluyer a Kocabas, 2016). Nejsou to ale jen spermie, které se zamrazuji v tekutém
dusiku. Uz i u ryb existuji experimenty na zamrazovani oocytd v ranéjsim stadiu vyvoje
(Guan a kol., 2010), celych testes (Lee a kol., 2013), ale nové i embryi (Khosla a kol.,
2017; Magyary a kol., 1995). Je prokazano, ze buniky dokazi piezit zmrazeni v tekutém
dusiku po velmi dlouhou dobu, ovSem vzdy muze nastat riziko spojené jak se
zamrazovanim, tak s naslednym rozmrazovanim, kdy dochéazi k navraceni bunék do

puvodniho fyziologického stavu (Mazur, 1984).

Metody na zamrazovani oocytli a embryi se stale vyviji. Napiiklad oocyty ryb nejdou
uspesné zamrazovat kvuli své velikosti, kdy naptiklad jikra dania pruhovaného dosahuje
praméru 1 mm, coz je mnohonasobn¢ vice nez u oocytt saveu, u kterych je bézny pramer
oocytu pfiblizné 100 pm, zdroven propustnost membrany oocytu pro vodu
a kryoprotektanty je nizkd, diky ¢emuz nejde béhem zamrazovani minimalizovat riziko
vzniku ledovych krystalti (Reichel a kol., 2014). Dalsim problém je pak velky obsah
Zloutku, ktery také brani GspéSnému zamrazeni (Streit a kol., 2014). Pro lepsi vysledky
pfi zmrazovani oocytl je pouzivana metoda rychlého zamrazeni a ndsledného ohtivani a
rozmrazeni, neboli vitrifikace. Tuto metodu prvni popsali Rall a Fahy (1985). Tato
metoda vyfesila problém tykajici se vzniku ledovych krystalll v intracelularnim prostoru
zamrazovanych bunék. Na druhou stranu, pfi vitrifikaci je nutné pouziti kryoprotektanti

o vyssi koncentraci, coz mize zpusobit toxické poskozeni (Guan a kol., 2010).

U kryoprezervace embryi doslo v poslednich letech k mnoha pokrokim. V roce
2017 se tymu Khosla a kol. podafilo tispéSn€ zamrazit a nasledné i rozmrazit celé embryo
dania pruhovaného, které bylo po zamrazeni zivotaschopné. Pro rozmrazeni, které
embryo neporusilo, byly pouzity nanocastice zlata, které se diky absorpci laserového

zateni zahfaly a zptsobily tak rychlé a uspé$né rozmrazeni embrya (Khosla a kol., 2017).
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2.3.1 Kryoprotektanty

Kryoprotektanty jsou chemické latky, jejichz ukolem je chranit bunky proti
moznému poskozeni pii zamrazovani a rozmrazovani. Kryoprotektant pronikne do bun¢k
pies bunécnou membranu a nasledné reguluje osmotické prostiedi béhem zmrazovani,
zaroven zabranuje vytvareni ledovych krystali a pomaha snizovat zmény v objemu
bunky a pH (Berghmans a kol., 2004). V soucasné dobé lze pro kryoprezervaci
zarode¢nych bun¢k a gamet pouzit nékolik riznych kryoprotektantii délenych do dvou
typt. Kryoprotektanty které pronikaji membranou bunky, jako je naptiklad methanol
(MeOH), ethylen glycol (EG), propylen glycol (PG), dimethyl sulfoxid (Me>SO), nebo
glycerol (Gly) o riizné molarni koncentraci. Tyto zminéné kryoprotektanty zvysuji
viskozitu uvnitt bunky a zabrafiuji tak formovani ledovych krystalii z vody uvniti bunky.
Druhym typem jsou pak kryoprotektanty, které ptfes bunéénou membranu nepronikaji
a celou dobu ziistavaji vné buiiky. Tyto kryoprotektanty délime dale na osmoticky aktivni,
mezi néz patii napiiklad sukrdéza a trehaléza, nebo osmoticky inaktivni, jako je
maltodextrin a albumin. Tento typ kryoprotektantli funguje tak, Ze obklopenim bunky
zpusobuji jeji dehydrataci, zatimco zaroven zvySuji osmoalitu kryomédia (Lee
a Yoshizaki 2016; Palmer a kol., 1993; Sieme a kol., 2016). Vzdy je nutné pouzit
specifickou koncentraci kryoprotektantu, pouziti vétsi koncentrace totiz miize mit toxické
uc¢inky (Best, 2015; Muchlisin, 2005).

2.3.2 Kryoprezervace spermatogonii a oogonii

Pii kryoprezervaci spermatogonii/oogonii dochdzi k zamrazeni a naslednému
uchovani izolovanych testikularnich/ovaridlnich kmenovych bun€k v tekutém dusiku,
nebo rovnou zamrazovani celé testikuldrni/ovarialni tkdné€. Postup kryoprezervace
spermatogonii je vcelku snadny, nejdiive musi dojit k izolaci zdrode€nych kmenovych
bungk z tkan¢ (testes, ovaria) zvoleného donora. Izolaci zarode¢nych bunék, ktera probiha
za pouziti riznych technik, pfedchazi nutnd enzymaticka disociace odebrané tkan¢. Mimo
kryoprezervaci spermii (Berghmans a kol., 2004), samostatnych PGC (Kobayashi a kol.,
2007), nebo i celych testes (Lee a kol., 2013), je kryoprezervace spermatogonii a oogoniii
dal$im vhodnym zplsobem zachovani genetickych zdroji ryb. Diivodem je napiiklad
mnozstvi bunék, které jsme schopni z testes, nebo ovarii vyizolovat. Kryoprezervaci
spermatogonii/oogonii zaroven, diky jejich plasticité, zachovdvame paterndlni i
maternalni genetickou informaci, kterou miizeme snadno diky transplantaci pienést do

v

recipienta a nasledné ziskat potomstvo se znaky donora. Nejvyhodnéjsi je izolovat
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spermatogonie, stejn¢ jako oogonie, od juvenilnich jedinct, kde mame jistotu, ze jesté
nejsou zcela vyvinuté gamety. Ziskdvame tak izolaci velké mnozstvi zarode¢nych bunék

(Shang, 2013).

