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1. UVOD

Béhem poslednich desetileti se vyrazn¢ zvysila produkce hospodarskych zvirat.
S vyvojem reprodukcnich biotechnologii, modernich Slechtitelskych postupti a chovem
vysokouzitkovych populaci je spojena =ztrata genetické diverzity u vétSiny druht
hospodartskych zvitat, a to jak mezi plemeny ¢i liniemi, tak uvniti nich. Pivodni plemena jsou
Casto nahrazovana globalné pouzivanymi vysoce produktivnimi hybridnimi liniemi. Plemena
s niz8i uzitkovosti jsou ¢asto chovana pouze lokalné a v malych populacich. V dusledku malé
chovné zaklady trpi tato plemena inbreedingem, dédicnymi chorobami, malformacemi ¢i
dysfunkcemi a klesé geneticka diverzita. Ta mlize byt velmi nizkd i u komercné chovanych
plemen ¢i linii, ackoli jsou zastoupena v obrovskych poétech. Ovsem k reprodukci je mnohdy
pouzivano jen né€kolik méalo samct (Woelders et al., 2006).

Odvétvi chovu dribeze je nejrychleji se rozvijejici ze vSech odvétvich chovu
hospodatskych zvifat. Rozvoj ve Slechténi, krmeni a ustdjeni umoznil narust v produkci a
uzitkovosti (Hoffmann, 2009). Neustald selekce na znaky masné uzitkovosti u vétSiny druhti
dribeze vede ke snizeni uclinnosti pfirozeného pateni, K poklesu kvality spermii a
reprodukéniho potencialu (Lukaszwicz et Kruszynski, 2003). Geneticka diverzita v chovech
driibeze rapidné klesa kvuli rychlému ubytku mnoha malych populaci a vysoké specifité
vyslechténych komercnich linii (Blesbois, 2007).

V soucasné dobé je 13 % ptacich druhti ohrozeno vyhubenim (IUCN, 2014). Pro
zachranu ohrozenych druhd a udrzeni genetické variability se nabizi dva zakladni pfistupy.
Prvnim z nich je uchovani in situ, tedy v prvni fadé ochrana zivotniho prostiedi, dale chov
pivodnich plemen dribeZe ¢i vzacnych druhl ptaki v zajeti s cilem jejich reintrodukce zpét
do pfirody. OvSem dlouhotrvajici izolace malych populaci, nepfirozené podminky nebo
nekompatibilita pard muze zplsobit sniZeni variability a heterozygotnosti. Vzdalenost mezi
jednotlivymi zadchovnymi centry znesnadnuje vyménu zvifat. Alternativou je uchovani
genetické variability ex situ. Pro tyto ucely jsou zakladany genové banky, které umoziuji
nejen uchovani vzorkll pro pfipad néjaké neocekavané udalosti, jako byla naptiklad epidemie
ptac¢i chiipky, ale i vyménu vzorkli mezi jednotlivymi centry. Vymeéna a transport
zamrazenych vzorkl nejsou tak naro¢né jako vymeéna a transport zvifat, odpadad stresovani
zvitat a pfedchazi se moznym rizikiim pfi pfenosu nemoci (Jalme et al., 2003).

Pro ex situ uchovani genovych zdroju existuje v soucasnosti nékolik moznosti.
Vsechny vyuzivaji metodu kryokonzervace, tedy uchovani bun¢k ¢i tkani pfi velmi nizkych

teplotach. Nejcastéji se pouziva kryokonzervace ejakulatu. Ac¢koli spermie piezivaji in vivo



Vv téle samice nékolik dni az tydnh (Benesova et Trefil, 2012 — ptiloha 4), uchovéavani spermii
in vitro pfi teplotich nad 0°C je omezeno. Spermie kohoutl si vtomto stavu udrzuji
schopnost oplodnit vajicko asi 60 minut, pii pouziti fedidel 24-48 hodin, ovSem s kazdou
hodinou klesa kvalita ejakulatu, zejména pocet motilnich a mobilnich spermii.
Kryokonzervace ejakulatu v tekutém dusiku umoziiuje uchovat oplozenischopnost spermii
prakticky po neomezen¢ dlouhou dobu. Pies intenzivni snahu vyvinout U¢inné postupy pro
mrazeni ptac¢ich spermii, uspokojivych vysledki bylo dosazeno teprve koncem 20. stoleti,
zejména u kohoutti (Tselutin et al., 1999, Chalah et al., 1999). Avsak ty samé postupy
aplikované na jinych druzich nebo i jinych plemenech mnohdy selhdvaji nebo jsou jen velmi
malo u¢inné. Uspéch kryokonzervace ptatich spermii je velmi variabilni a zavisi na mnoha
faktorech, jako na druhu, pfisluSnosti k plemeni nebo specifité linii i na konkrétnich jedincich
v hejnu (Blanco et al., 2000; Massip et al., 2004; Fulton, 2006; Long, 2006; Blesbois et al.,
2007). Podrobné se kryokonzervaci ejakulatu zabyva prace BeneSova et Trefil (2014) —
ptiloha 2.

Dal$i moznosti zahrnuji dlouhodobé uchovani oocytii nebo embryi. Na rozdil od savcii
je u ptakua pouziti téchto metod limitovano velikosti oocytll, vysokym obsahem lipidi (Massip
et al., 2004; Hiemstra et al., 2005) a nesnadnym pfistupem k zygoté¢ a oocytim (Sang, 2004).
Alternativou je dlouhodobé uchovavani embryonalnich bun€k — blastodermalnich bun¢k nebo
primordidlnich zdrodec¢nych bunék (Naito et al., 1994; Kino et al., 1997; Tajima et al., 1998).
Tyto postupy nejsou ale dosud dostate¢né ucinné a pro ucely zachovnych programi jsou pfili§
nakladné (Petitte, 2006; Blesbois et Brillard, 2007).

Resenim mize byt kryokonzervace saméich spermatogonidlnich bunék a jejich
nasledna autologni, homologni nebo heterologni transplantace. Narozdil od dlouhodobého
uchovavani spermii, kterému se védci intenzivné vénuji jiz nekolik desetileti,
spermatogonidlni buniky a zejména jejich dlouhodobé uchovavani je pomérné€ novou, nicméné

slibnou strategii pro uchovani genovych zdroja.



2. PREHLED O SOUCASNEM STAVU POZNANI

2.1 Testikularni bunky ptaku

Testikularni bunky neni pojem, ktery by se bézné vyskytoval v ucebnicich.
V nasledujici Casti prace je toto slovni spojeni ¢asto zmiflovano, a proto je mu zde vénovana
pozornost. Jak lze z nazvu odvodit, jedna se o vSechny burnky, které lze najit ve varlatech,
tedy Vv testes. Stejné¢ jako u savci délime tyto bunky na zarode¢né a nezarodeéné neboli
podpirné bunky. U ptakd existuje ale n¢kolik rozdill, zejména v procesu spermatogeneze.
Cely proces vzniku zralé spermie z kmenové spermatogonie je daleko krat$i nez u savci.
Zatimco u mysi trva spermatogeneze 35 dni, u potkant 52 dni, u ¢lovéka 64 dni (Heller et
Clermont, 1963; Russel et al., 1990; McCarrey, 1993; Brinster et Zimmermann, 1994), u
kohouta, krocana nebo kacera je to 13-14 dni (De Reviers, 1968; Marchand et al., 1977;
Noirault et al., 2006), u japonské kiepelky jen 12 dni (Lin et Jones, 1992). Bé&hem
spermatogeneze u ptakll dochdzi totiz k menSimu poctu mitotickych déleni (Jones et Lin,
1993).

Popis jednotlivych typt spermatogonii u ptakd nebyl dlouho k dispozici, az Lin et
Jones (1992) identifikovali u japonskych kiepelek 4 typy spermatogonii: typ Ag, Ap1, Ap2 @ B
spermatogonie. U krocant byly identifikovany pouze 3 typy: Ag4, Ap a B spermatogonie
(Bakst et al., 2007). Ag spermatogonie ptaka (dark typ A spermatogonie) jsou povazovany za
kmenové spermatogonie, protoze sdili vlastnosti zarodecnych kmenovych bunék savct,
konkrétné se sav¢i As spermatogonii (Lin et Jones, 1992; Bakst et al., 2007). To znamend, Ze
pouze z této bunky vznikaji pies slozity proces spermatogeneze zralé spermie. Aq buiiky jsou
malé eliptické buniky s tmavym jadrem. Nachazeji se u bazalni membrany semenotvorného
epitelu. Jedna se o nejméné pocetnou skupinu bunék, vyskytuji se izolované, ne ve skupinach
(Bakst et al., 2007). Mitotickym dé€lenim jednak obnovuji populaci Aq spermatogonii a také
produkuji A, spermatogonie. Ap; Spermatogonie jsou velké ovoidni builky, slabé se barvici a
obsahujici relativné malo organel. Ay» spermatogonie obsahuji mnoho organel a jsou spojené
se sousednimi buiikami cytoplasmatickymi mustky. B spermatogonie jsou ovoidni bunky
sttedni velikosti, chromatin tvoii velké nepravidelné¢ shluky. Cytoplasma obsahuje Cetné
organely a sousedni bunky jsou také spojené cytoplasmatickymi mistky. Ani A, ani B
spermatogonie nejsou spojené s bazalni membranou (Lin et Jones, 1992; Bakst et al., 2007).

Populace B spermatogonii pfedchazi primarnim spermatocytim, které jiz vstupuji do prvniho



redukéniho déleni — meidzy. Primarni spermatocyty jsou nejvétsi zarodecné bunky ve
varlatech, jejich zivotnost v rdmci procesu spermatogeneze je pomérn¢ dlouha. Oproti tomu
sekundarni spermatocyty, které vznikaji po prvnim redukénim déleni, maji ve vztahu
K primarnim spermatocytim velmi kratkou zivotnost (Jones et Lin, 1993). Vysledkem
druhého reduk¢niho déleni jsou spermatidy, které musi podstoupit slozity proces diferenciace
Ve spermie.

