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‘Zéidsady pro vypracovani:

Spermatogonie a cogonie typu A jsou zirodefné kmenové buiiky specializované pro tvorbu
gamet, tedy spermii a vaji¢ek. Tyto bufiky je moZné izolovat z juvenilnich gonad, pfipadné
rozmnozovat ve formé tkanové kultury, a transplantovat do recipienta stejného nebo piibuz-
ného druhu ryby. Recipient po zaélenéni téchto bunék do gondd pak v dospélosti produkuje
gamety donora. Takovy organizmus potom oznafujeme terminem chiméra zérode¢né linie
(germ-line chimera).

Prvnim a hlavnim poZadavkem pro zvladnuti techniky transplantace spermatogonii a oogonii
je zvlAdnuti metody izolace téchto bunék. Izolované buiiky se poté znaéi fluorescentem, kviili
jejich sledovani v recipientovi po transplantaci. Bufiky miiZeme transplantovat mikroinjikaci
do larvy nebo injikaci do gondd juvenila ¢ dospélce napf. pfes pohlavni papilu.

Tato technika miZe byt pouZita pro kryokonzervaci a zichranu ohroZenych nebo vzacnych
druhti ryb, jejichZ spermatogonie nebo oogonie miizeme transplantovat do pfibuznych, ale
béznéjsich druhd ryb.

Cilem této prace bude popis izolace zarodeénych kmenovych bunék a jejich transplantace do
recipienta.
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1. Uvod

Na svété existuje mnoho druhti ryb, které pisobenim lidské ¢innosti vyhynuly nebo
k vyhynuti nemaji daleko, nedojde-li ke zménam pfistupu v chovani k Zivotnimu
prostiedi a rybam jako takovym. Jednim z mnoha téchto divodu je intenzivni legalni a
ilegalni rybolov, ktery v kombinaci s dlouhou dobou pohlavniho dozravani u nékterych
druhii ryb, zplsobuje rapidni ubytky téchto populaci, naptiklad u vyzy velké (Huso
huso) ¢i jinych druht jeseterovitych ryb. V dusledku sniZzovani stavi téchto ryb dochazi
také k zuzeni genetické wvariability téchto druhi. Manipulace se zarodecnymi
kmenovymi bunkami, nam nabizi nastroj pro zefektivnéni reprodukce a konzervaci
ohrozenych druhii ryb. Tyto buniky je mozné zmrazovat v tekutém dusiku a uchovévat
tak genetickou informaci, jak samciho tak i samiciho pohlavi. Mlze tak vzniknout
genovd banka, jak ohrozenych tak 1 komeréné chovanych druhii ryb. Vybérem
vhodného recipienta pro transplantaci téchto zarode¢nych bun€k pak miizeme vyuzit
jeho potencial k efektivnimu rozmnozovéni cilového druhu. V pfipadé, ze bude vybran
recipientni organismus napiiklad s krat$i dobou dozravani pohlavnich organti, mizeme

signifikantné zkratit generacni interval darce zarodecnych bunék.

Cilem této prace byla aplikace technik manipulace se zarodeénymi bufikami na
nejohroZenéjsi skupinu Zivo€ichil na zemi, jesetery. Jako darce zarodecnych bunck byl
zvolen jeseter sibifsky (Acipenser baerii), ktery spada podle Cervené knihy ohroZenych
druhti do skupiny ohroZenych a ktery dozrava v zavislosti na populaci az okolo 20 let.
Recipietem byl pak jeseter maly (Acipenser ruthenus), dozravajici jiz béhem 4-5 roku
zivota. Podle mého nazoru miiZze tato prace pfispét k doplnéni znalosti o dané
problematice a piinést cenné vysledky, jez mohou byt nésledné vyuzity k dalSimu

zkoumani v této oblasti a uplatnéni ziskanych poznatkl v praxi.



2. Literarni reSerse

2.1. OhroZeni ryb ve svété

OhrozZeni ryb v ramci Ceské republiky i v ramci svéta je zptisobeno vice faktory,
které je tfeba si uvédomit a snazit se je optimalnim zplisobem minimalizovat. Nize
jsou uvedeny nékteré znich (migracni pickazky a Gpravy toku, zneCiSténi vod,
nadmérny moisky rybolov a pytlactvi), které ovliviiuji soucasny stav rybich populaci
a maji tak dopad na to, zda se n€které druhy ryb stanou kriticky ohrozenymi ¢i nikoli.
Diilezité je si uvédomit, ze u druhli u nichz bude mozné v budoucnu zvysit efektivitu
reprodukce napiiklad pomoci transplantace zarode¢nych bunéck, bude také dilezité
navracet je do prostfedi, ve kterém jiz budou minimalizovany pficiny, které zpusobily

soucasny nepiili$ vysoky stav dané rybi populace.
2.1.1. Migracni prekazky a tpravy toku

S rozvojem moderni spolecnosti se v 19. a hlavné 20. stoleti zacaly budovat na
tocich migracni prekazky. Mezi né mtizeme zahrnout hlavné piicné vodni stavby, jako
jsou naptiklad jezy, stupné, malé vodni elektrarny, piehrady ¢i zdymadla (Raplik et al.,
1989). Ve starsi legislativé nebyla zahrnuta nutnost budovat u téchto staveb rybi
prechody, a tak se Casto tyto stavby stdvaly pro ryby a jiné vodni zivoCichy
neptekonatelné (Krdlovd, 2001). Na nasem uzemi tyto stavby zplsobuji znemoznéni
anadromni 1 katadromni migrace nékterych druhl ryb, jako je napfiklad kriticky
ohrozeny uhof ti¢ni (Anquilla anquilla), jehoz vytérova migrace do Sargasového moie
je z velké casti omezena mnozstvim pichrad a malych vodnich elektraren. Ptirozeny
zpétny navrat juvenilnich thotd — tzv. monte — do nasSich fek je jiz ze stejného divodu
nemozny a musi probihat cilenou leteckou piepravou do vnitrozemskych oblasti.
Z dalsich druht, které jiZz také nemaji moznost na nase izemi migrovat, je losos obecny
(Salmo salar), ale diky programu Losos 2000 je jeho vyskyt ¢asteéné obnoven na
dolnim toku Labe. Omezeni migrace ryb je znaénym problémem i v jinych zemich svéta

(Lusk et al., 2014).

Dalsimi diivody, které ohrozuji rybi populace, jsou necitlivé tpravy vodnich toki.
Mezi néz patii narovnani meandrujicich tokli, ¢imz se zkrati jejich délka. Upravovani
ficnich bfehil za pomoci nejriiznéjSich opevnéni, které vétSinou snizuji mnozstvi

piirozenych Ukrytil pro ryby 1 jiné vodni Zivocichy. OdtéZeni pfirozenych sedimenti a
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zahloubeni koryta, coz mize znamenat zanik pfirozenych trdlist a omezeni mnoZstvi

ptirozené potravy (Pokorny, 2009).
2.1.2. OhrozZeni ryb znecisténim vody

ZvysSujici se intenzita primyslové a zemédélské vyroby spolu se zvysujici se
zivotni urovni obyvatelstva s sebou nese vyssi produkci odpadnich vod. Problémy se
zacaly stupiiovat s nastupem pramyslové revoluce a pak piredevsim v druhé poloviné 20.
stoleti (Kux, 1956, Lusk & Holcik, 1998). ZneCisténi povrchovych vod je v ramci
Evropy jiz v soucasné dob¢ z vétsi ¢asti eliminovano za pomoci Cistiren odpadnich vod.
V Ceské republice doslo k nejvétsimu zlepdeni stavu po zméné politického rezimu, kdy
se zacaly uplatnovat ptisnéjsi legislativni opatfeni vztahujici se k vypousténi odpadnich

vod (Velisek et al., 2014).

I ptes zlepSujici se primérnou kvalitu se nese ve vodach dédictvi minulosti, jako
napiiklad v sedimentech usazené tézké kovy ¢i polychlorované bifenyly, jez se
kumuluji u ryb v tucich (Harvey et al., 1974; Laws, 1993, Svobodova et al., 1987). |
dnesni technologie Cistirenskych provozii nedokaZzou zachytit v§echny znecistujici latky
jako napfiiklad hormonalni slou¢eniny a farmaka, ktera na ryby maji feminizac¢ni t¢inek
(Routledge et al., 1998; Thorpe et al., 2000; Ying et al., 2002). V dne$ni dobé je
nejcastéjsi pficinou thynu ryb biologické znecisténi a jim zptisobeny kyslikovy deficit.
Dal$im nebezpeénym ukazatelem je koncentrace amoniaku NH3 ktery je toxi¢téjsi nez
NHs. Havarijni thyn ryb mtiZe také zptsobit Uinik nejriznéjsich chemickych latek, jako
jsou kyanidy, tenzidy, pesticidy aj. Na kvalit¢ vody a proménlivosti jejiho chemického
slozeni zavisi preziti konkrétniho vodniho ekosystému a pestrost druhového spektra ryb
zijicich v ném. Spatna kvalita vodniho prostiedi v minulosti zapfi¢inila tstup celych
populaci citlivéjsich druhl ryb a napomohla v kombinaci s ostatnimi faktory k jejich
ohrozeni (Velisek et al., 2014).

2.1.3. Nadmérny moi'sky rybolov

Podle moiskych biologi, je dnes nadmérny motisky rybolov jednou z nejvétsich
hrozeb pro motské ekosystémy. Diky nadmérnému motskému rybolovu casto dochazi
k odloveni vé&tsi casti populace, ktera se poté neni schopna piirozené¢ obnovit
(http://www.oceansentry.org/lang-en/overfishing/campaign.html,  2015).  Pokrocila

technologie rybolovu a zvySend poptavka po rybim mase a rybach obecné vedla
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K zintenzivnéni rybolovu, coz zpusobilo, zZe n€¢kolik moiskych druhd ryb je na pokraji
vyhynuti nebo je uvedeno v  Cervené knize  oOhrozenych  druhd
(http://www.iucnredlist.org/search, 2015). V dlouhodobém horizontu, muZze mit
nadmérny motsky rybolov velmi negativni dopad na oceanska spolecenstva, protoze
destabilizuje potravni fetézce a ni¢i pfirodni stanovist¢ mnoha vodnich organismi
(http://www.oceansentry.org/lang-en/overfishing/campaign.html, 2015).