Kryoprezervaci spermatogonii provedl naptiklad v roce 2016 Marinovi¢ a kol., kteti
zamrazovali jak testikularni tkan, tak spermatogonie dvou druht ryb — lina obecného
(Tinca tinca) a karase zlat¢ho (Marinovi¢ a kol., 2016). Dale Lee a Yoshizaki (2016)
s kryoprezervaci spermatogonii u kriticky ohrozené¢ho lenoka sibifského. V neposledni
fad¢ i kryoprezervace izolovanych spermatogonii a oogonii u ohrozeného jesetera

sibifského (PSenicka a kol., 2016), nebo u lina obecného (Linhartova a kol.., 2014).

2.3.3 Prespektivy vyuziti kryoprezervace

V soucasné dobég, dochazi u mnoha druhti k rapidnim poklesim populaci, kdy
mnohdy hrozi az jejich uplné vyhynuti. Proto se nynéjsi akvakultura obraci k riznym
moznostem zachovani genetickych zdroja jak ohrozenych druhd ryb (PSenicka a kol.,
2016; Lee a Yoshizaki 2016), tak druhtt komer¢né dilezitych, naptiklad pstruha
duhového (Okutsu a kol., 2006a). Jednou z takovych moznosti a zaroven velmi vhodnou,
je kryoprezervace. Kryoprezervace nabizi mnoho vyhod. Jedna se o metodu zachovani
genetického zdroje ex situ, snizuji se tim padem naroky na prostor. Potieba jsou pouze
prostory pro zamrazené zdrodecné buiiky, spermie atd., navic touto metodou uchovavame
existujici alelickou diverzitu druhid na pozdé&jsi vyuziti. Vzorky totiz mizeme mit

uchovany v tekutém dusiku po dlouhou dobu (Hiemstra, Lende a Woelders, 2005).

JiZ nyni je jisté, Ze metoda kryoprezervace, tedy uchovani v tekutém dusiku po delsi
dobu, md mnoho positiv. Mizeme tak v genetickych bankach zachovavat nepieberné
mnozstvi dileZitych druhii, napfiklad pravé v podob& zamrazenych izolovanych
spermatogonii, které mizeme po snadném rozmrazeni transplantovat do zvoleného
recipienta a ziskat tak potomstvo S poZadovanymi znaky donora. Pokud zvolime
recipienta (ndhradniho rodice) vhodné€, mize dojit naptiklad i ke zkraceni reprodukéniho
cyklu, narokii na prostor, nebo i zvySeni poctu ziskanych gamet/potomku, naptiklad

pokud zvolime recipienta s vyssi plodnosti, nez ma donor (Lacerda a kol., 2013).
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3 Material a metodika

3.1 Ziskani testikularni tkané

Samci kapra obecného ve veéku 1 roku, vahy téla 128441 g (Ptiloha 1) byli chovani
Vv recirkula¢nim systému pfi stalé teploté 22 °C. Krmeni krmivem s nizkym obsahem tuku
probihalo jednou za den. Ryby byly pfedavkovany pouzitim 2-fenoxyethanolu, nasledné
byla oddé¢lena hlava a celé télo ryby bylo z diivodu zbaveni se baktérii omyto 70%
ethanolem. Po otevieni dutiny télni byly vyjmuty testes, které se nasledné promyly
Vv pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS). Z testes byly odstranény veskeré vétsi
krevni kapilary. Samotné testes byly rozsttihany na kousky, které byly véazeny na
analytickych vahach na hmotnost ptiblizné¢ 100 mg. Pfed vazenim byly kousky tkané
osuseny na papirovém ubrousku (Kimtech). Pfebyte¢na voda by totiz mohla pridavat na

vysledné hmotnosti.

Jedna ¢ast vzorku, pouzita jako kontrola, byla vlozena do 2 ml zkumavek a ihned co
nejvice rozstiithdna pomoci pruzinovych niizek, poté disociovana za pokojové teploty na
laboratorni tfepacce v L-15 médiu s piidanim 0,15% trypsinu, 0,05% DNasy a 0.05%
kolagenazy. B€hem disociace se suspenze kazdych 20 minut opatrné promichala pipetou.
Disociace byla ukon¢ena po 2 hodinach ptidanim 100 pl 100% FBS (fetal bovine serum)
a 400 pl L-15 média. Vzorky byly filtrovany pies CellTrisc® 30 um filtry (Sysmex) do
nové 2 ml zkumavky. Suspenze byla sto¢ena na centrifuze po dobu 10 minut, pfi rychlosti
400 g. Tekutina nad peletou (supernatant) byla oddélena a peleta Se jemnym pipetovanim
resuspendovala v 20 ul L-15 média. Suspenze bunék byla podle protokolu (Warren,
2001) smichana s 0,5% trypanovou modii, rozpusténou v PBS v poméru 1:1 a piiblizné
10 ul bylo napipetovano do Biirkerovi pocitaci komurky (Pfiloha 3). Pocet spermatogonii

byl pocitan pod mikroskopem s fazovym kontrastem pii zvétseni 40x, podle vzorce b =

n
cxv*h

* z, kde b je pocet bungk v 1 mm?, n celkovy podet spermatogonii, C podet &tvercii