Na rozdil od sav¢ich spermii jsou ptaci spermie jiz po opusténi vyvodnych zlaz zralé a
schopné oplodnit vajicko (Howarth, 1983). Hlavicka ptacich spermii je na rozdil od sav¢ich
spermii cylindrickd, v priméru ne o moc $irsi nez bi¢ik - cca 0,5um (Thurston et Hess, 1987).
Obsahuje velmi malo cytoplasmy, a tedy mensi schopnost pronikani kryoprotektiv dovniti
buiiky, coz miize byt jednim z divodu, pro¢ ptaci spermie nepiezivaji kryokonzervaci tak
dobte jako spermie nckterych savel (Donoghue et Wishart, 2000). Ptac¢i spermie maji
relativné velky povrch cytoplasmatické membrany (Lake, 1984; Etches, 1996) a velmi dlouhy
bic¢ik — 90-100um (Thurston et Hess, 1987).

Mezi podplrné testikularni bunky patii Leydigovy (intersticialni) buniky a Sertoliho
buiiky. Nejdulezitéjsi funkei Leydigovych bunck je produkce androgenli, zejména
testosteronu. Spolu se Sertoliho buiikami se Leydigovy buiiky podileji na pfeméné
primordidlnich zarodeénych bunék (PGC) do spermatogonialnich bun¢k, které pak po cely
zivot podporuji. Sertoliho buniky se podileji na regulaci spermatogeneze, na syntéze
vyzivnych latek, 1 na kontrole poctu a typu zarodecnych bunék (Thurston et Korn, 2000).
Sertolitho buiiky dale produkuji nékteré rastové faktory, kterymi stimuluji nebo inhibuyji
obnovu, diferenciaci a dalsi vyvoj vSech zarode¢nych bunék (Skinner, 1991; Jegou, 1993).
Obnova a diferenciace spermatogonialnich bun¢k z4visi na tom, jak blizko jsou ve spojeni se
Sertoliho bunikami v semenotvorném epitelu (Fritz, 1994). Sertoliho buiniky pifipominaji
makrofagy, fagocytuji zbytky cytoplasmy pii vyvoji spermatid ve zralé spermie (Cooksey et
Rothwell, 1973; Lin et Jones, 1992; Thurston et Korn, 2000).

Ve varleti se dale nachazeji peritubularni neboli myodni bunky, makrofagy,

lymfocyty, krevni cévy a u nékterych ptakii i pigmentové buiiky (Cerny, 2005; Hedger, 2012).

2.2 ldentifikace kmenovych spermatogonialnich bunék

Pouze kmenové spermatogonialni builky jsou schopné zahdjit spermatogenezi a

produkci zralych plné funkénich spermii. Ackoli byly zaznamenany tuspéchy 1 pii



transplantacich testikuldrnich bun€k s nezndmym poctem kmenovych bunék jak u savch
(Brinster et Avarbock, 1994; Kanatsu-Shinohara et al., 2003b; Herrid et al., 2009), ryb (Majhi
et al., 2009) 1 ptakt (Trefil et al., 2006; Song et Silversides, 2007a), pfesna identifikace a
izolace obohacené populace zarode¢nych kmenovych bunék muze vyznamné ovlivnit
ucinnost transplantaci a obnovu spermatogeneze v semenotvorném epitelu ptijemce.

Jak jiz bylo zminéno vyse, kmenové spermatogonie jsou nejméné pocetnou bunéénou
populaci ve varlatech. Uvadi se, ze u mysi je z celkového mnozstvi zarodecnych bunék pouze
0,01 az 0,03 % kmenovych bun€k (Meistrich et Beek, 1993; Tegelenbosch et Rooij, 1993).
Jejich identifikace na zakladé¢ morfologickych vlastnosti je sice mozna, ale pouze na
zafixovanych preparatech. Alespon ¢astecnou purifikaci populace sav¢ich zarodecnych bunék
u cerstvych vzorkl lze provést naptiklad eluci pii centrifugaci (Meistrich et al., 1978);
separaci v hustotnim gradientu (Percoll) (Van Pelt et al., 1996; Izadyar et al., 2002),
magnetickou separaci bunék (MACS) (Van der Wee et al., 2001), separaci pomoci lektinti
(Van Pelt t al., 1996; ) nebo pomoci monoklonalnich protilaitek (Van Pelt et al., 2002).
Utinnost purifikace zavisi nejen na zvolené metodé izolace, ale také na mnoZstvi
spermatogonidlnich bun¢k ve varlatech. Z tohoto hlediska se jevi jako vyhodné&jsi odebirat
buiky od zvifat t€sn¢ po narozeni nebo jesté¢ pred zahijenim puberty, kdy se ve varlatech
nachazi pouze pocatecni stadia spermatogeneze (Honaramooz et al., 2002; 2003a). Trefil et al
(2006) ale vliv véku darce bunck zpochybnili.

Identifikace spermatogonialnich kmenovych bunék pro tucely transplantacnich
experimentll vyzaduje nedestruktivni techniky pro ptfesnou identifikaci, izolaci a purifikaci
bun¢k. Transplantované buniky musi zGstat plné¢ funkcni, aby byly schopné osidlit

semenotvorny epitel piijemce a zacaly proliferovat a diferencovat az ve zralé spermie.

Na kmenovych bunikach se béZné nachdzi n€kolik povrchovych proteind - napiiklad
integrin a6, integrin 1, SSEA-1 (stage-specific embryonic antigen 1), EMA-1 (epithelial
membrane antigen 1) atd. (Buageaw et al., 2005; Jung et al., 2005; 2007). Pti pouziti
protilatek proti t€émto povrchovym proteinim v kombinaci s pritokovou cytometrii nebo
magnetickou separaci je mozné izolovat populace kmenovych bunék a obohatit smes Cerstve
izolovanych testikularnich bun¢k o kmenové buiky. V uplynulych letech se podatilo
identifikovat nékolik kandidatnich markeri kmenovych spermatogonialnich bunék.

Nejzasadnéjsi z nich, zejména pro aplikaci u ptaki, shrnuje nésledujici ¢ast prace.



Neurotrofni faktor gliovych bun¢k (GDNF) je protein z rodiny transformujicich
rustovych faktorl, ktery byl ptivodné identifikovan jako rastovy faktor podporujici pteziti
nervovych bunék, a diky tomu dostal sviij nazev (Heukeroth et al., 1988; Meng et al., 2000;
Tadokoro et al., 2002; Wang et al., 2002). Krom¢ nervové tkané byl nalezen také v ledvinach,
plicich, krvi a varlatech (Suter-Crazzolara et Unsicker, 1994; Trupp et al., 1995; Suvanto et
al., 1996). GDNF ve varlatech je produkovan Sertoliho bunikami (Tadokoro et al., 2002;
Yomogida et al., 2003; Hofmann et al., 2005). NaruSeni jeho produkce vede k porucham
spermatogeneze a neplodnosti (Buageaw et al.,, 2005). Podporuje proliferaci
nediferencovanych spermatogonialnich bunék in vitro i in vivo (Meng et al., 2000; Creemers
et al., 2002, Tadokoro et al., 2002; Yomogida et al., 2003), coz ¢ini z jeho receptoru GFRa-1
(GDNF family receptor alfa-1) kandidatni marker pro rozpoznani spermatogonialnich bunék
(Meng et al., 2000). Dettin et al. (2003) prvni publikovali, Ze n€kolik typli spermatogonii u
mysi exprimuje GFRa-1 receptor. O expresi GFRa-1 receptoru v savéich varlatech existuji
protichiidné udaje. Fouchécourt et al. (2006) popsali u potkanti ptitomnost GFRa-1 receptoru
jak u spermatogonii, tak u spermatocytii a kruhovych spermatid. Oproti tomu He et al. (2010)
popsal u mysi pfitomnost GFRa-1 zejména u kmenovych spermatogonidlnich bun€k. Podle
Meng et al., (2000), Kanatsu-Shinohara et al., (2003a), Kubota et al., (2004), Buageaw et al.
(2005) a Hofmann et al, (2005) je u savci receptor GFRo-1 exprimovdan na
nediferencovanych spermatogoniich vcetné¢ kmenovych spermatogonialnich bunék.
Ptitomnost tohoto receptoru na povrchu testikularnich bunék ptdkt byla objasnéna teprve
nedavno (Mucksova et al., 2013 — viz ptiloha 3).

Dals§imi kandidatnimi markery pro identifikaci kmenovych spermatogonialnich bun¢k
jsou nékteré transmembranové proteiny ze skupiny integrind. Integriny fidi interakci mezi
buitkami a extraceluldrni matrix (Jung et al., 2005). Podle Shinohara et al. (1999) vykazuji
spermatogonidlni kmenové buiiky u mysi vysokou expresi a6 a Bl integrinu a selekci bunék
exprimujicich tyto dva integriny lze obohatit suspenzi testikularnich bun¢k o kmenové bunky
5 az 10x.

CD 117 neboli c-Kit je receptor pro Stem Cell Factor (SCF). Tento tyrosin kinazovy
receptor je exprimovan hematopoetickymi kmenovymi buiikami a s postupnou diferenciaci
téchto bunék jeho exprese klesa (Ronnstrand, 2004). Exprese c-Kit receptoru je
charakteristicka také pro primordialni zarode¢né bunky (PGC) (Rossi et al., 2000), ze kterych
vznikaji kmenové spermatogonialni bunky. Pfitomnost c-Kit receptoru v kmenovych
spermatogonialnich bunikach je obsahem debat jiz mnoho let. Schrans-Stassen et al. (1999) se

shoduji s Ohta et al. (2000) i Shinohara et al. (2000) v tom, ze c-Kit se vyskytuje u pozd¢jsich
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typlt spermatogonii, jako jsou u mysi Ag, Ai-As a B spermatogonie. Kmenové As
spermatogonie a Ay, spermatogonie jsou c-Kit negativni. Trefil et al. (2010) pouzili pro
transplantaci testikularnich bun¢k do varlat kohouta obohacenou populaci c-Kit pozitivnich
bunék. Ackoli u ptaki nebyla prokazana pritomnost c-Kit receptoru na kmenovych bunkéach,
tyto darcovské zarode¢né bunky po ptrenosu do sterilniho piijemce osidlily semenotvorny
epitel, obnovily spermatogenezi a od dvou ze sedmi kohoutl bylo ziskano potomstvo.