Lovna zafizeni jsou Casto neselektivni, a proto velmi Casto dochéazi k tomu, ze
Vv sitich uviznou i druhy, které nejsou cilené loveny jako naptiklad, moiské zelvy, savci
¢i hlavonozci a dochazi tak k jejich ahynu (http://www.greenpeace.org.uk/oceans/
problems/bycatch-wasteful-and-destructive-fishing, 2015). Napiiklad, na kazdou tunu
ulovenych krevet se tfi tuny jinych organismii usmrti a vyhodi. FAO poukazalo na to, Ze
asi 25 % svétove ulovenych ryb na mofi je hozeno pies palubu. Jelikoz jsou uloveny
neumyslné, jsou nelegalnimi druhy na trhu, nebo jsou podiadné kvality a velikosti.
Mnoho timto zpGsobem ulovenych ryb patii k ohrozenym anebo nepfili§ vyuzivanym
druhlim. Z netmysIné ulovenych moiskych Zivocichli se nakonec 95 % vyhodi
(http://www.oceansentry.org/lang-en/overfishing/campaign.html, ~ 2015).  Vedlejsi
ulovek neni omezen jen na pravé nezadouci druhy ryb, ale ovliviiuje vSechny druhy
moftského spolecenstva, véetné velryb, delfini, lachtanti, albatrosii a Zelv. Naptiklad lov
tundkl je nepiimo zodpovédny za Uhyn odhadem jednoho milionu Zralokli ro¢né
v disledku pouzivani neselektivnich siti  (http://www.greenpeace.org.uk/oceans/
problems/bycatch-wasteful-and-destructive-fishing, 2015).

Vzhledem k tomu, Ze rybolov je zdrojem potravy pro miliony lidi pfedev§im
Z rozvojovych zemi, neni snadné jeho objem snizovat. Nicménég, védci a Vybor OSN
pro udrzitelny rozvoj volaji po zdlraznéni dilezitosti ptisnéjSich piedpist z oblasti
rybolovu v oceanech a vnitrozemskych vodach (http://www.un.org/events/tenstories/06
/story.asp?storylD=800#, 2015). Udrzitelny rybolov bude muset byt nutnosti pro
restabilizaci pobfeznich ekosystémil.

Tento negativni vyvoj populaci ryb v mofich a ocednech do znacné miry umoziluje
rozvoj sladkovodnich i mofskych akvakulturnich systémi. Tyto systémy, zvladnutim
reprodukéni biologie jednotlivych druh@ ryb, mohou napomoci ke sniZeni nutnosti
jejich lovu na volném mofi. Transplantacni techniky by mohly znamenat zefektivnéni
reprodukce u dlouhoveékych druhi ryb jako je naptiiklad tundk obecny (Thunnus

orientalis) ¢i jeseteroviti (Acipenseriformes).
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2.1.4. Pytlactvi

DalSim faktorem, jez ma negativni dopad na velikost populaci ryb je pytlactvi.
Tento problém nabyva na vyznamu piedev$im v chudSich regionech. Jednou z velmi
ohroZenych skupin ryb vlivem pytlactvi jsou jeseteroviti a to hlavné¢ kvuli produkci
kaviaru.

Cerny kaviar je jednou z nejhodnotnéjsich rybich komodit. Poptivka po tomto
produktu v minulém stoleti vyrazné stoupala, ¢imz se zvysil jak legalni tak ilegalni
rybolov (Ludwig, 2008). Nejzranitelnéjsi oblasti vyskytu jeseterd je euroasie v oblasti
tmoii Cerného, Kaspického a Azovského moie (De Meuleaer & Raymakers, 1996;
Pikitch et al., 2005).

Nejkriti¢téjsi situace nastala u vyzy velké v Kaspickém mofi a v povodi Volhy zde
byly jeji populace témét vyhubeny (De Meuleaer & Raymakers, 1996). Podobna situace
nastala i u tfi dalSich druhti. Prvnim z nich je jeseter rusky (Acipenser gueldenstaedti),
dalsimi pak jeseter persky (Acipenser persicus) a jeseter hvézdnaty (Acipenser
stellatus). Dochazi u nich ke snizovani pocetnosti populaci, i piestoze probihaji jejich
reintroduk¢ni chovy (Pikitch et al., 2005). V roce 1998 doslo kvili neutésené situaci k
zatazeni viech druhii jeseteri do piiloh Umluvy o mezindrodnim obchodu s ohrozenymi
a volné Zijicimi druhy Zivo€ichil a plané rostoucich rostlin — CITES. Dilezita je vSak

ochrana pfimo na misté¢ vyskytu a potirani pytlackych gangt.

2.1.5. Kriticky ohroZené druhy ryb

Obecné Ize kategorii kriticky ohrozeny druh (C1) charakterizovat jako organismus
bezprostiedné ohroZeny vyhubenim, pifeZivajici jen na né€kolika lokalitich v malém

poctu jedinct (Barus et al., 1989).

Mezi kriticky ohrozené druhy ryb podle Cervené knihy patii celkem 37 %
doposud zmapovanych druhti Zivoc¢ichl a rostlin. Mezi kritické druhy fadime i 16 druha
jesetert jako napftiklad jesetera jihoCinského (Acipenser dabryanus), jesetera ruského,
jesetera severniho (Acipenser mikadoi), jesetera perského ¢i vyzu velkou jak jiz bylo
zmin€no vyse. AvSak pomoci experimentll se zarodecnymi bunkami bychom mohli
alespon nékteré druhy, kdyz uz ne zcela zachranit, tak alespon kryokonzervovat

v genovych bankach.
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2.2. Zarodecné buiky
2.2.1. Spermatogonie a oogonie typu A

Tyto buiky mizeme definovat jako pluripotentni nediferenciované kmenové
zarode¢né bunky, které zajistuji produkci gamet. Juvenilni jedinci se vyznacuji
enormnim mnozstvim spermatogonii (SG) i oogonii (OG) a prekurzorem téchto bunék
jsou embryonalni PGC neboli primordialni gonocyty. Téchto gonocytt je v embryu
pouze nékolik desitek (Alavi et al., 2008). Pokud se tyto buiiky pouzivaji
K transplantacim je dulezité je pied izolaci oznacit a to vpravenim fluorescencni sondy
do embrya pomoci sklenéné ultratenké jehly v raném stadiu vyvoje (Wong et al., 2011).
PGC se vyznacuji schopnosti migrace v obdobi embryonalniho vyvoje a néaslednym
osidlenim genitalni ryhy. PGC se do embrya vpravuji do blastodisku tedy jiz ve fazi
blastuly (Saito et al., 2011). Kompletni gametogeneze pak miize byt obnovena i za
pouziti jedného PGC (Saito et al., 2008). Jesetefi embrya jsou vSak ve fazi blastuly na
proto se injikuji pfimo do genitalni ryhy embrya ¢i gondd. Oba dva typy zarode¢nych
bun¢k jsou schopné po transplantaci do recipienta kolonizovat zarode¢nou ryhu
popiipadé gonady a diky jejich sexualni plasticité obnovit jak tvorbu jiker tak i spermii
v zavislosti na pohlavi recipienta (de Rooij et al., 1999; Ogawa et al., 2000; Ohta et al.,
2000; Okutsu et al., 2006; Saito et al., 2010). Z vySe uvedeného textu jsou patrné
vyhody a nevyhody uplatnéni PGC a SG/OG. Obecné lze fici, Zze u jeseteru je
manipulace se SG a OG snadnéjsi a je vhodna pro transplantace do jiz vykulenych larev
(Psenicka et al., 2012).

2.2.2. Gametogeneze

Spermie u ryb mizeme rozdélit do dvou typt. Prvnim typem jsou takzvané aqua
sperm, ty se vyskytuji u kostnatych ryb a mizeme fici, Ze se jedna o primitivngjsi typ
spermii. Druhym typem jsou spermie, u nichZ mizeme nalézt zcela vyvinuty akrozom.
Jedna se o chrupavcité druhy ryb, jako jsou veslonosi a jesetefi. Tyto spermie jsou
fylogeneticky blizké savéim spermiim, i pfestoZze se jednd o fylogeneticky starSi

skupinu ryb (Alavi et al., 2008).

Vyvoj spermii (spermatogeneze) se u ryb uskuteciiuje ve spermatocystach, které se

vyskytuji na bazalni membrané semenotvorné¢ho (urogenitalniho) kanalku. MizZeme je

14



definovat jako folikularni struktury vytvotené z bunéénych klont, které se nachazeji
V rizném vyvojovém stupni. Tyto bunky jsou odvozeny z jediné PGC. Sertoliho bunky
zabezpeCuji vyzivu pro zarodecné bunky a zaroven také zabezpecCuji samotnou

spermatogenezi (Kalt, 1976; Schulz et al., 2010).

oogonie mitdza

primarni oocyt
(oocyt |, Fadu)

palovetéliskao

oocyt 11, Fadu
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Obr.1.: Spermatogeneze a oogeneze. Prezvato z Bartova (2014).

2.2.3. Chiméry zarodecné linie

Braat et al., (1999) uvadi, Ze jako chiméru oznaCujeme jedince, ktery vznikl
spojenim urcitych ¢asti ¢i organli dvou ¢i vice jedinci. Chiméra zarodecné linie je
specidlni pfipad chimérismu, kdy se do embrya recipienta vpravi zarode¢né buiky
zdonora a tyto bunky se vném pak dale vyviji. Jako zarodeéné bunky uréené
k transplantaci slouzi PGC, SG ¢i OG.