(25), v plocha ¢tverce, h hloubka komurky, z pouzité fedéni suspense (Pfiloha 4).
Viabilita buné€k v oSetfenych skupiniach byla pocitdna jako procento zivych buné&k

odectené od celkového poctu buné€k (zivé + mrtvé) ve skupiné kontrolni.
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3.2. Kryoprezervace

3.2.1 Kryoprotektanty

Pro kryoprezervaci spermatogonii kapra bylo srovnano 6 druhti kryoprotektantt,
dimethylsulfoxid (Me2SO), ethylen glycol (EG), glycerol (Gly), Me>SO+Propylen
glycol, menthanol (MeOH) a 2-methoxyethanol (ME). Kazdé kryomédium bylo sloZeno
z 1,5M kryoprotektantu, 1,5% BSA (Bovine serum albumin), 25mM Hepes rozpusténého
v PBS a 0,1M glukoézy. Zvazené vzorky tkané o hmotnosti cca 100 g byly vlozeny do 2
ml kryozkumavek spolu s 1 ml kryomédia a nasledné stabilizovany (ekvilibrovany) po
dobu 15 minut na ledu, poté se zkumavky vlozily do CoolCell boxu (Biocision) a ulozily
do - 80 °C. Vzorky byly vyndany po 4 hodinach, zkumavky byly vlozeny do tekutého
dusiku a zde ponechany minimalné 7 dni. VVzorky byly rozmrazeny ponotenim do vodni
lazné o teploté 26 °C. Poté byla rozmrazend tkan promyta v PBS a nésledné
rehydratovana v L-15 médiu. Pro zjisténi Zivotaschopnosti rozmrazenych bunék se
opakoval postup stejny jako u kontrolni skupiny, viz vySe. Kryoprotektant
dimethylsulfoxid, ktery v pfedchozim testovani vysel nejlépe, byl pouzit v naslednych
experimentech tykajicich se vlivu koncentrace a rychlosti zamrazovani, hmotnosti tkdné

a druhu pfidaného cukru na Zivotaschopnost spermatogonii.

3.2.2 Koncentrace kryoprotektantu a rychlost zamrazovani

Dalsim krokem bylo stanovit vhodnou koncentraci  Kkryoprotektantu
dimethylsulfoxidu spolu s rychlosti zamrazovani. Testovalo se nékolik koncentraci (1;
1,5; 2; 2,5; 3M) a rychlosti zamrazovani (- 0,5; - 1; - 2,5; - 5; - 10 °C/min). Vzorky byly
zmrazovany do - 80 °C v programovatelném mrazaku Controlled Rate Freezer 14S (SY-
LAB) ve zminénych rychlostech. Po zamrazeni byly vzorky ulozeny do tekutého dusiku.
Pro experiment bylo pouZzito médium skladajici se z Me2SO o 2M koncentraci, 1,5%
BSA, 25mM Hepes rozpusténého v PBS a 0,1M glukozy.

3.2.3 Velikost tkan¢ a doba ekvilibrace
Kousky tkan¢ o hmotnosti 50, 100, 150 mg, vazené na analytickych vahach, byly
ekvilibrovany na ledu po dobu 15, nebo 30 minut, poté vlozeny do kryomédia

z ptedchoziho experimentu a zmrazeny v CoolCell boxu (Biocision).

3.2.4 Cukry
Ke kryomédiu obsahujicimu 2M Me»SO, 1,5% BSA, 25mM Hepes bylo pridavano

nekolik druhli cukri s cilem zjistit, jaky z nich je nejvhodné;jsi, co se zivotaschopnosti
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spermatogonii ty¢e. Pridavanymi cukry byly, glukoza, fruktéza, trehaloza a sukroza
v koncentraci 0,1M a 0,3M.

3.3. Transplantace

3.3.1 Priprava recipientd

Jedinci karase zlatého, ziskani od mistniho chovatele, byli injikovani
intraperitonealné kapii hypofyzou. U samct probéhla injikace jedenkrat a to v mnozstvi
1,5 mg kapii hypofyzy/kg. U samic probéhly dvé davky hypofyzy, ve 24 a 12 hodinach
pied planovanym odebiranim jiker. Nejprve se injikovala piipravna davka 0,5 mg kapii
hypofyzy/kg a po 12 hodinach se injikovalo 2,5 mg kapti hypofyzy/kg. Jikry byly ziskany
masazi bfisni dutiny a po odebrani ulozeny v chladu. Jikry od tii jikernacek byly
smichany a oplozeny spermatem smichanym od 5 samci. Embrya nebyla
dechorionovana, nechala se piilepena na petriho misce a uloZila se do inkubatoru pii
teplot¢ 23 °C. Injikace embryi 50mM roztokem antisense dead end morpholino o
komplementarni sekvenci CATCACAGGTGGACAGCGGCATGGA (GeneTools),
probihala ve stadiu dvou bunék pod blastodisk (Goto a kol., 2012). Injikace byla
provadéna za pouziti mikromanipulatoru M-152 (Narishige) a mikroinjektoru CellTram
Vario (Eppendorf) pod béznym stereomikroskopem (Pfiloha 6). Voda byla ménéna
pravideln¢ kazdy den az do vykuleni. Vykulend a jiz rozplavana embrya byla krmena

naupliemi zabronozky solné ad libitum.