SSEA (stage-specific embryonic antigens) jsou sacharidové antigeny, které se rutinné
pouzivaji pro charakteristiku pluripotentnich bunék u savct (Jung et al., 2005). Krati PGC
jsou pozitivni na SSEA-1 (D'Costa et Petitte, 1999). EMA-1 (epithelial membrane antigen) je
povrchovy glykoprotein, ktery se specificky vaze k my$im embryonalnim kmenovym bunikam
a k PGC u ptaku (Urven et al., 1988; Urven et al., 1989; Jung et al., 2005). Pomoci SSEA-1 a
EMA-1 Ize izolovat vysoce Cistou populaci PGC (McCarrey et al., 1987; Abe et al., 1996), ale
stejné jako u c-Kit receptoru exprese téchto markert s diferenciaci kmenovych bunék vymizi
a nemohou byt tak pouzity pro jejich identifikaci (Cooke et al., 1993).

V uplynulych letech bylo identifikovano nékolik dalSich kandidatnich markerd pro
identifikaci spermatogonidlnich bunck (Lasalle et al., 2004; Mucksova et al., 2009). OvSem
unikatni marker, ktery by byl typicky pouze pro kmenové spermatogonidlni bunky, nebyl

prozatim objeven.

2.3 Transplantace testikularnich bunék

Metoda pienosu samcich zarodecnych bunék z varlat plodného jedince do varlat
neplodného ptijemce byla poprvé provedena u hlodavci. Brinster a Zimmermann (1994)
izolovali bunky z varlat mysi a po nékolika hodinach je pfenesli do sterilnich varlat pfijemca.
Tyto darcovské bunky osidlily semenotvorny epitel piijemce a obnovily spermatogenezi.
Vysledkem tohoto pokusu byla produkce morfologicky normalnich zralych spermii

s genotypem darce u tfetiny experimentalnich zvitat.

Ucinnost experimentll zaméienych na transplantaci testikularnich bunék se zvysuje,
pokud ma piijemce bud zadné nebo co nejmensi pocet vlastnich spermatogonii. Pted

samotnou transplantaci je mozné zastavit proces spermatogeneze, tedy sterilizovat piijemce.



Moznosti sterilizace prijemcii pro ucely transplantacnich pokusii

Vlastni spermatogeneze piijemce muze byt blokovana béhem embryonalniho vyvoje i
V dospélosti pomoci busulfanu, ktery ma steriliza¢ni u¢inky na samce savci i ptakt (Vick et
al., 1993; Brinster et Zimmermann, 1994; Song et al., 2005). Ackoli nékteii autofi Skodlivost
busulfanu potvrzuji (Smykalova et al., 1998), jini jej naopak vyvraceji (Song et al., 2005).
Protoze je busulfan v urcitych davkach toxicky pro hematopoeticky systém, doporucuji
nekteti autoti jesté pred podanim busulfanu transplantaci kostni diené (Dobrinski et al., 2000;
Kanatsu-Shinohara et al., 2003b).

Dals$i metodou pro sterilizaci piijemcti je vystaveni varlat y-zafeni, a to bud
jednorazové nebo opakované v mirnych davkach (Pinon-Lataillade et al., 1991; Judas et al.,
1996; Creemers et al., 2002; Izadyar et al., 2003). Creemers et al. (2002) vyvinuli metodu pro
zniceni spermatogeneze ve varlatech mysi pomoci lokalniho opakovaného y-zatreni. Ptijemci
byli vystaveni nejprve davce 1,5 Gy (gray) a za 24 hodin davce 12 Gy. Vysledkem bylo vice
nez 95 % prazdnych tubuld jeden mésic po ozafeni bez zjevného efektu na Sertoliho bunky.
Trefil et al. (2003) testovali vliv riznych davek zatfeni na dospélé kohouty. Rozdélili je na 4
skupiny, pficemz prvni skupina byla ozéfena jedinou dévkou o sile 18 Gy, druh4 skupina
davkou o sile 22 Gy, tfeti skupina davkou o sile 26 Gy a nakonec ¢tvrta skupina celkovou
davkou 40 Gy, kterd byla ovSem rozdélena do 5 casti po 8 Gy v priabéhu 15 dnii. U prvnich
trech skupin, které byly vystaveny jedinému zéfeni sile 18 — 26 Gy sice doslo k dramatickému
poklesu motility a koncentrace spermii brzy po ozéfeni, ale nikdy nedoSlo k uplnému
zastaveni spermatogeneze. U prvnich dvou skupin se dokonce produkce spermii po pil roce
vratila na uroven podobnou jako pied zahajenim ozafovani. U ¢tvrté skupiny (5 x 8 Gy)
doslo k Gplnému zastaveni spermatogeneze 45. den po prvnim ozafeni. Trefil et al. (2003;
2006) na zaklad¢ svych experimenti konstatuji, Ze davka 5 x 8 Gy dospélé kohouty bezpecné
sterilizuje, ale populace Leydigovych a Sertoliho bun€k ponechava morfologicky neporusené.
Tato davka také nema vliv na zdravi a chovani kohoutt.

Idealni pro ucely transplantace jsou kmeny mysi, u kterych diky genetickému defektu
spermatogeneze vilbec neprobiha, jako naptiklad mysi s mutovanou alelou W (homozygotné

dominantni W/W) (Brinster et Zimmermann, 1994; Ogawa et al., 2000).

Pti transplantacnich experimentech neni vZzdy nezbytné sterilizovat pfijemce. Existuji
transgenni hlodavci, ktefi maji bakterialni gen pro enzym B-galaktosiddzu (lacZ gen). Tento
enzym $tépi fyziologicky disacharid laktézu na galaktozu a glukézu a také umély substrat X-

gal, ktery se Stépenim zbarvi modie. Po pridani X-gal se darcovské buiiky s lacZ genem barvi
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modrfe, zatimco bunky pfijemce zlstavaji neobarvené. Tento zpiisob umoziluje jasnou
identifikaci darcovskych bun¢k v téle ptijemce (Clouthier et al., 1996; Zambrowicz et al.,
1997; Dobrinski et al., 1999). Nabidka transgennich zvirat s lacZ markerovym genem je ale
omezena jen na mysi a potkany (Dobrinski et al., 1999). Pokud je ale cilem transplanta¢nich
experimentll nejen zkoumani osudu darcovskych bunck ve varleti pfijemce, ale i ziskani pln¢
funkénich spermii a potomkd, pak je vyhodnéjsi, aby semenotvorny epitel piijemce
neobsahoval Zadné vlastni spermatogonie a nedochazelo tak ke kompetici s hostitelskymi

bunkami.

Druhym dutlezitym faktorem pro uspéSnou transplantaci je skuteény pocet kmenovych
spermatogonialnich bunék v suspenzi darcovskych bunék. Jak jiz bylo zminéno vyse, pouze
kmenové spermatogonialni buiiky jsou totiz schopné obnovit spermatogenezi. Identifikaci
kmenovych spermatogonidlnich bun¢k se pozornéji vénovala kapitola 2.2. Ackoli byly
zaznamenany vétsi ¢i mensi uspéchy i pfi transplantacich testikularnich bunék s nezndmym
poctem kmenovych bunék (Trefil et al., 2006; Song et Silversides, 2007a), pfesna identifikace
a izolace kmenovych zarode¢nych bunék mize vyznamné ovlivnit ucinnost téchto
experimentu.

Do uspéchu transplantacnich experimentd promlouva kromé dobie ptipraveného
pfijemce a dobfe vybrané populace bunck i1 postup pii transplantaci a aplikaci darcovskych
bun¢k. K suspenzi bunck lze piidat barvivo Trypan Blue, coZ umozni sledovat plnéni
semenotvornych kanalkl pti aplikaci do varlat (Brinster et Zimmermann, 1994). U velkych
zvifat se pfi transplantaci s Uuspéchem vyuZziva ultrasonografie a s pomoci mikromanipulatoru
je mozna pifesnd aplikace bunck piimo do jednotlivych semenotvornych kanalkl, do
odvodnych Zlaz nebo do rete testis (Schlatt et al., 1999; Honaramooz et al., 2002; 2003a).
U ptékt je situace oproti saveim komplikovana ulozenim varlat v duting bfisni, coz stézuje 1
proces sterilizace — ptesné zacileni na varlata béhem zareni (Trefil et al., 2003). Velmi zalezi
na spravné fixaci a stabilizaci zvifat pfi procesu ozafovani a také na piesné transplantaci

bunék.