Védci se uz néjaky €as snazi uplatnit tvorbu zarode¢nych chimér u ryb. U nékterych
druhti se jim to jiz podatilo, jako naptiklad u pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss)
ve studii Okutsu et al., 2006, tilapie nilské (Oreochromis niloticus) ve studiich Lacerda
et al., 2006; Lacerda et al., 2008; Lacerda et al., 2010; Lacerda et al., 2013; Farlora et
al., 2013, lososa masu (Oncorhynchus masou) ve studiich Okutsu et al., 2007; Okutsu et
al., 2008, gaviinovce patagonského (Odontesthes hatcheri) ve studii Majhi et al., 2009,
Nibei mitsukurii ve studiich Takeuchi et al., 2009; Higuchi et al., 2010; Higuchi et al.,
2011, dania pruhovaného (Danio rerio) ve studiich Kawasaki et al., 2010; Nobrega et
al., 2010; Wong et al., 2011, kranase japonského (Seriola quinqueradiata) ve studii
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Morita et al., 2012 a makrele japonské (Scomber japonicus) ve studiich Yazawa et al.,
2010; Yazawa et al., 2013. Tyto experimenty jsou blize popsany v kapitole 2.3.3.
transplantace SG a OG u ryb.

2.3. Transplantacni experimenty

2.3.1. Transplantace

Pojmem transplantace nepiedstavuje pouze moznost pienosu zarodecnych bunck,
ale rozumime ji také aplikaci pfedem separované tkané ¢i organu do téla jin¢ho
organismu. PovétSinou za jeji pomoci je nahrazovana Spatné fungujici ¢i poSkozena

tkan, poptipadé i cely organ (Horejsi & Bartunkova, 2009).

Podle ptivodu transplantatu, tedy ¢asti téla jiného organismu, ktery transplantujeme,
muzeme transplantace rozdé¢lit do nékolika skupin. Prvni znich jsou autologni
transplantace, pii kterych transplantovana tkan ¢i organ je ziskan od stejného jedince,
do které¢ho je nésledn¢ transplantovan (Horejsi & Bartiinkova, 2009). Autotransplantat,
je poté aplikovan bud’ na stejné ¢i obdobné misto, ale vzdy u stejného organismu.
DalSimi jsou transplantace syngenni a alogenni. Syngenni transplantace zahrnuji
transplantace, u kterych jsou donor i recipient geneticky shodni. Mezi takovéto
organismy muzeme zafadit imbredni linie popfipadé i jednovajec¢na dvojcata. Oproti
tomu pokud jsou donor a recipient geneticky odlisni, tak tuto transplantaci oznacujeme
jako alogenni, pofad vsak jde o jeden druh zivocicha. (Farlora et al., 2013; Kawasaki et
al., 2010; Lacerda et al., 2006; Lacerda et al., 2008; Lacerda et al., 2010; Lacerda et
al., 2013; Morita et al., 2012; Nobrega et al., 2010; Okutsu et al., 2006; Takeuchi et al.,
2009; Wong et al., 2011).

Kdyz provadime transplantaci mezi dvéma druhy organisml, tak se tato
transplantace nazyva xenogenni (Higuchi et al., 2010; Higuchi et al., 2011; Majhi et al.,
2009; Okutsu et al., 2007; Okutsu et al., 2008; Yazawa et al., 2010; Yazawa et al.,
2013). Oba tyto typy transplantaci vsak mohou vyvolat autoimunitni reakci, jejimz
principem je reakce T — lymfocytd a domaciho antigenu s cizim antigenem. Tato
imunitni reakce se ¢asto projevi odumienim transplantovanych bunék, tkané ¢i organu a
mize vést az ke smrti jedince a to z divodu vyskytu infekce v misté transplantace.
U exogennich transplantaci je nevyhnutelné nutné imunologicky oSetfit recipienta jeSté

pred transplantaci. Jelikoz bez tohoto oSetieni by vétSinou nastala vyrazna imunitni
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reakce pfijemce na nevlastni tkan. Pii pouziti exogennich transplantaci je dobré pouzit

transgenni jedince, kteti maji oslabeny imunitni systém (Horejsi & Bartunkova, 2009).

Transplantace spermatogonii se rozdéluji do nékolika krokti. Nejdiive se izoluji a
purifikuji kmenové buiiky, bunky je mozné také v ptipadé potieby kryoprezervovat do
doby nez se pouziji. Dale je tfeba pfipravit organismy urcené jako recipienty pro

transplantaci a nasledné provést samotnou transplantaci.

Recipientni organismus musi velmi cCasto projit pted transplantaci eliminaci
vlastnich zarode¢nych bungk, aby nedochézelo ke kompeticim s transplantovanymi SG,
popiipade je mozné pouzit uméle vytvoreny sterilni kmen recipienta. Pro tento ucel se
vyuziva né€kolik dale vyjmenovanych technik, které umozni pteruSeni endogenni tvorby
zarodeénych bunék. Prvni technikou je pouZiti vysoké teploty (Jegou et al., 1984), dale
studena ischemie (Young et al., 1988), poté pouziti radioaktivniho ozatreni (Vandermeer
et al., 1993), aplikace protilatky zabranujici produkci gonadotropniho hormonu (GnRH)
(Schlatt et al., 1999), popiipad¢ vyuziti steriliza¢nich latek (Wang et al., 2010). Jednim
z téchto nejpouzivanéjsSich produktl je busulfan, ten slouzi jako DNA alkylaéni ¢inidlo,
jez se injek¢éné vpravuje do télni dutiny recipientnich organismt (Wang et al., 2010).
V ramci transplanta¢nich experimentd je tfeba rozliSovat, zda spermie ¢i jikry byly
vytvofeny z endogennich nebo z transplantovanych SG. K jejich rozliSeni se uZivaji
metody genového inZenyrstvi. Transgenni organizmy se Casto vyuZivaji k rozliSeni
exogennich bun¢k (lzadyar et al.,, 2000). Navic je mozné pouzit transgen pro
fluorescenéni protein, ktery se vyznacuje specifickou expresi jen v pfipadé zarode¢nych
bungk jako naptiklad zeleny fluorescenéni protein GFP s vasa proteinem (Yoshizaki et
al., 2000).

2.3.2. Prvni transplantace zarode¢nych bunék

Poprvé byla technika transplantace zarode¢nych bunék pouZita ve studii Brinster &
Zimmermann, (1994) na dospélych mysich saméiho pohlavi. Tato studie ukazala, ze SG
izolované z varlat darce (samce mysi) maji tendenci osidlovat sterilni varlata, pokud
dojde k vpraveni SG do semenotvornych kanalkd. V tomto pokusu bylo pouzito celkem
22 recipientnich jedinct, u nichz doslo k transplantaci a u ¢ty z nich byla zjisténa
probihajici spermatogeneze. Pouzita sterilizace recipienta byla pomoci busulfanu
v davce 40 mg.kg’. Tato studie ukézala, Ze kmenové buitky mohou byt odebirany

z darcovskych varlat a udrzovany in vitro po dobu né€kolika hodin a nasledné pieneseny
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do sterilniho varlete pfijemce, kde bude dale probihat normdlni spermatogeneze a
tvorba zralych spermii. Spermatogeneze darcovskych bunck v gonadach recipienta

ukazala normalni morfologicky vyvoj.

V dalsi studii zabyvajici se transplantacemi kmenovych bunék u mysi byly pouzity
dveé neplodné varianty mysi (recesivni ocelové Seda a dominantni bild). Bylo zjisténo,
ze kmenové bunky zneplodnych samci byly schopny spermatogeneze a vytvoieni
zralych spermii. Transplantace zarodecnych bunék zneplodné recesivni varianty
ocelové Sedé mysSi do mutanta samc¢iho pohlavi neplodné formy dominantni bilé mysi,
byla obnovena plodnost u téchto recipientnich mysi. Timto bylo zjisténo, ze
transplantace SG z neplodného darce, do tolerantniho testikularniho prostfedi miize
obnovit plodnost a vést ke vzniku potomstva s genetickym uspotadanim neplodnych

darcovskych samct (Ogawa et al., 2000).

2.3.3. Transplantace spermatogonii a oogonii U ryb

Prvni transplantace zarode¢nych bunék u ryb byly poprvé provedeny o deset let
pozdé&ji nez u savci. Tyto transplantace byly realizovany pomoci PGC (Takeuchi et al.,
2003). Nevyhodou se ukazal byt maly pocet téchto prekurzori SG a OG a také velice
kratky Cas, po ktery se u donora vyskytuji a je mozné je separovat. Vhodnym néhradnim

feSenim se ukazalo pouziti SG ¢i OG (Okutsu et al., 2006).

Mnohé ryby jsou dnes predmétem komercniho chovu a pfedstavuji vyznamnou
soucast lidské vyzivy, ale 1 pfesto diky pytlactvi, ptiliSnému rybolovu a zhorSenym
zivotnim podminkam se nékteré druhy ryb staly ohrozenymi (Myers & Worm, 2003).
Pro jejich zachranu je nezbytné zachovat bohatost genetické variability jednotlivych
druhil ryb. BohuZel maternalni ¢ast genetické informace, jeZ je uloZena v jikrach ¢i
embryich, se zatim nepodafilo uchovat za pomoci kryoprezervace. Jelikoz v obou
ptfipadech se v nich nachazi pfili§ mnoho Zloutku, jejich membrana neni dostate¢né
propustna a celkové jsou az moc velka (Tsai et al.,, 2009). Ke kryoprezervaci je
vhodnéjsi vyuzit zarodecné kmenové buiiky, jelikoZ maji mensi velikost a nizky obsah
tuku a podstatné nizsi obsah zloutkovych slozek. Zaroven se tyto builky mohou po

transplantaci diferenciovat do obou typti gamet, spermii i vajicek (Okutsu et al., 2006).

Vyhodou rybiho organismu je vnéjsi oplozeni (Dubsky et al., 2003), toto je velmi

podstatné z hlediska transplantacnich technik, protoze vnéjsi oplozeni jiker umoziuje
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snadng&j$i manipulaci s vajicky ¢i embryi. Dalsi podstatnou vyhodou u ryb je, Ze Cerstveé
vylihly rybi organismus nemaé vlastni imunitni systém natolik vyvinuty, aby dochéazelo
Kk nepfijeti transplantovanych bunék donora recipientem. Napiiklad u lososovitych
druhti ryb se imunitni systém vyviji az n¢kolik tydnd od vylihnuti larev (Manning &
Nakanishi, 1996).