3.3.2 Transplantace

Transplantace izolovanych spermatogonii kapra obecného byla u embryi karase
zlatého provedena 11 dni po oplozeni. Suspenze bunék pro transplantaci byla pfipravena
ze zmrazené a nezmrazené testikularni tkan€ (Pfiloha 2). Obé& suspenze bunck byly
purifikovany za pouziti 30% Percoll gradientu (Psenicka a kol., 2015). Larvy byly
anestezovany 0,05% roztokem MS222. Nasledné byly larvy injikovany bunécnou
suspenzi do peritonealni dutiny pomoci sklenéné kapilary, mikromanipulatoru M-152
(Narishige), mikroinjektoru FemtoJet® (Eppendorf) a stereomikroskopu (Ptiloha 7).
Odhadovany pocet transplantovanych bunék byl 5000 kusti bunék na jednu larvu. Po
transplantaci byly larvy pfemistény do €isté vody a zde ponechany pro zotaveni. Nasledné
krmeny po pfiblizn€ 2 tydny naupliemi zabronozky solné. Chiméry zarodecné linie pak

byly pfemistény do akvarii a zacaly se krmit granulovanym krmivem (Scarlet, Coppens).
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Jako prevence proti moznému zvratu pohlavi zapficinéného teplotou, byla teplota vody

v nadrzich drZzena na 25 °C po dobu 1 mésice od oplozeni (Goto a kol., 2006).

3.3.3 Identifikace chimér zarodecné linie

40 jedincti (stafi 2 mésice, télesné vahy 5,64+2,3 g) z kazdé skupiny, bylo nejprve
usmrceno pouzitim koncentrované¢ho roztoku Tricainu a poté vypitvano. Gonada byla
opatrn¢ vyjmuta, rozstiihana na 3 casti a uchovana oddélené ve stabiliza¢nim roztoku
RNA later pro pozdé¢jsi RNA izolaci. RNA byla izolovana pouzitim TRIzol ¢inidla
(Invitrogene) podle protokolu vyrobce. Vyizolovana RNA byla pfepsana na cDNA
pomoci Transkriptor High Fidelity cDNA Synthesis kitu (Roche). Specifické primery
daného druhu pro RT PCR byly nadesignované na vasa gen (specificky exprimovany
v zarode¢nych bunkach) z publikovanych genomovych sekvenci pomoci prime3plus.
Primer pro karase zlatého forward 5°- CGGCTAGCCTGAGAGATGAG, reverse primer
5’- GATCTCGATAACCCCGTTCA. Pro kapra -  forward primer
CGGCCGGCCGGAGAGATGAG a reverse primer GATCTGGATAACCCCATACA.
Ziedéni primert bylo provedeno podle instrukei vyrobce. Reakéni roztok pro PCR
obsahoval 1 pl templatu cDNA, 0.5 ul forward and 0.5 pl reverse primer, 5 ul PPP Master
Mix (Top-Bio) a 3 ul PCR H20. Reakéni podminky se sestavaly z 35 cyklu pii 94 °C a
30s, 58 °C pti 30 s a 72 °C pfti 30 s. Produkty byly analyzovany na 2% agarosovém gelu

pro elektoforézu na UV iluminétoru.

3.4 Statistické vyhodnoceni dat

Pro snazsi vyjadieni vysledki bylo preziti bunék (zkoumané vzdy v triplikatech)
pfevedeno na procenta. Na data byla aplikovana arcisinovéa transformace z divodi
zajiSténi normality dat. Normalita a homoskedasticita dat byla provéfena Shapiro-
Wilkovo testem a Leveneovym testem pii hladiné vyznamnosti p < 0.05. Data byla
testovana analyzou variance (dle typu vstupnich dat byla uzita jednocestna, ¢i dvoucestna
anova) ke zjisténi signifikance jednotlivych faktorli v navrzeném modelu s hladinou
vyznamnosti p < 0.05. Nasledoval Tukeyho test k porovnani jednotlivych urovni kazdého
faktoru ¢i jejich interakci v piipad€ dvoucestné anovy. Analyza byla provedena v

programu R verze 3.4.2.
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4  Vysledky

Preziti bun¢k v riznych kryoprotektantech bylo relativné nizké (0,3 — 8,3 % ve
srovnani s kontrolni skupinou), nejvyssi pieziti (prumér tfech opakovani 8,3 %), ve
srovnani s kontrolni skupinou, vykazovalo pouziti kryoprotektantu dimethylsulfoxidu
Me,SO (graf 1). V porovnani s ostatnimi kryoprotektanty byl zjistén pouze u Me2SO
statisticky prikazny rozdil (Tukey-ho HSD test, p < 0,05).
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Graf 1: Srovndni riznych pouzivanych kryoprotektantii a jejich viliv na Zivotaschopnost
spermatogonii (%) vici kontrolni skupiné; odliSnd pismena znaci statisticky rozdil mezi

skupinami

Nasledovalo testovani kryoprotektantu dimethylsulfoxidu (Me2SO) o rlznych
koncentracich (1M, 1,5M, 2M, 2,5M a 3M) spolu s rozdilnymi rychlostmi zamrazovani
(- 0,5 az - 10 °C/min). Kombinace téchto koncentraci a rychlosti zamrazovani ukazaly
rozdily vlivu na Zivotaschopnost spermatogonii mezi nékolika skupinami (Tukey-ho
HSD test, p <0,05). Zivotaschopnost vysii jak 20 % prokazala pouze kombinace 2 a 2,5M
koncentrace spolu s rychlosti zamrazovani - 1 °C/min. Pouziti pomalejsi rychlosti
zamrazovani vzdy vykazovalo vysS$i pieziti spermatogonii, ve srovnani s rychlejSim
zamrazovanim. Odolnost spermatogonii vii¢i rychlej§imu zamrazovéani se zvySovala

spolu s koncentraci Me2SO (graf 2).
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Graf 2: Porovndani viivu riznych koncentraci a rychlosti zamrazovani kryoprotektantu Me>SO na zivotaschopnost spermatogonii; odlisna pismena

zndzornuji statistickou odlisnost mezi jednotlivymi skupinami
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Dalsi ¢asti experimentu bylo porovnavani vlivu hmotnosti zamrazované testikularni
tkané izolované z jedincti kapra obecného, spolu s riznou dobou ekvilibrace, na preziti
spermatogonii. V testovani odlisSnych kombinaci vyslo nejlépe pouziti 100mg tkan¢ spolu
s dobou ekvilibrace 30 min, pii kterém bylo pteziti spermatogonii 28,5 %. U dat ovSem,
stejné¢ jako v pfedchozim experimentu, nebyl zjistén statisticky prikazny rozdil