Od té doby, co Dr. Ralph Brinster s kolegy popsali metodu transplantace testikularnich
bunck z plodného samce do varlat neplodného samce u mys$i (Brinster et Zimmermann,
1994), byla tato metoda optimalizovéna i pro jiné druhy domestikovanych i volné Zijicich
obratlovcl. Nejcastéji se pouziva u savcl zejména u hlodavct (Brinster et Avarbock, 1994;

Clouthier et al., 1996; Kanatsu-Shinohara et al., 2003b), velkych hospodaiskych zvitat
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(Honaramooz et al., 2002; 2003a; Izadyar et al., 2003; Herrid et al., 2009), ale i primata
véetné Cloveka (Schlatt et al., 1999; Nagano et al., 2001; Schlatt et al., 2002). V posledni
dob¢ se transplantace testikularnich bunék pouziva experimentalné¢ i u ryb (Nagler et al.,
2001; Lacerda et al., 2006; 2008; Majhi et al., 2009) a drubeze (Trefil et al., 2006; 2010;
Pereira et al, 2013). Vyse uvedené studie doséhly na poli transplantace zarode¢nych bunck
vétSich ¢i mensich uspéchii. Obvykle dojde k osidleni pfijemcova semenotvorného epitelu a
zahajeni spermatogeneze. Spermatogonie proliferuji, v nékterych ptipadech se 1 diferencuji ve
spermatocyty i spermatidy (Schlatt et al., 2002, Izadyar et al., 2003). PIné funkénich spermii
se schopnosti oplodnit vajicko a nasledného ziskani potomkii s genotypem darce se podaftilo
docilit u mysi (Brinster et Avarbock, 1994; Goossens et al., 2003), potkanti (Zhang et al.,
2003), ovci (Herrid et al., 2009), koz (Honaramooz et al., 2003a), ryb (Majhi et al., 2009) a
kohoutt (Trefil et al., 2006; Song et Silversides, 2007a; Trefil et al., 2010).

Zajimavym faktem je, ze u nékterych druhl zvifat je pro uspéSnou transplantaci
dulezité, aby darce a piijemce byli blizce ptibuzni nebo aby pfijemci byla potlacena imunitni
odpovéd’ (Kanatsu-Shinohara et al.,, 2003b; Zhang et al., 2003, lzadyar et al., 2003).
Naptiklad u prasat, koz nebo skotu je transplantace vétSinou UspéSnd 1 bez podminky
pribuznosti darce a ptijemce (Honaramooz et al., 2002b; 2003a,b; Hill et Dobrinski, 2006).
Hill et Dobrinski (2006) ptenesli zarode¢né buiiky mezi dvéma plemeny skotu a jesté 8 tydnt
po ptenosu obsahovaly semenotvorné kanalky piijemce darcovské buriky. Trefil et al. (2006)
pouzili pro transplantaci u kohoutli imunokompetentni linie, Song et Silversides (2007a;b)
aplikovali po transplantaci pfijemctiim imunosupresiva, aby zabranili odhojeni cizi tkdn€. Obé
tyto metody se osvédCily a v obou piipadech doslo nejen k obnové spermatogeneze, ale i
k ziskani potomki s genotypem darce. Uspé$na transplantace samé&ich zarodeénych bunék pfi
pouziti odlisnych plemen nebo bez aplikace imunosupresiv nebyla zatim u ptakt publikovana.

Uspé&snost transplantaci testikularnich bunék u ptakd byla prokazina obnovou
spermatogeneze a produkci potomkil s genotypem darce u 50 % jedinct (Trefil et al., 2006).
Ptfenos samcich zadrode¢nych bunck predstavuje jedine¢ny a velmi cenny néstroj pro studium
spermatogeneze zejména pro proliferaci a diferenciaci zarodecnych bunék, ale také pro
zachovani genetickych zdrojl jako alternativni nastroj k uchovéani spermii. K tomuto ucelu je
ale nutné dokazat skladovat tyto buiiky pokud mozno neomezené dlouhou dobu. Dlouhodobé

uchovani bun¢k umoziiuje metoda kryokonzervace.
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2.4 Kryokonzervace testikularnich bunék

Prvni pokusy s mrazenim testikularni tkan¢ byly provedeny jiz pted 60 lety (Parkes et
Smith, 1954) u potkant kratce poté, co byly objeveny kryokonzervaéni Uc¢inky glycerolu
(Polge et al., 1949). Autofi tehdy odebrali testikularni tkan a bez dalsi izolace bun¢k ji
zamrazili v glycerolu. Po rozmrazeni transplantovali kus tkan¢ subkutanné na bok
kastrovanych potkanii. Ackoli nedosSlo k plné obnové spermatogeneze a produkci spermii,
nekteré semenotvorné kanalky obsahovaly aktivné se délici spermatocyty. Od té doby se
podafilo zamrazit sam¢i zarode¢né buiiky u nékolika druhti domestikovanych i volné zijicich
savcl. Tyto bunky byly mrazeny béznymi metodami, které se pouzivaji pfi mrazeni
somatickych bunék a ucinnost téchto metod je az ptekvapujici ve srovndni s obtizemi pfii
mrazeni spermii. Kmenové bunky se vSak svou strukturou a biologii podobaji mnoha
typickym somatickym builkkdm, zatimco spermie maji unikdtni morfologii, znacné
kondenzovanou jadernou DNA a malo cytoplasmy, coz tyto bunky ¢ini velmi citlivymi
k fyzikalnim a chemickym zménam béhem mrazeni a rozmrazovani (Brinster et Nagano,
1998). Pii kryokonzervaci testikularnich bun¢k se vétSinou vyuziva stejnych postupti jako pfi
kultivaci a mrazeni somatickych bunc¢k. Mrazici medium obsahuje nejéastéji 10%
Dimethylsulfoxide (DMSO) jako kryoprotektivum, které je pfidavano k buitkdm postupné.
Buriky jsou vystaveny pomalému postupnému zchlazovani az do teploty -80°C a pak jsou
ponofeny do tekutého dusiku (Avarbock et al., 1996; Ogawa et al., 1999; Dobrinski et al.,
1999; 2000; Izadyar et al., 2002; 2003). Ojedinélé je pouziti glycerolu namisto DMSO
(Schlatt et al., 2002). Izadyar et al. (2002) porovnavali dvé zminovana kryoprotektiva a
jednoznacné lepsich vysledki dosahli s DMSO. Viabilita testikularnich bunék pii pouziti
konven¢niho zplsobu mrazeni se po rozmrazeni pohybuje mezi 43-60 % u hlodavch
(Avarbock et al., 1996; Ogawa et al., 1999), a mezi 46-69 % u velkych hospodaiskych zvitat
(Dobrinski et al., 2000; Izadyar et al., 2000; 2003).

Ackoli viabilita buné€k po rozmrazeni je u mnoha druhli pomérné vysoka, jejich
funk¢nost je provétena az po transplantaci do varlat piijemce. V nékterych ptipadech totiz
autofi pozorovali obnovu spermatogeneze, ale nedoSlo k tvorbé zralych pln¢ funkcénich
spermii, které by byly schopné oplodnit vaji¢ko at’ uz in vitro nebo in vivo. Ziskat potomky po
pfenosu zamrazenych testikularnich bun€k u savci se zatim podafilo pouze u hlodavch
(Shinohara et al., 2002; Kanatsu-Shinohara et al., 2003c; Lee et al., 2013).

Pokusy s kryokonzervaci a naslednou transplantaci testikularnich bunék u ptaku jsou

velmi sporadické (Song et Silversides, 2007b) a prozatim nebyl publikovan experiment, ktery
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by popisoval GspéSnou obnovu spermatogeneze a ziskani potomstva po pfenosu zamrazenych
testikularnich bunék. Pfitom uchovani samcich zarode¢nych bun¢k neomezen¢ dlouhou dobu
predstavuje alternativu k uchovani spermii a mohlo by stejn¢ tak dobie slouzit k uchovani
genetickych zdroji a zachrané ¢i obnové druhii. Kromé uchovani reprodukéni kapacity
geneticky cennych jedincti slibuje transplantace zarodecnych buncék také produkei
transgennich zvitat prostfednictvim pienosu geneticky modifikovanych samcich zarode¢nych

linii bunék.

3. VEDECKE HYPOTEZY A CiLE PRACE

Hlavni naplni disertacni prace bylo vyuziti metody kryokonzervace k dlouhodobému
uchovéni testikularnich bun€k kura doméciho a identifikace a izolace vybranych samcich

zarodecnych bunék.

Hypotézy:
1. Pomoci zamrazenych testikularnich bun€k lze po transplantaci do varlat piijemct
obnovit spermatogenezi a produkovat potomstvo s genotypem darce.
2. Pomoci vybrané populace samcich zarode¢nych bunék lze po transplantaci do varlat

pfijemcii obnovit spermatogenezi a ziskat potomstvo s genotypem darce.

Konkrétni cile prace 1ze shrnout do nasledujicich bodi:
e Piiprava pfijemctl na transplantaci darcovskych bunék pomoci ozafovani
e Izolace testikularnich bunck
e Vyvoj zamrazovacich protokolll pro dlouhodobé¢ uchovani testikularnich bunék
e Transplantace zamrazenych testikularnich bun¢k do varlat ptijemct
e Identifikace vybranych samcich zarode¢nych bunék
e Izolace vybrané populace sam¢ich zarodecnych bunek

e Transplantace vybranych samcich zarode¢nych buné€k do varlat pfijemct
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Kryokonzervace a transplantace testikularnich bunék

4.1.1 Pokusna zvirata

Jako darci testikularnich bunék byli pouziti dospéli inbredni ¢erni kohouti linie CC21 -
5 jedincu (black minor, BM) a kromé toho jeden dospély outbredni kohout ¢erna hedvabnicka
(black silkie, BS). Za piijemce bylo vybrano 24 dospélych outbrednich kohoutii bila
leghornka (white leghorn, WL). Dale byli dva kohouti stejného ptivodu jako pfijemci pouziti
jako pozitivni kontrola (ozafeni kohouti, jimz byly transplantovany cerstvé nemrazené
testikularni buriky) a ¢tyfi kohouti jako negativni kontrola (ozafeni kohouti bez transplantace).
Béhem téchto experimentti bylo dale pouzito 64 slepic leghornek zihanych (linie SH).

Slepice byly chovany individualné v klecovém systému, kohouti darci skupinové a
ptijemci jednotlivé na hluboké podestylce za standardnich chovnych podminek s fotoperiodou
16:8, krmeni a napajeni bylo poskytovano ad libitum. VSechna zvifata vyjma jednoho darce
BS pochazela z Ustavu molekularni genetiky, AV CR, Kole¢. BS darce pochazel z vlastniho
chovu Vyzkumného ustavu biofarmacie a veterinarnich 1é¢iv, BIOPHARM. Veskeré

experimenty byly provadény v souladu s ¢eskymi zakony na ochranu zvitat proti tyrani.