Jelikoz larvy ryb jsou velmi ¢asto malé a dosahuji velikosti zfidka kdy vétsi nez
n¢kolik milimetri, nebylo zprvu mozné transplantovat SG ryb pfimo do
semenotvorného kanalku. Z tohoto divodu se SG aplikovaly do peritonealni dutiny, i
kdyz jejich migra¢ni schopnost byla velmi omezend, tak se za pomoci chemotaxe
postupné premistovaly do gonad vrané fazi vyvoje (Yoshizaki et al., 2011).
Transplantaci SG piimo do varlat skrze urogenitalni papilu provedl Lacerda et al.
(2006). Nasledn¢ dochazelo ke kolonizaci zarode¢né ryhy ¢i gonad recipienta SG nebo
OG donora (Lacerda et al., 2008). Transplantace zarodeénych bunék mohou byt
dvojiho typu: alogenni a xenogenni. Pficemz alogenimi transplantacemi myslime ty
transplantace, u nichz je donor a recipient stejného druhu a u xenogennich se donor a

recipient lisi.
2.3.3.1.  Alogenni transplantace u ryb

Prvnim rybim druhem, ktery se uplatnil u transplantaci SG byl pstruh duhovy.
Hlavnim motivem jeho vybéru bylo zejména jeho Siroké komercni vyuziti a dosti velka
velikosti larev, s ¢imz se poji i snadna manipulovatelnost s nimi (Okutsu et al., 2006).
Jelikoz bylo tfeba zviditelnit vysledky transplantaci, byl vySlechtén transgenni pstruh,
ktery nesl ve svych bunkach gen pro GFP fizeny cis- elementem Vasa genu. Specificka
exprese Vasa genu v zarodecné linii bun¢k, do které patii PGC, SG, OG a oocyty a také
spojeni s transgenem pro GFP, vytvofila podminky pro pozorovani transplantovanych
bunék uvnitt organizmu pfijemce téchto bun€k (Okutsu et al., 2006; Yano et al., 2008).
Bunky pro izolaci byly pfipraveny pomoci enzymatické disociace. Vyslednd suspenze,
kterd obsahovala zhruba 10 000 testikularnich bunék, byla aplikovana pomoci
mikroinjikace do bfiSni dutiny cerstvé vykulené¢ho pladku divoké formy pstruha
duhového. Diferencujici a proliferujici buniky, které vznikly transplantaci bun€k donora,
se projevovaly velmi vysokou, mohlo se zdat, Ze dokonce neomezenou mirou
sebeobnovy. Tyto bunky se objevily v gonadach recipienta po uplynuti dvaceti dnti od

transplantace. Po uplynuti jednoho roku od transplantace bylo provedeno kiiZeni jiker
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divoké formy pstruha s mli¢im recipientd. Takto vzniklé potomstvo vykazovalo plné
vyvinuté spermie obsahujici genotyp darce. Oocyty se zacaly v gonadéach tvofit po
uplynuti sedmi tydnd. Plodnost u takovychto jikernacek byla normalni a u embryi
produkovanych takovymito jikernackami se neprojevovaly nésledné zadné deformacni
vady. Za pomoci téchto experimentli bylo mozno prokazat, ze SG ziskané z dospé€lych
pstruhil transplantované do ryb opa¢ného pohlavi se vyvijely ve funkéni oocyty, ¢imz se
prokazalo, ze vyvoj a diferenciace bun¢k je ptredevsim zalezitosti télniho prostiedi a

neni pouze ukolem samotnych zarode¢nych bun¢k (Okutsu et al., 2006).

Dalsim druhem, ktery je oblibeny jak z hlediska komeréniho chovu, tak i jako
modelovy organizmus pro transplantace zarodecnych buné€k je tilapie nilska. Jejimi
hlavnimi pfednostmi, jak z pohledu hospodaiského, tak experimentdlniho, je velmi
dobréd ptizpusobivost prostiedi, kratkd doba ristu a rychlé dospivéni. Prvni pokusy
s timto druhem provedl Lacerda et al. (2006), kde byl poprvé vyzkouSen zpusob
transplantace pomoci nechirurgické aplikace SG urogenitdlnim kanilkem piimo do

varlat.

Tento postup byl dale uplatnén o dva roky pozd¢ji stejnym autorskym kolektivem,
pfi¢emz pro transplantaci byl pouzit také druh tilapie nilska, jako donor i recipient, §lo o
dospélé sexudlné zralé jedince samciho pohlavi. PouZitd sterilizace recipienta byla
vysoké teplota vody (20, 25, 30 a 35 °C) a koncentrace busulfanu 15 a 18 mg.kg™.
Izolace zarodecnych bunék probihala pomoci Percoll gradientu a transplantované
zarode¢né buniky byly identifikovany pomoci trypan blue a ¢ervené fluorescencni barvy
PKH26. Vysledkem bylo, ze z celkového poctu 36 recipientdl se u 33 z nich prokazala
kolonizace gonad SG donora (Lacerda et al., 2008).

V dalsi studii tykajici se jiz zmifovaného druhu tilapie nilské probihala
transplantace SG také pomoci nechirurgické metody vpravenim SG urogenitalnim
kandlkem do gonad divoce zbarveného samce (Chitralada tilapie). Pfi ¢emZ byl pouzit
darce cervené zbarvené tilapie. Z dlivodu znemoznéni tvorby vlastnich pohlavnich
bundk byl u recipienta pouzit busulfan 15 nebo 18 mg.kg™ a vysoka teplota 35 °C. Po
dvou mésicich od transplantace byly takto vzniklé spermie recipienta pouzity k oplozeni
jiker divoké formy tilapie nilské a ukazalo se, Ze vzniklé potomstvo vykazuje genotyp
darce. Obdobné vysledky byly dosazeny pii1 opakovani stejného pokusu s tim rozdilem,

ze byly pouzity SG, které prosly procesem kryokonzervace. Tyto bunky byly schopné
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se dale diferencovat na spermie ve varlatech recipientti a tim bylo dokdzano, zZe samotna
kryokonzervace nema negativni vliv na schopnost SG kolonizovat a obnovit
spermatogenezi v gonadach recipienta. Zalezi vSak také na pouzitém kryoprotektivu a
preziti téchto bunék (Lacerda et al., 2010).

Tentyz autor o tii roky pozdéji pouzil opét druh tilapie nilska ve své studii, jako
donora i jako recipienta, pficemz od darce odebral varlata, z nichz ziskal bunéénou
kulturu SG pomoci Percoll gradientu a nasledné ji vpravil do sexualn¢ zralého
dospélého samce tilapie nilské. Vysledkem bylo stoprocentni zaclenéni SG do gonad

recipienta (Lacerda et al., 2013).

Ve studii Farlora et al., (2013) je také zminéna intraperitonealni transplantace SG u
tilapie nilské. Prostfednictvim histologické analyzy brzkého vyvoje gonad bylo
stanoveno nejvhodnéj$i stadium pro exogenni transplantaci zarodecnych bunék do
ptijemce tedy tilapie nilské. Jako darce byla pouzita transgenni tilapie nilska ve véku 5—
12 mésict nesouci GFP s B-actin proteinem. Testikularni buriky byly obarveny PKH26
a vpraveny do peritonedlni dutiny pfijemce v larvalnim stddiu. Po 22 dnech od
transplantace SG vykazovaly normalni vyvoj a byly za¢lenény do gonad recipienta.
Dalsi kontrola probéhla po péti mésicich a to v podobé¢ provéfeni mlici a vitelogennich
oocytll u jednoletych pfijemcti pomoci PCR a za pouziti specifickych primert.
Vysledky této studie ukdzaly, ze dlouhodobé pieziti, proliferace, diferenciace
odvozenych SG od darce ve vitelogennich oocytech a funkénich spermiich je mozna. Po
dalSich zlepSenich efektivity téchto intraperitonealnich transplantaci by se tyto

transplantace mohly stat cennym ndstrojem v ochrané genetickych zdrojl pro tento rybi
druh.

Experimenty byly ale také provadény u moiskych druhii ryb. Jednou z moiskych
ryb, ktera byla pouzita k transplantacim SG, byla Nibea mitsukurii. Ve studii Takeuchi
et al., (2009), byly pouzity SG typu A izolované z dospélych samcu ve véku tii, Sesti a
Sestnacti mésict, jez byly oznaeny pomoci PKH26 a poté pomoci mikroinjektaze
vpraveny do télni dutiny larev stejného druhu. Nasledné¢ po Sesti tydnech byly

identifikovany v genitéalni ryze SG, které byly odvozené od donora.

Dalsi ¢ast autord pouzivala Kk transplantacim zarodecnych bunék jako modelovy
organismus druh danio pruhované. Tento druh byl pouzit i ve studii Kawasaki et al.,

(2010), kde jako donofi byly pouzity transgenni ryby, od kterych byly odebrany
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neseparované testikularni bunky, z nichz byla vytvofena smés mezi buitkami vas::EGFP
ryb a transgennich juvenyli a to vpoméru 1:10. Tato smés byla nasledné
transplantovana pod kiizi juvenili do oblasti bfiSni dutiny. Aby se zabranilo hrozbé
odmitnuti transplantovanych bunék recipientem, je nejvhodnéjsi pouzit imbredni linii,
ktera vSak nebyla dostupna. Z tohoto divodu byl pokus proveden na transgennich
zebrickach (vas::EGFP). Po uplynuti n€kolika nasledujicich dni doSlo k obnoveni
testikularni struktury, v niz byla zaznamenana spermatogeneze a testikularni bunky
vSech stadii byly produkovany déle nez tii mésice od transplantace. Zralymi spermiemi
byly oplodnény indické linie zebti¢ek z diivodu zjisténi jejich plodnosti. Vysledné ryby

byly po dosazeni pohlavni zralosti plodné a jejich vyvoj probihal normalné.