(dvoucestna A-nova, p > 0,05) (graf 3).
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Graf 3: Testovdni viivu hmotnosti (mg) tkané pro zamrazeni spolu s dobou ekvilibrace

(15/30 min) na Zivotaschopnost spermatogonii
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Posledni ¢asti experimentu bylo porovnani vlivu pfidanych cukri o rizné
koncentraci do kryomédia obsahujici 2,5M Me2SO. Byly srovnany ¢tyfi druhy cukr.
Nejvyssi preziti spermatogonii (40,7 %) vykazovalo piidani 0,3M glukozy, ovsem
vysledek neni statisticky rozdilny vii¢i ostatnim cukrim a jejich koncentracim

(dvoucestna Anova, p > 0,05) (graf 4).
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Graf 4: Porovnani vlivu pridanych cukrii o rizné koncentraci na Zivotaschopnost

spermatogonii viici skupiné kontrolni

Po experimentu, tykajiciho se kryoprezervace spermatogonii kapra obecného, byly
kryoprezervované spermatogonie rozmrazeny a nasledné transplantovany do sterilnich
larev karase zlatého. Recipienti byli sterilizovani injikaci dnd MO. Po disekci
nevykazovali sterilni jedinci vyvinuté gonady (obr. 6). VSechny vzorky z gonad sterilnich
jedinci byly negativni na pfitomnost vasa primert karase. Potvrzeni Uspé&Snosti
transplantace spermatogonii kapra do nahradnich rodi¢t bylo stanoveno na zakladé
disekce gonad. Pokud byly v recipientech vyvinuty gonady, byla ze vzorku téchto gonad
provedena RT-PCR s druhové specifickym primerem pro vasa gen kapra. U ryb, u kterych
byla provedena transplantace kryoprezervovanych spermatogonii, mélo viditelné

vyvinuté gonady 17 ze 40 jedincii. Kapii vasa RNA byla detekovana u vSech pozitivnich
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vzorkd. U jedinct, kteti podstoupili transplantaci cestve izolovanych spermatogonii (bez
kryoprezervace), mélo viditelné vyvinuté gonady 21 ze 40 ryb (tab. 2). U vSech byla
taktéz detekovana kapii RNA. Z vysledki kryoprezervace a transplantace tedy Ize vycist,
ze u kapra obecného je mozné uspéSné zamrazovat a nasledn¢ transplantovat rozmrazené

spermatogonie.

Tabulka 2: Uspésnost transplantace spermatogonii (kryoprezervované/cerstvé) viici

kontrolni skupine

Positivni na kapfi Positivni na
Skupina Vyvinuté gonady | Testes / ovaria vasa RT-PCR karasi vasa RT-
PCR
Kontrola 40/40 17/26 0 40
Transplantace
kryoprezervovanych 17140 10/7 17 0
spermatogonii
. Transplantace Cerstvé ) 21/40 1417 13 0
izolovanych spermatogonii
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Obrazek 6: Ventralni pohled na brisni dutinu (4-D); (A) Kontrola s vyjmutymi ovarii — 0znaceny bilou prerusovanou ¢arou); (B) nevyvinuté gonddy jedince

po sterilizaci metodou injekce dnd MO; oznaceny Sipkami (C) testes jedince po uspésné transplantaci spermatogonii; oznaceny Sipkami (D) jedno vyvinuté
ovarium jedince po transplantaci kKryoprezervovanych spermatogonii -— 0znaceno bilou prerusovanou ¢arou
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5 Diskuse

U ryb je kryoprezervace a transplantace zarodecnych bun¢k vhodnou metodou pro
zachovani at’ uz ohrozenych, nebo komercné diilezitych druht (Flajshans, 2013). V této
diplomové praci byla uspéSné realizovana metoda Kkryoprezervace a nasledné
transplantace zarode¢nych bunék, konkrétné spermatogonii, u kapra obecného do
zvoleného recipienta karase zlat¢ho. Cilem prvniho experimentu bylo zjistit nejvhodné;jsi
kryoprotektant, ktery bude nasledné pouzit do kryomédia pro zamrazovani testikularni
tkan¢€ obsahujici spermatogonie. Bylo testovano celkem Sest rozdilnych kryoprotektanti,
které jsou bézné¢ pouzivany v obdobnych studiich tykajicich se kryoprezervace
zarode¢nych bunék (Higaki a kol., 2010a; Higaki a kol., 2010b; Lee a kol., 2013;
Marinovi¢ a kol., 2016). Dimethylsulfoxid vySel v experimentu jako jediny statisticky
odlisny a mizeme ho tedy povazovat za nejvhodnéjsi pro pouziti do kryomédia pro
zamrazovani spermatogonii kapra obecného. Tento vysledek koreluje s vysledky
kryoprezervace u lina obecného (Linhartova a kol., 2014), lenoka sibifského (Lee and
Yoshizaki, 2016), nebo pstruha duhového (Lee a kol., 2013). To ovSem neznamena, Ze
ostatni kryoprotektanty nemtzou byt vhodnéjsi u jinych druhii ryb, napiiklad pro
kryoprezervaci zarode¢nych bunék jesetera sibifského je nejvhodnéjsim kryoprotektivem
ethylen glykol (Psenicka a kol., 2016), u lina obecného pak glycerol (Linhartova a kol.,
2014). Mira pieziti spermatogonii pti pouzivani nejvhodnéji zvoleného kryoprotektantu
se také 1i$i druh od druhu. Stejnych vysledkd, jako v ptipadé této prace, dosahl i Lee
a kol. u pstruha duhového (Lee a kol., 2013), na druhou stranu positivnéjsich vysledku,
v podobé 70% Zivotaschopnosti bunék, bylo dosahnuto ve studii s jeseterem sibifskym
(Psenicka a kol., 2016). Citlivost na kryoprotektanty se tak ocividné lisi mezi
jednotlivymi druhy, je proto nutné vytvafet protokoly pro zamrazovani vzdy pro

konkrétni druh.