Ptiprava pfijemcu

Piijjemctim byla pted transplantaci zastavena jejich vlastni spermatogeneze. Kohouti
byli po dosazeni pohlavni dospé€losti vystaveni opakované zafeni o sile 8 Gy [Theratron
T1000 radiation treatment unit using ®°Co (Theratronics International Ltd., Kanata, Ontario,
Canada)]. Kohouti byli ozafeni 5 x béhem 14 dnd. Dva tydny po poslednim ozatovani byli
ponechani v klidu a poté jsme jim zacali odebirat ejakulat 1 x tydné. Pokud byli kohouti 4 x
po sobé& oznaceni jako azospermicti, teprve tehdy bylo pfikroceno k transplantacim. Pozitivni

1 negativni kontroly byly vystaveny stejnému schématu ozateni.

4.1.2 Izolace a kryokonzervace testikularnich bunék

Po eutanazii byla darcim odebrdna varlata a v pfipad€ znecisténi krvi omyta ve
fyziologickém roztoku. Pomoci ntizek a pinzet byla nejprve odstranéna tunica vaginalis a
tunica albuginea, poté byla varlata pficn€ piekrojena a testikularni tkan nastiihana na kusy o

velikosti zhruba 3 x 3mm. Testikularni tkan byla natrdvena pomoci dvoustupniového traveni
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Vv roztoku kolagenazy typu I pii 35°C 20 minut (Coll I 100U/ml, 1,2mM MgSO,, 1,3mM
CaCl,, 6,6mM pyruvat sodny, glutamin, PBS — phosphate buffered saline; Sigma-Aldrich,
Némecko) za ucelem odstranit intersticialni buiiky. Poté byla testikularni tkan 3 x promyta
v PBS a nafedéna mrazicim roztokem.

Jako kryoprotektivum byl pouzit jednak 10% Dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma-
Aldrich, Némecko), a déale Biofreeze (Biochrom, Némecko) vV poméru 1 dil bunék a 9 dila
Biofreeze pifesné podle navodu vyrobce. Nafedéna suspenze bunék byla rozplnéna do
kryozkumavek (Nalgene, Sigma-Aldrich, Némecko), kryozkumavky umistény do mraziciho
boxu s propylalkoholem (Mr. Frosty, Nalgene, Sigma-Aldrich, Némecko), ktery zajistuje
pokles teplot o 1°C/min. Po 4 hodinach byly zkumavky piemistény do tekutého dusiku. Zde

byly buniky skladovany az do transplantace, tzn. 2 dny az 7 mésict.

4.1.3 Viabilita testikularnich bunék

Viabilita bun¢k byla hodnocena ihned po izolaci a déale po rozmrazeni pomoci
pratokové cytometrie. Propidium jodid, ktery pronika pies porusenou membranu bun¢k, byl
pouzit na vylouéeni mrtvych bunék. Analyzy pratokové cytometrie probihaly na
Styilaserovém pritokovém cytometru LSRII (Becton Dickinson, USA) v Ustavu molekularni

genetiky Akademie Véd CR.

4.1.4 Transplantace testikularnich bunék

Darcovské testikularni buiiky byly rozmrazeny ve vodni ldzni pii 37°C, 2 x promyty
v DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle's Medium ) a nafedény do koncentrace minimalné 2 x
10° bunék/ml. Transplantace byly provedeny za plné narko6zy. Piijjemctim byl intramuskularné
podan Narkamon a Rometar (Bioveta, CR) v davce 0,4 respektive 0,2 ml/kg. Suspenze
testikularnich bun€k byla injikovéna pfimo do varlete, a to 250 ul do kazdého varlete (tedy
500 000 buné€k na jedno varle). Dvéma kohoutiim ponechanym jako pozitivni kontrola byly

injikovany bunky od jednoho ze Sesti darct (BS), ale ihned po odbéru a izolaci.

4.1.5 Ovéreni u€innosti transplantace zamrazenych testikularnich bunék

Pro ovéfeni ucCinnosti transplantace testikuldrnich nebo vybranych samcich

zarodecnych bunék bylo pouzito barevného modelu, ktery je zaloZzen na urceni paternity
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potomki dle zbarveni pefti (obrazek 1 v pfiloze 1). Tento barevny model byl zvolen zdmérné,
aby v ptipad¢ ziskani potomku bylo okamzité po vylihnuti mozné identifikovat piivod kutat a
vyhodnotit tak Gspéch transplantace darcovskych bunék. Cerny nebo Zihany genotyp v F1
generaci vypovida o GspéSném pienosu a obnoveni spermatogeneze z bun¢k darce, a to jak
Vv ptipad¢ cerného darce inbredni linie CC21, tak darce ¢erné silkie. Pfitomnost bilych kufat
v potomstvu F1 naznacuje, Ze sterilizace ozafenim nebyla kompletni a potomci tedy pochazeji
Z bun¢k kohouta piijemce, jemuz se obnovila jeho vlastni spermatogeneze.

Asi Ctyfi tydny po transplantaci jsme zacali piijemcim odebirat ejakulat pomoci
dorsoabdominélni masaze (Burrows et Quinn, 1937). Jakmile koncentrace spermii v ejakulatu
vzrostla na minimaln& 1 x 10°/ml, bylo p¥ikrogeno k intravaginalni inseminaci. Ejakulat od
jednoho kohouta byl pouzit na inseminaci dvou slepic. Inseminace byla provadéna 2 x tydné
nefedénym ejakulatem bezprostiedné po odbéru. Vejce byla sbirana 6 mésici po transplantaci
a inkubovéna za standardnich podminek v lihni.

Pokud koncentrace spermii nedoséhla minimalné 1 x 10°/ml, byla provedena
chirurgicka intramagnalni inseminace. Slepice byly béhem operace pod celkovou narkézou
(Narkamon a Rometar v davce 0,4 respektive 0,2 ml /kg; Bioveta, CR) a &erstvy ejakulat byl
injikovan do horni ¢asti vejcovodu (magnum) nejdéle 10 minut po odbéru. Detailnéji je
postup pfi intramagnalni inseminaci pospan v ptiloze 1. Vejce od téchto slepic byly sbirany tfi
tydny a inkubovany. Oplozenost vSech vajec byla zjiStovana prosvicenim 7. den inkubace.
Vejce, ktera se nevyvijela, byla rozbita, aby se vylouc¢ila rand embryonalni mortalita.
Oplozenost byla pocitana jako podil oplozenych vajec ku vSem nasazenym vejcim x 100.

Lihnivost byla vypocitana jako podil vylihnutych kutat ku po¢tu oplozenych vajec x 100.

4.2 Transplantace vybranych samcich zarode¢nych bunék

4.2.1 Pokusna zvirata

Za darce bunék byl vybran dospély kohout (genotyp ii,Ee,Bb, leghornka Zihana).
Pfijemci bun¢k byli dva dospé€li kohouti bila leghornka (WL, genotyp Il). Dva kohouti
stejného genetického ptivodu jako pifijemci byli ponechani jako pozitivni kontrola. Tito nebyli
vystaveni ozafovani ani transplantacim. Dal$i dva kohouti rovnéZz stejného plivodu jako
ptijemci byli ponechani jako negativni kontrola - byli ozafeni stejné jako pfijemci, ale nebyly
jim transplantovany z4dné buiiky. Pro umélou inseminaci byly pouzity slepice zihané

leghornky (linie SH). Zvirata byla chovana za stejnych podminek jako je popsano vyse
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v kapitole 4.1.1. Vsechna zvifata pochazela z Kolce, detasovaného pracovisté Ustavu
molekularni genetiky, Akademie Véd, CR. Veskeré experimenty byly provadény v souladu
s ¢eskymi zakony na ochranu zvifat proti tyrani.

Ptijemci bunck byli pfed transplantacemi vystaveni opakovanému zafeni, aby doslo
k zastaveni jejich vlastni spermatogeneze. Ozatovani probihalo podle stejného schématu jako

v kapitole 4.1.1.

4.2.2 Priprava rekombinantniho kureciho GFRa-1 proteinu

RNA zvarlat byla izolovana pomoci Ultraspec II RNA reagent (BIOTECX
Laboratoriem, USA) presné podle piilozeného navodu. Cistota a kvantifikace RNA byla
ovéiena na spektrofotometru Nanodrop (Hermo Scientific, USA). RNA byla dale pfepsana do
cDNA s vyuzitim High Fidelity cDNA Synthesis Kit (ROCHE) dle navodu.

Z testikularni ¢cDNA byl pomoci PCR amplifikovan fragment genu GFRo-1
S vhodnymi restrikénimi misty. PCR primery byly navrzeny pomoci volné dostupného
programu Primer 3 (Genefisher, Némecko). Slozeni reakéni smési a profil PCR je popsan
vV Mucksova et al. (2013) — pfiloha 3. Amplifikovany fragment byl modifikovdn pomoci
restriktaz BamHI/Sall a zaklonovan do vektoru pGEX (GE Healthcare). Spravny ¢teci ramec
byl potvrzen sekvenovanim. pGEX vektor byl posléze transformovan do bakterii Rosetta
Escherichia coli (Novagen, USA). Exprese rekombinantniho proteinu byla indukovana
pomoci IPTG (Isopropyl B-D-1 thiogalactopyranoside). Po n¢kolika hodinach byly bakterialni

bunky lyzovany a ziskany protein purifikovan pomoci Gluthathione Sepharose 4B.