Dalsi transplanta¢ni experimenty u obou pohlavi dania pruhovaného byly
provedeny ve studii Nobrega et al., (2010). Pro transplantaci byly pouzity SG typu A a
u samcu byla potlacena tvorba vlastnich spermii pomoci busulfanu 30 a 40 mg.kg'1 a
vysoké teploty 35 °C po dobu jednoho tydne. Po tfech mésicich od transplantace byly
transplantované fluorescenéné oznacené SG od darce (vas::EGFP) jiz diferencované a
vyskytovaly se u 30 % recipienti. VSechny SG se nenachazely ve stejném stupni
vyvoje. U samic byly SG transplantovany ptimo do ovarii a po tfech tydnech doslo
k detekci skupin buné€k odvozenych ze SG. Po uplynuti dalsiho tydne byly detekovany
v samicich nejenom GFP oogonie, ale také pIné diferencované oocyty vyvinuté ze SG

donora.

Také vysoké produkce zarodecnych chimér u danii bylo dosaZzeno pomoci
transplantace ovarialnich zarodecnych bunék do sterilniho ptijemce, kterym byl hybrid
dania duhového a dania pruhovaného. Ovariadlni zarodecné buiky byly ziskany ze
tiim&sicnich jedincli dania pruhovaného. Izolace zarode¢nych bun¢k byla provedena
pomoci Percoll gradientu a zarodecné buniky byly vpraveny do bfisni dutiny sterilnich
hybridnich larev ve véku dvou tydni. Po Sesti tydnech od transplantace bylo zjisténo
uspésné kolonizovani gonad a diferenciace na spermie u hybridnich recipientl sam¢iho
pohlavi. Z Sedesati sedmi dospélych recipientii bylo 12 (18 %) samcich chimér
produkujicich normalni potomstvo. V piipadé, ze byli tito recipienti reprodukovani
s divokym typem samic, fertiliza¢ni uspéSnost byla v rozmezi od 23 do 56 %, ackoli
plodni samci chimér byli vytvofeni pomoci transplantace z ovarialnich zarode¢nych
bunék. F1 generace vznikla pomoci chimérickych samcti obsahovala potomstvo obojiho

pohlavi. Coz ukazuje, Ze uréeni samciho pohlavi u zebticek neni fizeno heterogamnimi
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chromozomy. Vysledky studie ukazuji, ze populace vznikl¢ z ovaridlnich zérode¢nych
bun¢k, které jsou pfitomny ve vajecnicich dospélych zebfi¢ek, mohou fungovat jako
zarode¢né kmenové bunky. Tyto bunky jsou pak schopné proliferace a diferenciace do
testikularnich zarodecnych bunck a funkcénich spermii u samcich recipientl. Vysoké
produkce zarode¢nych linii chimér bylo dosazeno s pomoci ovarialnich zarode¢nych
bun¢k a vhodné zvolené identifikace chimér u sterilnich recipientd. Diky této studii
muzeme fici, Ze transplantace u tohoto druhu je velmi uzitecnd pro genetické

manipulace s timto druhem (Wong et al., 2011).

Dalsi alogenni transplantace byla provedena Vv Japonsku na kranasu japonském
Jako donoti SG typu A byli pouziti samci kranast japonskych ve stafi deseti mésict. SG
byly fluorescen¢né oznaceny a aplikovany pomoci mikroinjektoru do télni dutiny larev
divoké formy recipientli ve stafi osmi dni. Po uplynuti 28 dni za pouziti fluorescenéni
analyzy bylo zji$téno, Ze transplantace byla uspésna. Transplantované zarode¢né bunky
se Vv recipientech vyvijely az na funkéni pohlavni bufiky. Pohlavni produkty obou
pohlavi ziskané z dospélych recipienti se dale pouzily pro vytvofeni potomstva a to
kiizenim s mlicaky i jikernackami divoké formy kranase japonského. Dal§im z krokt
bylo provedeni DNA analyzy, ktera potvrdila, Ze z alogennich larev po transplantaci
vznikly podle pohlavi recipienta zcela vyvojové dokoncené spermie i jikry (Morita et
al., 2012).

2.3.3.2. Xenogenni transplantace u ryb

Jednim z prvnich transplanta¢nich pokusti provedenych u ryb riznych druhli byla
transplantace mezi hemizygotnimi transgennimi jedinci pro GFP - vasa a z hlediska
dominantni mutace oranzového zbarveni heterozygotnimi pstruhy duhovymi.
Recipientem SG se staly larvy divoké formy lososa masu. Oba druhy patii do stejného
rodu (Oncorhynchus), ale je zajimavé, Ze pii kiizeni téchto jedinc dochazi ke vzniku
nezivotaschopnych hybridi. Pro otestovani vysledki transplantace byli dva roky po
transplantaci kiizeni recipientni samci s jedinci divoké formy pstruha duhového.
K reprodukci bylo pouzito vSech tficet osm recipientnich samic, avSak reprodukce
nebyla pfili§ uspéSnd, protoze pouze potomci jedné samice byli nositeli genetické
informace donora. Potomstvo zbylych jedinct uhynulo, jelikoz §lo o letalni hybridy.

Z tficeti tfi recipientnich samci tvofilo 16 znich potomstvo nesouci genetickou

wrwe
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V predchozi transplantaci produkoval recipient gamety odvozené, jak ze svych
zarode¢nych bungk, tak ze zdrodecnych bunék donora. K zefektivnéni transplantacnich
experimentt byli pouziti sterilni triploidni jedinci lososa masu. Pro transplantaci byly
pouzity SG z jiz homozygotniho oranzové zbarveného pstruha duhového. Jak se dalo
Jelikoz u Sesti z osmi triploidnich samic dochdzelo ke tvorbé jiker a dvanact ze Sestnacti
samcu tvofilo mli¢i odvozené od donora. K ovéfeni vyvoje zarode¢nych bunék byly tyto
ryby po dvou letech mezi sebou reprodukovany a vysledkem bylo, ze mladi jedinci méli
oranzové¢ zbarveni. Za pomoci tohoto experimentu bylo potvrzeno, zZe transplantovanim
SG do triploidnich jedinct dochazi ke vzniku zdrode¢né chiméry, produkujici pouze

jedince odvozené od donora ¢i jde o neplodné jedince (Okutsu et al., 2008).

Dalsi exogenni transplantaci provedl Majhi et al., (2009), pii niz pouzil SG
separované z juvenilnich (4-5 mési¢nich) gaviinovci argentinskych a umistil je do
gonad jednoletych pohlavné zralych gaviinovcl patagonskych. Pted transplantaci vSak
bylo tieba potlacit tvorbu endogennich zarodecnych bunék u dospélého recipienta, toho
bylo dosaZeno za pomoci aplikace busulfanu v davce 40 mg.kg™ a vysoké teploty vody
(25 °C) po dobu ¢tyf tydnid. Po uplynuti Sesti mésicti doslo k obnoveni spermatogeneze.
Recipienti vytvareli ve svych gonadach spermie odvozené od donora. Tyto spermie byly
pouzity k oplozeni divokych forem samic gaviinovcu argentinskych. Po tomto oplozeni
vznikli ze 13 % gavunovci argentin$ti a zbylé potomstvo tvofili hybridi obou druhd.
Tyto transplantace potvrdily moZnost reprodukce recipientnich gavliinovci a jejich

schopnost produkovat potomstvo odvozené od donora.

Ve studii Higuchi et al., (2010), byly transplantovany SG ze sexualné
zralého kranase japonského do larvy Nibea mitsukurii, tento recipient byl pouzit
z diivodu kratsiho genera¢niho intervalu a malé velikosti téla. Tti tydny po transplantaci
bylo viditelné zaclenéni SG do gonad u 72 z 88 recipientt. Antigenem proliferujicich
bunécnych jader (Proliferating cell nuclear antigen) byla zjisténa proliferace
transplantovanych xenogennich zarodecnych bunc€k v gonadéach recipienti. Ve studii
bylo uvedeno, ze tyto SG prezily jedendct mésicii po transplantaci v gonddach
recipientd. Diky tomu se ukazalo, ze ryby druhu N. mitsukurii mohou byt dobrymi

recipienty zarodecnych bunék 1 u druhti ryb z odliSné taxonomické skupiny.
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O rok pozdé¢ji byl experiment se samcem kranase japonského a larvou N. mitsukurii
zopakovan, pfi¢emz bylo potvrzeno, ze larva N. mitsukurii je vhodnym piijemcem
exogennich zarodecnych bunék a umoznuje jejich preziti, kolonizaci i proliferaci. Opét
bylo tfi tydny po transplantaci viditelné zaclenéni SG do gonad recipientl a po jedenacti
meésicich se opét zacaly objevovat SG. To co vsak z této studie také vyplynulo, bylo, ze
gonady N. mitsukurii byly vhodné pouze pro vyvoj saméich zarode¢nych bunék.
Pomoci genetické analyzy spermatu se ovSem nepotvrdila geneticka shoda s darcem. Je
mozné, ze PCR analyza nebyla schopna detekovat malé mnozstvi vzorku DNA. Na
zaklad¢ takto zjisténych informaci je dulezité pokusy znovu zopakovat a zjistit, zda je
mozné u téchto druhti ocekavat vyvoj obou gamet odvozenych od donora ¢i nikoli

(Higuchi et al., 2011).