Studie od Marinovi¢ a kol. (2016) a PSenicky a kol. (2016) srovnavaly mozny vliv
zamrazovani izolovanych bunék na jejich pteziti. O néco lepsi se jevi postup, kdy je
zamrazovana celd tkan, nez samostatné izolované buniky. Stejné vysledky se daji o¢ekavat
1 pro ostatni druhy ryb. Kryoprezervace celé tkdn¢€ gonad je vyhodnéjsi proto, Ze u této
tkan¢ muzeme provést disociaci, nasledné ji inkubovat v kryoprotektantu, zamrazit

v —80 °C a poté po 2-3 hodinach pomalého zamrazovani (- 1°C/min) uchovavat v tekutém
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dusiku. Postup kryoprezervace izolovanych bun¢k obvykle trva minimalné o 3 hodiny

déle, z ditvodu nutného pouziti enzymu, filtrace a centrifugace.

Dalsim dilezitym faktorem bylo stanovit vhodnou koncentraci Me2SO. Testovano
bylo celkem pét riznych koncentraci tohoto kryoprotektantu. Mensi a vyssi koncentrace
vykazovaly trend niz§iho pteziti. Stejny trend popsal i Lee a kol., u pstruha duhového,
kde sniZeni koncentrace na 0,3M zpusobilo az 3x snizenou zivotaschopnost bunék (Lee
a kol., 2013). Nejlepsi vysledky pak vykazovalo pouziti kryoprotektantu o koncentraci
2M spolu s rychlosti zamrazovani -1 °C/min. Stejny ptipad, kdy vyssi koncentrace
vykazuje vys$i preziti, popsal Marinovi¢ a kol. (2016). Tyto vysledky jsou dikazem
citlivost spermatagonii na odliSné koncentrace. Naskytuje se tak mnoho moznosti pro
budouci optimalizace protokolt kryoprezervace. Me>SO v 3M koncentraci vykazovalo
niz8i preziti nez koncentrace 2M a 2,5M, ale stile ne nejhorsi. Zajimavé je, ze vyssi
koncentrace (3M) Me2SO jedina prokazovala stejné vysledky, co se Zivotaschopnosti
spermatogonii tyce, pii vyssich rychlostech zamrazovani a to, i pii zamrazovaci rychlosti

- 10 °C/min.

Dale se testovalo nékolik rychlosti zamrazovani za pouziti specidlniho mrazaku.
Nakonec v testu vyslo nejlépe zamrazovani rychlosti - 1 °C/min. Divodem muze byt
velikost bun¢k, kde plati, ze vétsi bunky potiebuji pomalejsi zamrazovani, protoze
dochazi kuniku vody zbunck. Nejvyssi zivotaschopnost byla dosazena pfi
nejpomalejSim zamrazovani (0,5 — 1 °C/min). Tato rychlost zamrazovani se navic
osv&dcila 1 z toho divodu, Ze 1ze pro zamrazovani pouZzit pouze specialni zmrazovaci
boxy (CoolCell box) sdanou rychlosti zamrazovani, ktera je pro tyto boxy pravé
- 1 °C/min pfi vlozeni do — 80 °C mrazaku. Po uplném dosazeni teploty - 80 °C, coz trva
piiblizné€ 3 hodiny, pak musi byt vzorky pfemistény do tekutého dusiku, kde mohou byt

uchovany, pravdépodobné v fadu let bez ztraty Zivotaschopnosti (Lee a Yoshizaki, 2016).

Vhodna velikost zamrazované tkané byla testovana, hlavné z praktického divodu, na
100 mg. Zmensime tim naroky na prostor pro ulozeni vzorki v tekutém dusiku a Setiime
i material. Mezi dvéma testovanymi velikostmi (50, 100, 150 mg) nebyly zjistény vyrazné
rozdily v pteziti. Stejné je tomu tak u doby ekvilibrace, neboli inkuba¢niho ¢asu. Soucasti
experimentu bylo 1 porovnani vlivu pfidanych cukri o rlizné koncentraci na pteziti bunék.
Stejné jako u velikosti tkan¢ ani cukry nevykazovaly statistické rozdily, nejde tedy fici,
ze by jeden cukr byl pro kryomédium nejvhodnéjsi. OvSem z praktického hlediska
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budeme spiSe volit glukézu, kterd ma v ptipadé tohoto testovani nejlepsi vysledky pieziti
kryoprezervovanych bun¢k a zaroven disponuje nizsi cenou, nez napiiklad trehaloza,
ktera je sice v oblasti kryoprezervace velmi pouzivanym cukrem (Dash a kol., 2008; Pan

a kol., 2010), ale nevyhodou je pravé jeji vyssi prodejni cena.