4.2.3 Priprava polyklonalnich protilatek

Ziskany rekombinantni Kufeci GFRa-1 protein byl pouzit pro imunizaci mysi. Mysi
byly imunizovany 4 x intraperitonealné v 12 dennich intervalech. Rekombinanti protein byl
nafedén ve Freundové adjuvans. Koncentrace protilatek v séru byla ovétovana pomoci ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay). Specifita séra byla ovéfena pratokovou cytometrii a

o 24

Mucksova et al. (2013) — ptiloha 3.
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4.2.4 Prutokova cytometrie

Kvili detekci GFRa-1 povrchového markeru byly izolované testikularni bunky
inkubovany na ledu 50 minut s mys$im polyklonalnim sérem proti rekombinantnimu kufecimu
GFRa-1. Jako sekundarni protilatka byl pouzit kozi anti-mysi [gM a IgG konjugovany
fluorochromem FITZ. Takto zna¢ené GFRa-1 bunky byly nasledné pouzity pro prutokovou
cytometrii. Analyzy pratokové cytometrie probihaly na pritokovém cytometru FACS
Vantage SE (Beton Dickinson, Franclin Lakes, NJ) v Ustavu molekularni genetiky Akademie
ved CR.

Identifikace jednotlivych bunécnych populaci ve varlatech kohouta byla provedena na
zakladé obsahu DNA pomoci barviva Hoechst 33342. Hoechst 33342 pronikd pies
plasmatickou a jadernou membranu zivych bunék a vaze se na DNA. Oproti tomu propidium
jodid pronikd do bundk sposkozenymi membrinami. Zivymi buiikami s neporusenou

membranou je vylu¢ovan. Toto barvivo bylo pouzito k diskriminaci zivych a mrtvych bunék.

4.2.5 Izolace a selekce a transplantace GFRa-1 pozitivnich bunék

Darcovské testikularni buiky byly izolovany stejnym zpasobem jako je popsano
v kapitole 4.1.2. K Cerstvé izolované suspenzi bunék byly pfidany polyklonalni mysi anti-
kufeci GFRa protilatky. Po 30 minutach inkubace pii 4°C byly pfidany sekundarni protilatky
(kozi anti mysi IgG). Kufeci GFRo-1 pozitivni buniky byly izolovany imunomagnetickou
separaci (MACS) podle navodu vyrobce. (Dynal, Norsko).

Selektované GFRa-1 buiiky byly pouzity na transplantaci do neplodnych kohoutd.
Transplantace byly provedeny za plné narkézy. Piijemcim byl intramuskularné podan
Narkamon a Rometar v dévce 0,4 respektive 0,2ml/kg (Bioveta, CR). Suspenze testikularnich
bunék byla injikovana pfimo do varlete, a to 250ul do kazdeého varlete. Koncentrace bunék
v suspenzi se pohybovala v rozmezi 10°-10° bunék v 1 ml. Buiiky byly injikovany pfimo do

varlat na 5 ndhodn¢ vybranych mist.

4.2.6 Ovéreni ucinnosti transplantace GFRa-1 pozitivhich bunék

Dva tydny po transplantaci byly zahajeny prvni odbéry ejakulatu. Ejakulat byl
provéfovan na mikroskopu Olympus IX50 na pfitomnost spermii. V piipadé obnovy
spermatogeneze bylo piikroéeno k umélé inseminaci. Sest slepic bylo inseminovéano 2 x tydné

nefedénym ejakulatem bezprostiedné po odbéru. Vejce byla inkubovana za standardnich
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podminek v lihni. Oplozenost vSech vajec byla zjistovana prosvicenim 7. den inkubace.
Vejce, ktera se nevyvijela, byla rozbita, aby se vyloucila rand embryondlni mortalita.

Paternita potomkii byla urCena stejné jako pii experimentu s kryokonzervaci a
transplantaci testikularnich bun€k pomoci barevného modelu, ktery je zaloZen na barvé pefi.
Ejakulat darce bunék — zihané leghornky — S genotypem ii, Ee, Bb byl pouzit pii um¢lé
inseminaci se slepicemi — zihanymi leghornkami - s genotypem ii, ee, B-. Jak kohouti, tak
slepice maji dominantni alelu B, ktera zpusobuje zihani pefi a oba jsou recesivni homozygoti
V lokusu 1. Jejich potomci tedy mohou byt ¢erni nebo zihani, ale nikdy ne bili. Naopak
ptijemce bunék je bily diky dominantné homozygotni kombinaci alely I (II). Pokud by se po
prenosu bunék a obnové spermatogeneze objevilo v potomstvu bilé kufe, znamena to, ze

piijemci se obnovila jeho vlastni spermatogeneze a Ze ozafovani nebylo dostatecné ti¢inné.

5. VYSLEDKY

5.1 Kryokonzervace a transplantace testikularnich bunék

5.1.1 Viabilita bunék po izolaci a kryokonzervaci

Viabilita bun¢k byla hodnocena pomoci pritokové cytometrie po izolaci bun¢k a dale
po rozmrazeni. Izolaci prezilo vzdy vice jak 90 % bunék. Po zamrazeni a rozmrazeni se
viabilita celkové suspenze bun€k pohybovala vrozmezi 9 — 48,6 % zivych bunéck
zamrazenych v mediu obsahujicim Biofreeze a 10,6 — 40 % u bun€k zamrazenych v mediu

s DMSO.

5.1.2 Obnova spermatogeneze u prijemcu

Pfed zacCatkem experimentu, tedy jesSt€¢ pred zahdjenim ozafovani, se koncentrace
spermii v ejakulatu ptijemcti pohybovala okolo 1 - 4 X 10%ml. Po zahajeni ozafovani
koncentrace prudce klesala aZ na nulu a za 4-6 tydni po poslednim ozafovani byli vSichni
kohouti hodnoceni jako azospermiéti. Ctyfi tydny po transplantacich zamrazenych
testikularnich bun¢k byli pfijemci ponechéni v klidu a po této dobé byl zahdjen pravidelny
odbér ejakulatu a to jednou tydné. Prvni spermie v ejakuldtu byly pozorovany nejdiive za 5
tydnii, nejCastéji v rozmezi 7 az 8 tydnl po transplantaci. Koncentrace spermii kolisala v

rozmezi 10° az 10® na ml. Spermatogeneze se obnovila u 12 z 24 piijemci.
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V piipad€¢ pozitivnich kontrol, kterym byly transplantovany cCerstvé nezamrazené
buiky se spermatogeneze obnovila u obou dvou kohoutt, a to za 6 tydnt u jednoho a za 8
tydniit u druhého kohouta. Koncentrace spermii u jednoho z nich se dostala po 9 mésicich na
uroven jako pfed ozafovanim, tedy na koncentraci 1-2 X 10° spermii/ml. V ptipad¢ dvou
kohoutii ponechanych jako negativni kontrola, ktefi byli vystaveni ozarovani, ale nebyly jim

transplantovany zadné bunky, se spermatogeneze neobnovila ani u jednoho ze 4 jedincti.

5.1.3 Ovéreni u€innosti transplantace zamrazenych testikularnich bunék

U kohoutii, u nichz doSlo k obnoveni spermatogeneze, bylo piikro¢eno k umélé
inseminaci intravaginalni i intramagnalni. U Sesti z dvanacti kohoutti doSlo k vylihnuti
potomstva s genotypem darce. Celkem bylo ziskano 41 cernych nebo zihanych kufat. U
jednoho z pfijemci doSlo k ¢astecnému obnoveni jeho vlastni spermatogeneze a tedy
produkci potomkl jak s genotypem darce tak jeho vlastnich potomkd. U ostatnich péti
ptijemct byli ziskani potomci pouze s genotypem darce.

U obou dvou kohouti pozitivnich kontrol doslo k produkci potomstva. Celkem bylo

ziskano 47 kuftat, vSechny s genotypem darce.

5.2 Transplantace vybranych samcéich zarodeénych bunék

5.2.1 Detekce GFRa-1 pozitivnich bunék

Pomoci prutokové cytometrie jsme detekovali 2,8 % GFRa-1 pozitivnich bunék ve
smési testikularnich bun¢k dospélého kohouta. Z toho bylo 1,6 % haploidnich (spermatidy);
2,5 % diploidnich (spermatogonie); 39,3 % tetraploidnich (spermatocyty) a 76,8 % SP (side
population) bun¢k.

5.2.2 Obnova spermatogeneze u prijemcu

Pred zacatkem experimentu, tedy jeSté pfed zahajenim ozatfovani, se koncentrace
spermii v ejakulatu pfijemct pohybovala okolo 2 - 4 x 10%ml. Po zahjeni ozafovani
koncentrace prudce klesala az na nulu a za 5 tydn po poslednim ozafovani byli kohouti
piijemci 1 negativni kontroly hodnoceni jako azospermicti. Osm tydnii po transplantaci jeden

z ptijemcu zacal produkovat spermie. Koncentrace spermii v ejakulatu se nasledujicich sedm
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tydni zvySovala aZ na troven, ktera byla dostate¢na pro umélou inseminaci (miniméln& 10’
spermii/ml). U druhého pfijemce se bohuzel za sledované obdobi nepodafilo prokazat
pfitomnost spermii. U obou kohoutti, kteii slouzili jako negativni kontrola, nebyla

zaznamenana zadna produkce spermii.

5.2.3 Ovéreni ucinnosti transplantace GFRa-1 pozitivnich bunék

Plodnost piijemce s obnovenou spermatogenezi byla prokézana ziskdnim potomstva
s genotypem darce. Od celkem 6 slepic bylo po umélé inseminaci ziskano 190 vajec. Pouze
20 z nich (10,5 %) bylo oplozenych a 15 z nich se vylihlo (75 % lihnivost). Z 15 vylihnutych
kutat bylo 12 ¢ernych nebo zihanych a 3 kufrata bila.

6. DISKUZE
6.1 Kryokonzervace a transplantace testikularnich bunék

Cilem tohoto experimentu bylo jednak ovétit schopnost zamrazenych testikularnich
bun¢k obnovit po pfenosu z plodného dérce do varlat neplodného pfijemce spermatogenezi a
dale porovnat G¢innost pienosu pii pouziti dvou riznych kryoprotektiv — DMSO a Biofreeze.