V dal§im experimentu Yazawa et al. (2010) bylo snahou vytvofit systém umglé
produkce gamet, velmi hospodéisky vyuzivaného tunika obecného. To vSak nebylo
mozné provést pfimo na tomto druhu, jelikoz doposud nebyla zndmé optimalni metoda
transplantace jeho SG. Moznou alternativou se ukazalo byt pouziti makrely japonské.
Tento vybér probehl hned z n¢kolika diivodl. Prvnim z nich bylo jejich totozné zarazeni
do Celedi Scombridae. Pak také to, ze makrela japonska je nejmensim zastupcem z této
celedi, vyskytujicim se v ocednech celého svéta, ale predevSim to, Ze jeji pohlavni
produkty byly jiz v minulosti né€kolikrat uméle ziskany. Jako donor poslouzila
N. mitsukurii, pfedchozi studie totiz prokazaly, Zze juvenilové ve stafi tii mésict jsou
Vv tomto ptipadé idealnimi darci SG pro uspés$nou transplantaci (Higuchi et al., 2010).
Z druhu N. mitsukurii ve stafi tfi mésict byly tedy izolovany testikularni bunky, po
jejich enzymatické disociaci byly oznaceny pomoci PKH26 a nésledné transplantovany
do télni dutiny larvalniho stidia makrely japonské. Po uplynuti tfech tydn od
transplantace byly pomoci fluorescen¢niho mikroskopu v genitalnich ryhach recipientt
zjiStény buiky pozitivni na PKH26. Exogenni buniky se usadily na pfedpoklddaném
misté a probihala u nich proliferace a diferenciace v gonadach recipienta. Pfeziti
zarode¢nych bunék v xenogennim piijemci trvalo vice nez deset tydnt. Timto pokusem
bylo dokazéano, Ze v t€lnim prostiedi makrely japonské je mozny standardni priib&éh
vyvoje a dozravani pohlavnich bun¢k a je diky tomu vhodnd pro mezidruhové
transplantacni experimenty SG. Z diivodu, Zze tunak a makrela patfici do stejné Celedi

bude toto zjisténi kli¢ové pro naslednou moznost vyuziti makrely pro efektivnéjsi a
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rychlejsi produkci gamet tunaka obecného za pomoci transplantace SG (Yazawa et al.,
2010).

O tfi roky pozdé¢ji byl tento experiment zopakovan, avSak nyni jiz poslouzil jako
donor samotny pacificky tunak obecny a recipientem byla makrela japonska. Dale zde
byla vyuzita metoda molekuldrnich markert k identifikaci zarodec¢nych bunéck
s vysokou schopnosti k transplantaci a to pomoci lokalizace dead end genu. Kolonizace
takto transplantovanych darcovskych zdrode¢nych bunck byla uspésna pouze s pouzitim
sexualn¢ nezralych pacifickych tunakt. Tyto zarodecné bunky tunaka obsahovaly vyssi
podil SG typu A nez juvenilni a dospélé sexualné zralé ryby. Tim bylo dokazano, ze
metoda molekularnich markerd k identifikaci zarode¢nych bunék a lokalizace dead end
genu je uzitenym ndstrojem pro identifikaci vySe transplantability SG typu A u

spermatogonialnich transplantaci (Yazawa et al., 2013).

Vsechny tyto vyse uvedené transplantacni studie, tykajici se transplantace SG a OG

u ryb jsou shrnuty v Piiloze 1 (Tab. la, b.; Tab. ).

2.3.4. Ekonomické aspekty pouZiti spermatogonii a oogonii

Pocet kust ryb chovanych v jednom hejnu drzeném jako geneticky zdroj by nemél
klesnout pod 120 ks soucasné za udrzeni poméru jedinct 1:1 (Flajshans et al., 2009),
¢emuz se odborné fika uchovani in vivo. Pokud vsak chceme udrzet velkou genetickou
variabilitu v zavislosti na moznych ztratich pfi napadeni hejna nemocemi, zménou
pfirodnich podminek, ¢i jinak zapti¢inéném thynu je zddouci mit zakonzervovanou cast
genetické informace v ex Situ a to byva nejcastéji formou zamrazeni spermatu v tekutém
dusiku. To je zekonomického pohledu velmi efektivni (Linhart et al., 2010). Tato
metoda je vSak pouzitelna pouze u mli¢akt, a nikoli u jikernacek. Jelikoz jikra obsahuje
ptili§ mnoho Zloutku a pii zamrazovani dochazi k jejimu prasknuti. SG a OG jsou
vhodné jak ke kryoprezervaci, tak i k transplantaci. Diky ¢emuz je moZzné uchovavat i
maternalni DNA, a nasledné€ z ni obnovit gamety obojiho typu, jak pii alogenni, tak pii
exogenni transplantaci. Dal$i pfednosti manipulace se SG a OG je moznost jejich
odbéru a separace i kratce po tmrti jedince. CoZ je nesmirn¢ diilezité, naptiklad pii
nahlém uhynu jedinct velmi vzacnych druht ryb, jakymi jsou napiiklad jesetefi, jejichz

geneticky material mtizeme uchovat pro nasledné pouziti (PSenicka et al., 2012).
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Neni mozné vycislit pfinos metody transplantace a kryoprezervace exaktng. Pfi
porovnani nakladii na uchovani genetického zdroje v in situ a v ex situ se dostavaji
pouze na materialni zaji$téni chovu jako je napiiklad krmeni a zanedbame-li nakladné
investice na opravy, praci a chov samotny napi. vyzy velké, tak tyto ndklady dosahuji
zhruba 14 600 K¢ za rok na jeden kus. Oproti tomu uchovani jedné davky SG a OG,
vyjde cenové pii zapocitani spotfeby tekutého dusiku na 2,28 K¢ za rok. Samoziejme
vSak neni zcela zaddouci mit vSechny genetické zdroje uchované pouze ve formé

konzervovanych bunék, zivy jedinec je zcela nenahraditelny (Psenicka et al., 2012).

Nejvétsi vyhodu mizeme spatfovat ve snizeni ekonomickych nakladd na udrzovani
¢asti genetickych zdroji ve formé ex situ, a také v moznosti jednodussi vymény
genetického materidlu  mezi jednotlivymi pracoviSti, zabyvajicimi se touto

problematikou (Flajshans et al., 2009).

U jeseterovitych druhti ryb se do budoucna naskytd moZznost separace zarode¢nych
s krat$i dobou dospivani. Piikladem muze byt separace SG ¢i OG vyzy velké, ktera
dozrava ve v€ku 16-20 let a jeji transplantace do jesetera malého, jez je schopny vytéru
ve stafi 4-5 let. Zde by doslo asi ke ¢tyfndsobnému zkraceni generacniho intervalu a

dalsi Gspoie naklada (PSenicka et al., 2012).
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3. Material a metodika

Vsechny experimentalni postupy byly schvaleny komisi Fakulty rybafstvi a ochrany vod

ve Vodnanech.

3.1. Ryby pouZité k experimentu

U jesetera sibifského se experimenty konaly v recirkulaénim akvakulturnim systému pii
prumérné teploté vody 10 °C. Byly pouzity gonady ze tii samcu a t¥i samic, ve v€ku Ctyf let.
Gonady dosahovaly druhého stupné zralosti (obsahovaly ve varlatech ptevazné SG a ve
vajecnicich OG a pre-vitellogenni oocyty) podle Chebanov & Galich (2009) a Wildhaber et
al. (2006). Zralé sam¢i gonady v Sestém stupni vyvoje byly pouzity pro imunohistochemii.
Larvy jesetera malého byly ziskany podle metodiky Gela et al. (2008). Cerstvé vylihlé larvy,
ziskané po smiseni jiker a mli¢i ze tii jikernacek a mlic¢aku, byly pouzity jako hostitelské

organismy pro transplantaci.

3.2. Imunoblotingova analyza

Proteiny byly extrahovany z pohlavnich zlaz a somatické tkané (jako kontrola) s
lyzaénim pufrem (8 M mocovina, 2 M thiomo¢ovina, 4% CHAPS, 10% w / v isopropanol,
0,1% w / v Triton X-100, 100 mM dithiothreithol) obsahujici inhibitory protedazy (100 mM
PMSF, 1pg ml? pepstainu, 5pg ml™ 70 leupeptinu). Bradfordovo stanoveni proteint
(Bradford, 1976) bylo pouzito ke stanoveni proteinové koncentrace vzorku. Pro SDS-PAGE,
vzorky 25 pg proteint v jednom pruhu se resuspendovany v pufru obsahujicim 65 mM Tris,
10% (objem / objem) glycerolu, 2% (hmotnost / objem) SDS, a 5% (objem / objem) beta-
merkaptoethanolu a ohtaly se po dobu tfi minut pfi teploté 95 °C. Proteiny byly separovany
v 12% SDS gelu. Po elektroforéze byly gely umistény na poly-difluoridové membrany
(BioRad, USA) a elektricky pfeneseny. Membrany byly blokovany inkubaci s5 %
(hmotnost / objem) odstfedéného mléka v TBST (0,1% Tween-20, 20 mM Tris, 500 mM
NaCl pti pH 7,6) po dobu jedné hodiny pii teploté 20 °C. Membrany byly inkubovany po
dobu 12 hodin pfi teploté 4 °C v 5% bovinnim sérovém albuminu (BSA) TBST obsahujici
protilatku DDX4 (GTX116575, Genetex) jako primarni protilatku specifickou pro zarodecné
bunky. Nasledné byly inkubovany s HRP-konjugovanou goat anti-rabbit 1gG (1:3000 v 3%
BSA-TBST) po dobu jedné hodiny pii teploté 20 °C. Zreagované proteiny byly zjistény

v 3,3, 5,5' tetramethylbenzidinovém kapalném substratu.
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3.3. Imunohistochemicka analyza gonad