Druha ¢ast prace byla zamétena na transplantaci spermatogonii do larev ndhradnich
rodi¢i, v tomto piipadé do larev karase zlatého. Hlavni vyhodou této ndhradni reprodukce
je, ze si muzeme zvolit nejvyhodnéjsiho recipienta. V tomto piipadé karase zlatého, ktery
je, oproti kapru obecnému, mensiho vzrustu, tim padem snizuje naroky na prostor pro
odchov, soucasné ma obdobnou reprodukéni charakteristiku (Brzuska, 2014)
a Vv neposledni fad¢ je karas zlaty odolny vuéi koi herpes viru (Sadler a kol., 2008).
Néhradni rodice, nesouci zarode¢né bunky kapra, tak nebudou timto virem ohroZeni.
V jinych studiich se ovlivnéni mtze tykat napiiklad zkraceni reproduk¢ni doby (Takeuchi
a kol., 2004; Yamaha a kol., 2007; PSenicka a kol., 2015).

Sterilita recipient byla jednim z hlavnich faktori pro uspéSnou transplantaci.
Vysledky sterilizace po injikaci dnd MO jsou stejné, jako uvedl ve své studii Goto a kol.
(2012). Transplantované zarodeéné bunky kolonizovaly zarode¢nou ryhu a zacaly
gametogenezi celkem u 42,5 % (kryoprezervované spermatogonie) a 52,5 % (Cerstvé
spermatogonie) recipientl karase. Tyto vysledky koreluji s vysledky studie z roku 2017
(Seki a kol., 2017), kde se ovSem autor zabyval jinym druhem, konkrétné medakou

japonskou, nelze proto vylouc¢it mozné mezidruhové odlisnosti.

Pfi nasledné disekci gonad u transplantovanych skupin byla ¢asto pozorovana jen
jedna vyvinuta gonada, divodem muiZze byt metoda transplantace, kdy se spermatogonie
transplantuji do peritoneélni dutiny pouze z jedné strany, nemusi tedy dojit ke kolonizaci

obou mist budoucich gonad.

Pro identifikaci chimér zarode¢né linie se sledovala pfitomnost RNA kapra. Jako
marker pro RT PCR byl pouzit gen vasa. Stejné jako napfiklad ve studii, také zaméfené
na karase zlatého, Goto a kol. (2012). Zjisténi piitomnosti RNA kapra pomoci RT PCR
potvrdilo, Ze po transplantaci spermatogonii probiha v recipientech exprese vasa genu
kapra. Klasické PCR by nam sice také potvrdilo pfitomnost kapiich bunék, ovsem ne jen
zarodec¢nych, ale jakychkoliv. Po disekci gonad byly pozorovany jak testes, tak ovaria, to
znamend, ze diky transplantaci spermatogonii od samce, muzeme teoreticky ziskat

zivotaschopné potomstvo, které se bude skladat jak ze samcti, tak ze samic. To prokazuje
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sexudlni plasticitu spermatogonidlnich/ovaridlnich kmenovych bun¢k popsanou jiz
v n¢kolika studiich (Lee a kol., 2013; Yoshizaki a kol., 2010). V této praci bylo
zastoupeni mirné vysSi pro samce, mizZeme ztoho odvodit, ze pii transplantaci

spermatogonii, se spermatogonie spise drzi jejich piivodniho sexualniho urceni.

Tato prace pfinasi protokol pro kryoprezervaci kapfich spermatogonii diky
pomalému zamrazovani a nasledné vyuziti metody nahradnich rodi¢t, kdy pomoci
recipientil karase zlatého dochdzi k vytvotfeni chimér zarodecné linie, nesoucich
zarodecné builky kapra obecného. Vyslednd Zivotaschopnost kryoprezervovanych
spermatogonii byla docilena vytvofenim vhodného kryomédia skladajiciho se z 2,5M
dimethylsulfoxidu, rychlosti zamrazovani -1°C/min, velikosti vzorku 100 mg, inkuba¢ni
¢asu, pfidaného cukru 0,3M glukdzy, 1,5% BSA a 25nM Hepes rozpusténé¢ho v PBS.
Zaroven bylo prokazano, Ze neni nutné pouzivat nakladné pfistroje s programovatelnou
rychlosti mrazeni, ale postaci box s deklarovanou zmrazovaci rychlosti, ktery se tak stava
vhodnou alternativou pro pomalé zamrazovani spermatogonialnich kmenovych bunék.
Rozmrazené kryoprezervované spermatogonie byly transplantovany do recipientd,
u kterych byla nasledné ve véku 3 mésict provedena disekce. Vysledky tohoto protokolu
poskytuji novou metodu pro chovné programy kapra za pouziti kryoprezervace

spermatogonii, spolu s naslednou obnovou reprodukce pomoci nahradnich rodict.
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6 Zavér

Tato prace nabizi optimalni protokol pro kryoprezervaci kapfich samcich
zarode¢nych bun¢k — spermatogonii, za pomoci pomalého zmrazovani spolu s naslednym
obnovenim metodou nahradnich rodiéti v podob& karase zlatého. Zivotaschopnost
kryoprezervovanych spermatogonii byla zvySena na vice jak 40% diky faktorim jako
spravny vybér vhodného kryoprotektantu, zvoleni vhodné rychlosti zmrazovani, velikost
tkan¢ pro zamrazovani, inkubac¢ni ¢as a také ptidani cukru o dané koncentraci. Velmi
dalezité je, ze tato prace dokazuje, Ze kryoprezervace spermatogonii mize byt snadno
aplikovana i bez nutnosti vyuziti specializovanych a nakladnych mrazaki a ptistroji, ale
ze pro pomalé zamrazovani staci zmrazovaci boxy s deklarovanou rychlosti zmrazovani
- 1 °C/min pii vlozeni do - 80 °C mrazaku.