U savcl existuje mnoho studii, ve kterych se podafilo zamrazit testikularni nebo
vybrané spermatogonidlni buniky, které po pienosu do sterilniho pfijemce byly schopné
obnovit alesponl ¢asteCné spermatogenezi (Avarbock et al., 1996; Ogawa et al., 1999;
Dobrinski et al., 1999; Dobrinski et al., 2000; Nagano et al., 2001; Izadyar et al., 2002;2003).
Experimentll s transplantaci zamrazenych testikularnich bun€k a néslednym ziskdnim
potomki s genotypem darce je ale jak u savcu tak u ptakti velmi malo (Shinohara et al., 2002;
Kanatsu-Shinohara et al., 2003c; Lee et al., 2013).

U ptaki bylo prozatim dosaZzeno uspéchu pouze pii prenosu zamrazené testikuldrni
tkan¢ (Song et Silversides, 2007b). Tito autofi odebrali testikularni tkan jednodennim
kutatim, zamrazili ji pomoci DMSO a po rozmrazeni transplantovali do bfiSni dutiny
jednodennich vykastrovanych kufat. Dospéli kohouti byli v 11 mésicich utraceni a spermie
ziskané z testikularni tkan¢ byly pouzity na intramagnalni inseminaci. Vysledkem bylo
ziskani potomstva s genotypem darce. Tento experiment pfinesl obrovsky pokrok na poli

kryokonzervace ptaci testikularni tkdn€. OvSem pro uchovani genetickych zdrojii neni tato
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metoda vhodnd, protoze je zaloZena na jednodennich kutatech. Pro zachovné programy mayji
smysl metody zalozené na vyuzivani dospélych jedincti. Nevyhodou je i fakt, ze spermie
nutné k produkci potomstva, je mozné ziskat az vyjmutim transplantatt a tedy zabiti piijemce.
Mnozstvi takto ziskanych spermii sta¢i jen na né€kolik malo potomka. Oproti tomu nas
transplanta¢ni model (Benesova et al., 2014 —viz pfiloha 1), ve kterém vyuzivame dospélych
darct i pfijemcti, neni ¢asové tolik naro¢ny, protoze odpada doba, kdy je nutné cekat na
pohlavni dospélost samct. Dale v piipadé, ze dojde u piijemce k obnoveni spermatogeneze,
tento jedinec je schopen produkovat zral¢ spermie, které lze ziskat jednoduSe odbérem
Vv pravidelnych intervalech a naslednou umélou inseminaci nebo dokonce pfirozenym pafenim
lze ziskavat potomky po dlouhou dobu. V nasi studii se podafilo ziskat potomky pomoci jak
intramagnalni, tak intravagindlni inseminace, coz je méné invazivni zplisob. V neposledni
fad¢ je nutné zminit, ze v ptipadé, Ze by se jednalo o zachranu né&jakého vzacného druhu nebo
plemene s malou chovnou zakladnou, neni nezbytné nutné odebirat darcovské bunky az po
smrti darce, jako to délame v naSich experimentdlnich podminkach. Darci by bylo mozné
chirurgicky odebrat pouze jedno varle a druhé mu ponechat nebo provést biopsii a odebrat
pouze malou Cast tkan¢, takze by mohl dal produkovat spermie a mit dal$i potomky.
Z jednoho varlete kohouta lze bez problému pfipravit bunky pro pfenos do minimalné 10
piijemcu.

V tomto experimentu jsme odebrali testikularni tkan od Sesti Cernych kohoutd,
izolovali testikularni buniky a po zamrazeni a rozmrazeni jsme je aplikovali do varlat 24
bilych ptijemci. Polovina pfijemct zamrazenych testikularnich bunék obnovila béhem osmi
tydnll po transplantaci spermatogenezi. Ctvrtina pifjemcti zamrazenych testikularnich bunék
dosadhla dostatecné urovné spermatogeneze pro oplozeni vajicka a produkovala potomky s
genotypem darce. Pro mrazeni a transplantaci bun¢k byla pouZita smés Cerstvé izolovanych
bun¢k bez dalsi selekce. Trefil et al. (2006) dosahli po ptfenosu takovéto smési testikularnich
bunék obnovy spermatogeneze také u poloviny piijemct, ovSem s nezamrazenymi buiikami.
Procento piijemct produkujicich potomky s genotypem darce bylo dokonce jesté nepatrné
niz8i, a to 20 % v piipad¢ transplantace bunék od dospélych darci a 22 % v ptipadé
prepubertalnich déarct. To, Ze ucinnost pfenosu zamrazenych bun¢k je vyss$i nez pienos
Cerstvych bunék je pravdépodobné zplisobena tim, Ze zatimco Trefil et al. (2006) injikovali do
jednoho varlete cca 10* -10° bungk, v tomto experimentu bylo injikovano miniméaln& 5 x 10°
bunck.

DalSim divodem pro rozdilné vysledky téchto dvou studii miize byt fakt, ze zatimco

Trefil et al. (2006) pouzili jako darce bunék vyhradné inbredni kohouty, my jsme pouzili
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navic jednoho kohouta plemene hedvabnicka (BS). Buiniky od tohoto darce byly ihned po
izolaci injikovany do dvou neplodnych kohouttt WL — pozitivnich kontrol a dale zamrazeny a
po rozmrazeni injikovany do dalSich ¢ty neplodnych kohouti WL. Spermatogeneze se
obnovila u obou kohout s transplantovanymi ¢erstvymi buitkami a u dvou ze ¢tyi piijemct
zamrazenych bunék od tohoto darce. Od vsech ¢tyfech kohoutti s buitkami od déarce BS, ktefi
obnovili spermatogenezi, byli ziskani potomeci jiz za pét mésicli od operace, tedy mnohem
diive nez u piijemct bunék od inbrednich darcti. Viabilita bunék BS dosédhla po rozmrazeni
také mnohem lepSich vysledkl. Pfi pouziti kryoprotektiva DMSO byla viabilita 40 % a pii
pouziti Biofreeze dokonce 48,6 %. Tyto vysledky naznacuji, ze BS je pro kryokonzervacni a
transplantacni pokusy moznd nadéjnéjs$i nez doposud pouzivané imunokompetentni linie
(Trefil et al., 2006; 2010; Mucksova et al., 2013). Toto plemeno ma n¢kolik specifickych
vlastnosti jako je ¢ernd klize, maso a kosti, namodralé uSnice, opefené¢ bchaky a pét prstil.
Ptesto, Ze je natolik rozdilné a geneticky vzdalené od bézné chovanych plemen, nedochazi po
transplantacich k rejekci jeho bunék a zda se byt tudiz vhodnym modelovym zvifetem pro
experimenty s uchovanim genetickych zdroji a variability.

Na zamrazeni bunék byla pouzita dvé riznd mrazici media — jedno sbé&zné
pouzivanym kryoprotektivem DMSO a dale komeréni mrazici medium uréené pivodné pro
somatické buniky. Dvanact kohoutll dostalo buiiky zamrazené pomoci DMSO a dvanact
kohoutti bunky zamrazené pomoci Biofreeze. Celkem obnovilo spermatogenezi dvanact
pfijemct — osmi z nich byly transplantované buiky zamrazené v DMSO a ¢tyfem z nich
buiiky zamrazené v Biofreeze. Potomstvo bylo ale ziskano od tfi kohout s transplantovanymi
buiikami v DMSO a od stejného poc¢tu kohoutt s transplantovanymi buiikami v Biofreeze.

Viabilita bunék po rozmrazeni se u obou kryoprotektiv pohybovala v rozmezi 9 — 48,6
%. Primérna viabilita u bun¢k zamrazenych pomoci DMSO byla 24,9 % a 27,8 % pomoci
Biofreeze. Statisticky nebyl nalezen Zadny rozdil mezi témito dvéma kryoprotektivy. Jak je
patrno z tabulky 3 (Ptiloha 1), minimalni viabilita po rozmrazeni byla 9,4 % u darce Cislo 3 za
pouziti mrazictho media Biofreeze a 10,6 % u darce ¢islo 2 za pouziti DMSO. Ani jeden
zZ piijemct téchto bun¢k neobnovil spermatogenezi, coz nasvédcuje tomu, Ze mrazeni piezilo
pouze velmi malo kmenovych bunék, které nestaCily na osidleni semenotvorného epitelu.
Naptiklad Ogawa et al. (1999) uvadi pii pouziti DMSO pii mrazeni kiecCich testikularnich
bunék viabilitu po rozmrazeni 43 %, Dobrinski et al. (1999) dokonce 63 az 82 % viabilitu po
rozmrazeni u krali¢ich a psich buné¢k, Izadyar et al. (2002) 70 % u bunék byki. V téchto
experimentech se ale vzdy jednalo o sav¢i buiiky, navic vysledky byly hodnoceny jinymi

metodami a nelze je tedy porovnavat s naSimi vysledky. I pifes pomérné nizkou viabilitu
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bun¢k po rozmrazeni jsme dosahli nejen obnovy spermatogeneze ve varlatech piijemcd, ale 1

vylihnuti potomk s genotypem darce u 25 % piijemcu.

Timto experimentem jsme dokazali, ze 1ze zamrazit kohouti testikuldrni buiiky a po
rozmrazeni a nasledné transplantaci bun¢k lze ziskat potomky s genotypem darce s pomérné
vysokou ucinnosti. Tato metoda muiize slouzit vedle kryokonzervace spermii k uchovéni
genetickych zdroji v zachovnych programech. Kromé toho je tato metoda i cennym

nastrojem pro transgenezi.

6.2 Transplantace vybranych samcich zarodeénych bunék

Pfitomnost GFRa-1 receptoru byla jiz dfive prokazana v semenotvorném epitelu
mysi, potkana a ¢lovéka (Davidoff et al., 2001; Dettin et al., 2003; Fouchécourt et al., 2006;
He et al., 2010). Na zaklad¢ pozorovani Hofmann et al. (2005), ktefi prokazali pfitomnost
tohoto receptoru na povrchu specifické populace spermatogonidlnich bunck u mysi, byl
GFRoa-1 vybran jako kandidatni marker pro identifikaci kufecich spermatogonialnich bun¢k.