Fragmenty gonad a svald (jako kontrola) byly fixovany v 4% paraformaldehydu a ve
fosfatovém pufru PBS po dobu jedné hodiny; byly 3x promyty v PBS po dobu deseti
minut; poté byly vlozeny do 7,5%, a nasledné do 15% sachar6zy po dobu 2,5 hodiny pii
teploté 4 °C; a poté do 7,5, 15, a 20% Zelatiny po dobu 12 hodin pfi teploté 37 °C. Blocky
vzorku zalité v Zelatin€ byly nasledné zamrazeny na —80 °C. Vzorky byly dale nakrajeny
na CM 1850 Kryostat (Leica, Némecko) pii teploté —20 °C a umistény na mikroskopické
podlozni sklicko. Sklicka byla inkubovana v PBS s 1% BSA a 0,05% blokovacim
roztokem (Tween 20) po dobu 40 minut, pak v DDX4 protilatky zfedéné 300x blokovacim
roztokem po dobu 12 hodin pfi 4 °C, pak doslo k promyti 3% v blokovacim roztoku po
dobu deseti minut, dale pak k obarveni sekundarni protilatkou goat anti-rabbit IgG-FITC
(F0382, Sigma) a zfedéni 80x Vv blokovacim roztoku, promyti 3x v PBS a Vv oznacujicim
roztoku DAPI (3 ng mI™%) po dobu deseti minut. Poté byly fragmenty gonad a svalii
pokryty roztokem Vectashieldu (chranici pfed vysvicenim fluorescentt) a zakryty krycim
sklicek a dale nésledovalo pozorovani pod fluorescencnim mikroskopem IX83 (Olympus,
Japonsko), vybavenym ORCA R2 kamerou (Hamamatsu Photonics, Japonsko) a data byla

zpracovana v softwaru CellSens Olympus.
3.4. Enzymaticka disociace pohlavnich bunék

K urceni optimalnich podminek pro bunéénou disociaci bylo 1,5 ml gonad rozdéleno do
15 zkumavek obsahujicich bud’ 5 ml PBS (Sigma-Aldrich P4417), HankGv vyvazeny solny
roztok (HBSS, Sigma-Aldrich H6648) nebo Leibovitzovo médium (L-15 , Sigma-Aldrich
L5520) s raznymi koncentracemi trypsinu (T) a kolagenazy (C): 1) 0,1% T a 0,1% C; 2)
0,3% T; 3) 0,1% T; 4) 0,3% C nebo 5) 0,1% C. Tkan¢ byly inkubovany po dobu dvou hodin
pii teploté 23 °C. Osmolalita média byla upravena pouzitim krevni plazmy ryb (pramér 238
mOsm kg™) a pH bylo upraveno na hodnotu 8 pro optimalni aktivitu enzymi. Do suspenze
urCené k disociaci zarodeénych bunék bylo pfidano 40 pg DNASsy pro eliminaci DNA
poskozenych bunék a sniZeni lepivosti. Ziskand suspenze byla prefiltrovana pies filtr o
velikosti pord 50 pum (Partec, Némecko), ktery slouzi ke sbéru zbytku tkani, vétSich
nedisociovanych buné¢k a vétsich oocytl. Pro zastaveni enzymatické reakce bylo pfidano 1%
BSA. Zkumavky suspenze pohlavnich bun€k byly centrifugovany pii 500 g po dobu 30
minut za teploty 4 °C. Pelety se resuspenduvaly v 0,3 ml média bez enzymii. Pocetnost a

zivotaschopnost bunék ziskanych zkazdé kombinace byla vyhodnocena pomoci
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hemocytometru (Burkerova pocitaci komurka) a Live / Dead Cell barviciho kitu (Sigma-
Aldrich, 04511). Resp. pocet bun¢k byl pocitan ve 20 ctvercich hemocytometru ve trech
opakovanich pod mikroskopem (Olympus BH2) pii 100 nasobném zvétSeni. Pro test
Zivotaschopnosti bylo pocitano nejméné 500 bunék ve vzorku, vysledky byly zaznamenany
pomoci mikroskopu Olympus 1X83.

Pro porovnani procenta zivych bun€k a vytéznosti riznych disociacnich médii, byla
pouzita dvoucestna ANOVA programu Statistica uréena pro Windows, v. 9.1 (StatSoft, Inc.,

USA). Pravdépodobnostni hodnoty P <0,05 byly povazovany za vyznamné.

3.5. lzolace zarode¢nych bunék

Suspenze bunék pohlavnich Zlaz byla ziskana za pouziti disociaéniho postupu. Tato
buné¢na suspenze byla nanesena na diskontinualni roztok Percollu (Sigma-Aldrich) P1644
s koncentra¢nim gradientem 5, 10, 20, 30, 40 a 50 % v PBS (obr. 2) a centrifugovana pti 800
otackach za minutu po dobu 30 minut podobné jako Yoshikawa et al. (2009). Kazdy gradient
byl pifenaSen pomoci pipety do nové zkumavky a zfedéna 1:10 v PBS a opét odstiedéna pii
800 otackach za minutu po dobu 30 minut. Pelety byly resuspendovany v PBS a zkoumany S

pouzitim imunofluorescen¢niho znaceni.
3.6. Imunocytochemicka analyza bunék

Oddélené bunky z pohlavnich Zlaz se somatickymi butikami z ploutvi a svalll (jako
kontrola) byly umistény na mikroskopicka skli¢ka potazena vrstvou poly-I-lysinu a fixovana
4% paraformaldehydem v PBS po dobu jedné hodiny. Fixované buiky byly promyty v PBS
a permeabilizovany s 0,3% Triton X-100, a nasledné zpracovany stejnym zptisobem, jak jiz

bylo popsano v kapitole 3.3. Imunohistochemicka analyza gonad.
3.7. Zkoumani zarodec¢nych bunék pomoci elektronové mikroskopie

Bunky byly fixovany 2,5% glutaraldehydem v PBS po dobu 24 hodin pfi teploté 4 °C.
Nasledné byly opakované promyty v PBS a fixovany ve 4% oxidu osmicelém po dobu
dvou hodin pfi teploté 4 °C. Dale byly bunky opakované promyty v PBS, dehydratovany
pomoci acetonu a zality do pryskyfice (Polybed 812). Takto vzniklé vzorky byly nakrajeny
na ultra tenké prouzky pomoci ultramikrotomu Leica UCT (Leica, Némecko), dvakrat
obarveny uranyl acetatem a citratem olova a nasledné pozorovany pomoci transmisniho

elektronového mikroskopu (JEOL 1010, JEOL Ltd).
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3.8. Transplantace zarode¢nych bunék

Larvy jesetera malého s FITC-znacenymi endogennimi PGC podle Saito et al. (2014)
byly pouzity jako hostitelské organismy. Ctyficet larev bylo pouZito pro testikularni a
Ctyficet pro ovarialni buiiky. Izolované zarode¢né buriky ziskané pomoci Percoll gradientu
byly oznaceny za pouziti PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kitu, ktery slouzi pro
znaceni bunécné membrany podle protokolu vyrobce. Separované zarodeéné buiky byly
vlozeny do sklenéné kapilary a injikovany, v blizkosti oblasti, kde se bude vyvijet genitalni
ryha hostitele (obr. 3, 4) pomoci mikromanipulatoru M-152 (Narishige, Japonsko) a
microinjektoru  CellTram  Vario  (Eppendorf, Némecko) pod fluorescencnim
stereomikroskopem M165FC (obr. 5). Larvy byly chovany pfi teplot¢ 18 °C a krmeny
niténkami a suchym krmivem. Ctyfi recipienti z kazdé skupiny byli zkouméni
v desetidennich intervalech v pribéhu 50 dni pomoci fluorescen¢niho sterecoskopického

mikroskopu.
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4. Vysledky

4.1. Vysledky imunoblotingové analyzy, imunohistochemické analyzy gonad a

enzymatické disociace pohlavnich bunék

Histologické vysSetfeni potvrdilo, Ze druha faze zralosti u cCtyfletého samce jesetera
sibifského, ktery byl chovan v akvakulturnich podminkach pii primérné teploté vody
10 °C, je optimalni pro izolaci SG (obr. 6). Gonady byly v této fazi vyvoje dostate¢né
velké, obsahovaly 1-4 SG nebo OG ve spermatocysté a obsah tuku v této fazi byl relativné
nizky (obr. 7a, b, ¢). Vyrazn¢ nejvyssi vytéznosti testikularnich a ovarialnich bunék bylo
vynos byl zaznamenan u 0,1% kolagenazi (C) vV porovnani se vSemi pouzitymi médii (PBS,
HBSS, L-15) (obr. 8a, b) (P < 0.05). Pomoci testu zivotaschopnosti nebyly zjistény zadné

Cvwr

bunék 0,1 % C v HBSS (obr. 8¢, d) (P < 0.05).

4.2. Vysledky izolace zarode¢nych bunék

Disociované testikularni buiikky byly separovany S pouzitim Percoll gradientu od 5 do
50 %. Suspenze niz§i koncentrace Percollu nez 10 % obsahovala vétSinou pouze tuk. Vrstva
s 10, 20, 30, 40 a 50 % Percoll gradientu obsahovala 79,6; 82,4; 76,3; 40,5 a 33%
testikularnich buné¢k a 83,6; 74,6; 54,2; 21,9 a 10,4 % ovarialnich bunék obarvenymi DDX4
protilatkou. Zatim co somatické bunky pouzité jako kontrola nevykazovaly Zzadnou
fluorescenci. Koncentrace Percoll gradientu mezi 40 a 50 % obsahovala ptedevsim krevni
bunky a malé testikularni somatické buiiky bez fluorescence. Na zdkladé¢ tohoto zjisténi bylo
pouzito 10-30 % Percoll gradientu pro izolaci zarode¢nych bun¢k z gonad jesetera
sibifského (obr. 9a, b). Takto odebrané bunky z 10-30 % Percoll gradientu byly nasledné
zkoumany pomoci elektronové mikroskopie. VétSina odebranych bunék vykazovala
charakteristické vlastnosti SG a OG typu A, kterymi jsou velké jadro s malo

kondenzovanym chromatinem a jednim nebo dvéma kompaktnimi jadérky (obr. 10a, b).
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4.3. Vysledky transplantace zarodecnych bunék
SG jesetera sibifského byly uspésné transplantovany do Cerstvé vylihlych larev jesetera
malého. Oznaéené buiikky pomoci PKH26 a FITC-dextranu byly sledovany v zivych larvach
po dobu Sesti dni (obr. 11a). Mira pfeziti se neliSila mezi larvami uzitymi k transplantaci a
larvami v kontrole (96,7% a 95,8%). Transplantované testikularni a ovarialni bunky byly
nalezeny u 95 a 90 % zkoumanych larev. Po 30 a 40 dnech od transplantace byly
transplantované buniky nalezeny v bfiSni dutiné v okoli genitalni ryhy a po padesati dnech

byly jiz lokalizovany v genitalni ryze (obr. 11D, c).