Uspé&snost transplantace byla hodnocena 3 mésice po transplantaci. Transplantované
spermatogonie se dokazaly vyvinout jak v ovaria, tak v testes. Vysledky mohou
poskytovat alternativni pfistup v chovnych programech pro kryoprezervaci samcich
zarode¢nych bun€k spolu s karasem zlatym, jako vhodnym recipientem. Budouci studie
se bude tykat optimalizace ndhradni reprodukce a reprodukénich charakteristik karase
zlatého, stejn¢ tak, jako kryoprezervace samicich zarodecnych bunck, coz miize byt
dilezité, protoze je to pravdépodobné jedina moznost, jak Gspésné zachovavat maternalni

genetickou informaci.
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8 Prilohy

Priloha 1: Donor spermatogonii kapr obecny (I rok stary, vaha 128+41g), pred disekci
gonad (bila sipka)

Priloha 2: Izolované testes kapra Priloha 3: Biirkerova komiirka pro

obecného pocitani Zivych/mrtvych bunék
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Priloha 4: Snimek suspenze bunék pouzité k transplantaci (spermatogonie — oznaceny bilou
Sipkou, mensi spermatocyty a nejmensi spermatidy) ztestes kapra obecného; obarvené

Trypanovou modri; pri zvétseni 40x
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Priloha 5: Schéma izolace a transplantace spermatogonii u ryb. Prvné dojde k vyjmuti testes
Z donora, testes jsou nasledné rozstrihany na malé casti, které jsou za pomoci enzymii disociovany. Po
disociaci se suspenze bunék filtruje a poté sortuje. Sortovani spermatogonii je mozné nekolika zpiisoby —
FACS pritokovou cytometrii, Percoll gradientem, nebo diky magneticky aktivovanému tridéni bunék

(MACS); prevzato a upraveno podle Robles a kol., (2017)

Priloha 6: Injikace embryt karase zlatého pomoci dnd MO pro zajisténi sterilizace
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Priloha 7: Transplantace spermatogonii kapra obecného do sterilnich larev karase zlatého
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9 Abstrakt

Kryoprezervace a transplantace spermatogonii kapra obecného

Kryoprezervace a transplantace zarode¢nych bun€k u ryb poskytuje vhodny néstroj
pro zachovani genetické informace. Metodou néhradnich rodict 1ze ziskat potomstvo se
znaky zvoleného donora, v tomto ptipadé¢ komercné dulezitého, kapra obecného. Pro
uspésnou kryoprezervaci zarode¢nych bun¢k ryb ale musi byt stanoveny vhodny protokol
individualné pro kazdy druh. V piipad¢ této prace se testovalo nékolik kryoprotektanti.
U nejlepsiho z nich, Me2SO, co se Zivotaschopnosti spermatogonii tyce, se testovaly jeho
ruzné koncentrace v zavislosti na rychlosti zamrazovani. Dale nasledovalo testovani vlivu
velikosti zamrazované tkané, inkubacniho ¢asu a ptidaného cukru. Vysledkem testovani
bylo kryomédium sestavajici se z 2,5M dimethylsulfoxidu, ptfidané¢ho cukru 0,3M
glukozy, 1,5% BSA a 25nM Hepes rozpusténého v PBS. Jako nejvhodnéjsi byla
stanovena velikost zamrazované tkané 100 mg, inkubaéni ¢as 30 min a rychlost
zamrazovani -1 °C/min. Tento vysledek zajiStuje nejvyS$i miru preziti
kryoprezervovanych spermatogonii kapra obecného a nabizi optimalni podminky pro
jejich zamrazovani. Druhou c¢asti prace bylo ovéfeni uspéSnosti transplantace
kryoprezervovanych a i ¢erstvych spermatogonii do vhodné zvoleného recipienta, jimz je
karas zlaty, ktery s kaprem obecnym sdili obdobné reprodukéni charakteristiky, ale
zaroven nabizi i sniZzeni narokd na prostor, nebo odolnost vuci koi-herpes viru.
Transplantované zarodecné builkky kolonizovaly zarode¢nou ryhu a spustily
gametogenezi celkem u 42,5 % (kryoprezervované spermatogonie) a 52,5 % (Cerstvé
spermatogonie) recipienti karase zlatého, coz prokazalo, Ze transplantace
kryoprezervovanych spermatogonii kapra obecného, do recipienta karase zlatého, je

uspésné realizovatelna.

Klicova slova: zarodecné buiiky, transplantace, kryokoprezervace, spermatogonie,

kapr obecny, recipient, donor
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10 Abstract

Cryopreservation and transplantation of common carp spermatogonia

Cryopreservation and transplantation of germ cells in fish provides a suitable tool
for preserving genetic information. By method of surrogate reproduction, the offspring
with characters of the chosen donor can be obtained. In this case of our commercially
important species common carp. However, for the successful cryopreservation of the
germ cells, a suitable protocol for each species must be established. Several
cryoprotectants were tested. The best of them, Me,SO, regarding the viability of
spermatogonia, was tested for its different concentrations depending also on the rate of
freezing. Further testing, related to the effect of tissue size, incubation time and added
sugar, was performed. The result of the assay identified best cryomedium composed of
2.5M dimethylsulfoxide, added sugar of 0.3M glucose, 1.5% BSA and 25nM Hepes
dissolved in PBS. The most suitable size of tissue was 100 mg, incubation time was 30
min and coolig rate was -1 © C/min. This protocol ensures the highest viability rate of
cryopreserved spermatogonia of common carp. The second part of the work was to verify
the success of the transplantation of cryopreserved and fresh spermatogonia into a
suitably chosen recipient, the goldfish, which shares similar reproductive characteristics
with carp, but also offers reduction of space requirements or resistance to koi-herpes
virus. The transplanted germ cells colonized the germ line and started gametogenesis in
42.5% (cryopreserved spermatogonia) and 52.5% (fresh spermatogonia) goldfish
recipients, which demonstrated that the transplantation of cryopreserved spermatogonia

of common carp can be successfully achieved.

Key words: germ cells, transplantation, cryopreservation, spermatogonia,

common carp, recipient, donor
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