V nasi laboratofi jsme zjiStovali pfitomnost a expresi GFRa-1 receptoru na kutecich
testikularnich bunkéach. Pomoci pritokové cytometrie jsme detekovali 2,8 % GFRa-1
pozitivnich bun€k ve smési testikularnich bunék dospélého kohouta. Z toho bylo 1,6 %
haploidnich (spermatidy); 2,5 % diploidnich (spermatogonie); 39,3 % tetraploidnich
(spermatocyty) a 76,8 % SP bunck. SP je specifickd populace testikularnich bunék, ktera je
analyzami pritokové cytometrie detekovana na pomezi haploidni a diploidni populace bunék.
SP bunky maji nékolik morfologickych vlastnosti stejnych jako spermatogonidlni kmenové
bunky u kufat, jako je velikost a typ jadra, zrnitost cytoplasmy a lokalizace uvnitf
semenotvornych kandlk. Kromé toho maji SP bunky schopnost se zbavovat ptidanych
fluorescencnich barviv ve vétsi mife, nez ostatni populace bunék (Challen et Little, 2006). Z
analyzy prutokové cytometrie vyplynulo, Ze GFRa-1 pozitivni buniky se vyskytuji v n€kolika
populacich testikularnich bunék. Nejvétsi procento bylo zastoupeno pravé u SP populace
bunék (76,8 %). Lze se tedy domnivat, Ze GFRa-1 receptor je vysoce specificky pro kmenové
spermatogonie, ale nikoli vyhradné pro tento typ bunck. BohuzZel prozatim neexistuji Zadna
spolehlivda morfologickd kriteria nebo jednozna¢né povrchové markery k urceni

spermatogonidlnich kmenovych spermatogonii a kjejich odliSeni od ostatnich
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spermatogonidlnich kmenovych bunék. Pfesny pocet transplantovanych kmenovych
spermatogonii tedy nelze odhadnout.

Pfesto je jasné, Ze urCity pocet spermatogonialnich kmenovych buné€k se podafilo
uspeésné transplantovat, protoze od piijemct bylo ziskano potomstvo s genotypem darce.
Celkem se vylihlo 15 kutat, z nichz 12 bylo ¢ernych nebo zihanych a 3 kufata byla bila.
Z dosazenych vysledktl je patrné, ze transplantované GFRa-1 buiiky ¢erného kohouta darce
byly schopné osidlit semenotvorny epitel pfijemce a obnovit spermatogenezi. Sterilizace
piijemce ale nebyla kompletni, protoze kromé cernych nebo zihanych kutat se vylihla i tii bila
kufata, ktera jednozna¢né nepochazeji od darce. Ve varleti piijemce tedy doslo k produkci
spermii jak od darce, tak od pfijemce. Pfijemcovy buiiky ale byly v mensin¢, protoze od
ptijemce pochazelo 20 % kufat, kdezto od darce 80 % kufat. Tato ¢isla jasné ukazuji na lepsi
vysledky pfi pouziti GFRa-1 pozitivnich selektovanych testikularnich bunék, nez pii pouziti
c-Kit pozitivnich bunék v diivéjsim experimentu (Trefil et al., 2010). Autofi v experimentu
s c-Kit obohacenou suspenzi testikularnich bunék dosahli obnovy spermatogeneze u dvou ze
sedmi ptijemct a pouze 24 % potomkil pochazelo z bun¢k dérce. U téchto dvou experimentl
vsak byly pouzity buniky od darct rtizného staii a pocet piijemci byl omezeny. Piesto se lze
domnivat, ze transplantace GFRa-1 pozitivnich bun¢k je ucinngjsi a vhodnéj$i metoda pro

prenos spermatogonidlnich bun€k a tedy i pro uchovani genetickych zdroji u ptaka.
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7. ZAVERY A DOPORUCENI

V prabehu fesSeni disertacni prace byly testovany nasledujici hypotézy:

1.

Pomoci zamrazenych testikularnich bunék lze po transplantaci do varlat piijemcii
obnovit spermatogenezi a produkovat potomstvo s genotypem darce.
Pomoci vybrané populace samcich zarodecnych bunék lze po transplantaci do varlat

piijemcl obnovit spermatogenezi a ziskat potomstvo s genotypem darce.

Pro ovéteni hypotézy 1 bylo dosazeno téchto dil¢ich vysledki:

Ptiprava pfijemct na transplantaci darcovskych bunék prostiednictvim lokalniho
ozatrovani varlat

Izolace testikularnich buné¢k metodou dvoustupiiového traveni

Ovéfeni Dimethylsulfoxidu jako ucinného kryoprotektiva pro dlouhodobé uchovani
testikularnich bun¢k u kohoutti

Vyvoj zamrazovaciho protokolu vyuzivajiciho kryoprotektivum Biofreeze

Porovnani kryoprotektiv Dimethylsulfoxidu a Biofreeze prostfednictvim viability
bunék po rozmrazeni a pomoci transplantace zamrazenych bunék

Transplantace zamrazenych bun¢k do varlat neplodnych piijemct

Obnova spermatogeneze u 50 % piijemct zamrazenych bunék

Ziskani potomkt s genotypem darce od 25 % piijemcti zamrazenych bun¢k

V ramci ovéfovani hypotézy 2 se podatilo dosdhnout mimo vyse zminénych vysledkii dale:

Piipravy rekombinantniho kufeciho GFRa-1 proteinu

Ziskani polyklonalni protilatky proti kufecimu GFRa-1 proteinu pomoci imunizace
mysi

Detekce GFRa-1 receptoru u riznych populaci testikularnich bunék

Selekce GFRa-1 pozitivnich bun¢k a tim obohaceni smési testikularnich bunék o
spermatogonialni bunky

Transplantace GFRa-1 pozitivnich bunék do varlat neplodnych ptijemct

Obnova spermatogeneze u jednoho piijemce GFRa-1 pozitivnich bun€k

Ziskani potomki od jednoho ptijemce GFRa-1 pozitivnich bun¢k

Jednim ze dvou hlavnich cila této disertacni prace bylo ovéfit, zda po transplantaci

zamrazenych testikularnich bunék do varlat neplodného kohouta dojde k obnoveni
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spermatogeneze a ziskani potomstva. U poloviny piijemcii doslo k produkci zralych spermii a
u Ctvrtiny piijemci dokonce k vylihnuti kurat, kterd byla jednoznacné potomky darcii bunék.
Prace se zabyvala porovnanim dvou kryoprotektivnich latek - bézné pouzivaného
kryoprotektiva Dimethylsulfoxide a komercniho preparatu Biofreeze. Mezi témito dvéma
kryoprotektivy nebyl prokdzan rozdil ani ve viabilité bunék po rozmrazeni ani ve schopnosti
rozmrazenych bunck osidlit semenotvorny epitel neplodnych piijemct. Timto experimentem
bylo jasn¢ prokazano, ze testikularni buiikky dospélého kohouta jsou schopné piezit
dlouhodobé¢ skladovani v tekutém dusiku a po rozmrazeni a pienosu do varlat obnovit plné¢
spermatogenezi neplodnych kohouta.

Pro zvySeni G¢innosti experimenti doporuc¢ujeme optimalizovat zamrazovaci protokol
pro testikularni buniky, zejména pak zamrazovaci protokol vyuZzivajici komeréni preparat
Biofreeze. Jak uvadi vyrobce, toto medium neobsahuje Dimethylsulfoxide, ktery je znamy pro
svou vysokou toxicitu k buiikam. Uginnost transplantaci by bylo mozné zvysit také injekci
vétsitho mnozstvi darcovskych bunék. Zajimavé vysledky by mohl pfinést i experiment
srovnavajici vliv véku darcii a piijemcil.

Metoda kryokonzervace a transplantace testikularnich bunc¢k by mohla slouzit jako
alternativa k uchovani spermii ohrozeného plemene ¢i druhu. Bunky takového vzacného
jedince by mohly byt odebrany biopsii a zamrazeny v kryobance po neomezen¢ dlouhou dobu

a po rozmrazeni preneseny do varlat blizkého druhu nebo jiného plemene.

Druhym cilem této disertacni prace bylo identifikovat GFRa-1 pozitivni bunky ve
varleti kohouta a pomoci nich obohatit suspenzi darcovskych buné€k o spermatogonialni
bunky. Ac¢koli byl receptor GFRa-1 identifikovan v nejvétsi mife u SP populace bunék, ktera
je pravdépodobné nejbohatsi na kmenové spermatogonie, kromé toho byl identifikovan také u
tetraploidnich zarodecnych bun€k a v menSi mife i u haploidnich bunék. Z dosaZenych
vysledki je ziejmé, ze GFRa-1 receptor neni uzce specificky vyhradné pro kmenové
spermatogonie u kohoutil. Piesto se podatilo pomoci vybrané populace GFRa-1 pozitivnich
bunék obnovit u jednoho pfijemce spermatogenezi a ziskat od n&j potomky. Uginnost tohoto
experimentu nelze ale objektivné srovndvat s predchozimi experimenty, protoze nebylo
pouzito dostate¢né mnozstvi ptijemci.

Unikatni marker typicky pouze pro kmenové spermatogonialni buiikky nebyl objeven
prozatim ani u savci. Reseni predstavuje pouziti kombinace nékolika kandidatnich markerti.
Nutno ov§em podotknout, Ze jakdkoli manipulace se zdrode¢nymi buiikami po izolaci hrubé

smési testikularnich bunék snizuje jejich zivotnost a Sanci na osidleni semenotvorného
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epitelu. Pro ucely uchovani genetickych zdroji se tak prozatim zda byt i¢innéjsi transplantace

neselektované populace testikularnich bunék.
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