Tab. Illa: Relativni vytéZnost testikularnich bunék (T — trypsin, C — kolagenaza, PBS-
Phosphate-buffered saline (Sigma-Aldrich P4417), HBSS- Hanktiv vyvazeny solny roztok (Sigma-
Aldrich H6648) a L-15 Leibovitzovo médium (Sigma-Aldrich L5520).

0,1% T +C 0,3% T 0,1% T 0,3% C 0,19% C
PBS 0,47 +0,12 0,89+0,16 0,37 £ 0,27 0,30+0,10 0,16 +0,09
HBSS 0,34 +0,17 0,58 +0,22 0,62+0,24 0,18+ 0,14 0,10+ 0,04
L-15 0,26 £ 0,12 0,34+0,13 0,22 + 0,04 0,19+0,12 0,16 +£ 0,09
a
1.00 -
ab
0.80 ab
ab
, ab .
0.60 L @O PBS
b @ HBSS
0.40 b b OL-15
N W W m—'—ﬂ_‘
0.00 \ |
0,1%T+C 03%T 0,1% T 0,3% C 0,1% C

Obr. 8a: Relativni vytéznost testikularnich bunék (T — trypsin, C — kolagenaza, PBS-
Phosphate-buffered saline (Sigma-Aldrich P4417), HBSS- Hanktiv vyvazeny solny roztok
(Sigma-Aldrich H6648) a L-15 Leibovitzovo médium (Sigma-Aldrich L5520).
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Tab. Illb: Relativni vytéZnost ovarialnich bunék (T - trypsin, C — kolageniza, PBS-
Phosphate-buffered saline (Sigma-Aldrich P4417), HBSS- Hanktiv vyvazeny solny roztok (Sigma-
Aldrich H6648) a L-15 Leibovitzovo médium (Sigma-Aldrich L5520).

0,1% T+C 0,3% T 0,1% T 0,3% C 0,1% C

PBS 0,43+0,21 0,76 + 0,20 0,48+ 0,19 0,44 +0,11 0,12+ 0,02
HBSS 0,52+0,16 0,62+0,10 0,36+0,12 0,52+ 0,10 0,25+ 0,09
L-15 0,36 + 0,09 0,64 + 0,16 0,32+ 0,16 0,35+ 0,19 0,16 + 0,10

l _

a
0.8 -
a
b b
ab a a ab
0.6 | ab ab @ PBS
- 4D ap = HBSS

04 | [ % OL-15
0.2 - b

0 ‘

0,1%T+C 03%T 0,1% T 0,3% C 0,1% C

Obr. 8b: Relativni vytéznost ovarialnich bunék (T — trypsin, C — kolagenaza, PBS-
Phosphate-buffered saline (Sigma-Aldrich P4417), HBSS- Hankidv vyvazeny solny roztok

(Sigma-Aldrich H6648) a L-15 Leibovitzovo médium (Sigma-Aldrich L5520).
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Tab. Illc: Zivotaschopnost testikularnich bunék (T — trypsin, C — kolagenaza, PBS-
Phosphate-buffered saline (Sigma-Aldrich P4417), HBSS- Hanktiv vyvazeny solny roztok (Sigma-
Aldrich H6648) a L-15 Leibovitzovo médium (Sigma-Aldrich L5520).

0,1%T+C 03%T 0,1%T 0,3% C 0,1% C
PBS 63,87 +25,80 | 7581+ 15,49 | 78,45+ 18,72 81,44 + 2,49 64,67 + 7,65
HBSS | 71,93+ 18,27 | 84,83+6,86 79,06 7,91 | 6556+ 18,13 | 52,35+6,95
L-15 | 62,26+19,82 | 65,61+19,64 | 73,77+17,88 | 9155+4,33 | 67,45+ 17,34
100 - 4 a a . a
a a
a + a a a a + a
80 Jr ES
| a
s [T | ] Jr b ®mPBS
+ = HBSS
OL-15
40
20
0 ‘
0,1% T+C 03%T 0,1%T 0,3% C 0,1% C

Obr. 8c: Zivotaschopnost testikularnich bunék (T — trypsin, C — kolagenaza, PBS-Phosphate-
buffered saline (Sigma-Aldrich P4417), HBSS- HankGv vyvazeny solny roztok (Sigma-
Aldrich H6648) a L-15 Leibovitzovo médium (Sigma-Aldrich L5520).
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Tab. 111d: Zivotaschopnost ovarialnich bunék (T — trypsin, C — kolagendza, PBS-Phosphate-
buffered saline (Sigma-Aldrich P4417), HBSS- Hankiv vyvazeny solny roztok (Sigma-Aldrich
H6648) a L-15 Leibovitzovo médium (Sigma-Aldrich L5520).

PBS 7252+ 15,21 93,2+ 5,36 89,36 +10,3 | 75,35+ 15,25 | 79,56+ 125
HBSS | 63,25+ 18,27 83,52+ 12,30 92,36+ 7,24 80,2 + 8,00 91,25+ 3,97
L-15 68,36 + 12,21 63,89+19,30 | 72,35+12,25 | 85,22+ 15,21 | 61,25+ 20,73
a
100 - a
a
a
80 & a
60 -
I PBS
EHBSS
40 OL-15
20 -
0 ‘ —
0,1 T+C 0,3%T 0,1% T 0,3% C 0,1% C

Obr. 8d: Zivotaschopnost ovarialnich bunék (T — trypsin, C — kolagenaza, PBS-Phosphate-
buffered saline (Sigma-Aldrich P4417), HBSS- Hankuv vyvazeny solny roztok (Sigma-
Aldrich H6648) a L-15 Leibovitzovo médium (Sigma-Aldrich L5520).
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5. Diskuse a zavér

V této bakalarské praci jsem se zabyval fadou zplisobli enzymatické disociace pomoci
Percoll gradientu a transplantaci testikularnich a ovarialnich bunék z jesetera sibifského do
jesetera malého. Jeseter maly je celkem béznym druhem s mensi hmotnosti a kratSim
reprodukénim cyklem (okolo péti let). Oproti tomu jeseter sibifsky je vétsi a jeho
reprodukéni cyklus je okolo 18-28 let. Navic se tento druh tadi mezi ohrozené druhy
zivocichu (Ludwig et al., 2009). Dulezité je také to, Ze oba druhy jsou fylogeneticky blizce

piibuzné, coz umoziuje jejich vzajemné kiizeni a pouziti v transplantac¢nich experimentech.

Brinster & Zimmermann, (1994) byli prvni, kdo poprvé pouzili transplantaci SG. Jako
modelovy organismu byla pouzita mys. Piicemz SG byly vpraveny do neplodného piijemce,
tim bylo prokazano, ze tyto buniky mohou kolonizovat a rozvijet se ve varlatech recipientd,
kde vytvati plodné spermie s genotypem donora. Autofi v této studii pouzili k izolaci
zarode¢nych bunék koncentraci 0,1 % kolagendzy a 0,25 % trypsinu a separa¢ni metodu pro
zjisténi vyvojové faze zarodecnych bunék u samcti mysi, provedenou na zaklad¢ rychlosti

sedimentace v koncentra¢nim gradientu 2—4% BSA.

Dale byla tato technika uplatnéna napiiklad u pstruha duhového pii alogenni
transplantaci a pti xenogenni transplantaci SG ze pstruha duhového do lososa masu (Okutsu
et al., 2007). Po enzymatické disociaci varlat pstruha 0,5 % trypsinu v PBS bylo zjisténo, ze
po transplantaci do peritonedlni dutiny pfijemce kolonizuji testikularni zarodecné bunky

gonady recipienta a produkuji funkéni spermie a jikry (Okutsu et al., 2007).

SG transgenniho darce byly identifikovany za pouziti zeleného fluorescencniho
proteinu, fizeného cis elementy vasa gend. SG tilapie nilské, dal§iho modelového organismu,
enzymaticky disociované a izolované pomoci Percoll gradientu, byly transplantovany do

urogenitalniho kanalku (Lacerda et al., 2006).

Izolace a transplantace byla také popsana u OG pstruha duhového (Yoshyoshizaki et al.,
2010) a u dania pruhovaného (Wong et. al., 2011). Izolace u pstruha byla provedena pomoci
media L-15 obsahujici 0,2 % kolagenazy a 500 IU ml™ a v pfipadé dania pruhovaného za
pomoci PBS obsahujici 0,2 % kolagenazy.

Manipulace s OG muze byt obzvlasté u jeseterovitych druhti ryb povaZovana za
vyznamnou Mmetodu, protoze se jedna 0 samici heterogametni uréeni pohlavi (ZW samice /

ZZ samec). Konzervace genetické informace zalozené pouze na samcich zarode¢nych
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bunkach, nemusi byt tedy efektivni, protoze tyto bunky nemusi obsahovat kompletni

genetickou informaci (Psenicka et al. 2015).

Autofi se vzdy snazi zajistit idedlni teplotu vody pro dany druh béhem enzymatické
disociace a vyrovnat napiiklad nizkou teplotu delsi dobou expozice (napiiklad danio

pruhované 28,5 °C po dobu jedné hodiny a pstruh duhovy 10 °C po dobu 7-9 hodin).

V této bakalafské praci naopak vysledky ukazaly, ze pouziti 0,3 % trypsinu v PBS pfi
teploté 23 °C pro disociaci testikuldrnich a ovaridlnich bun¢k se jevi jako optimalni. Timto
médiem se disocioval nejvyssi pocet bunék bez snizeni Zivotaschopnosti. Na druhou stranu

jako statisticky nejhor$i enzymaticka disociace se ukazala ta s pouzitim 0,1% kolagenazy.

V soucasné dobé¢ se védci vyhybaji disociaci zarodecnych bunék trypsinem. V nedavné
studii Shikina et al., (2013) odhalili naruseni membranovych proteint pstruha duhového
inkubaci v trypsinu, coz zpusobilo reverzibilni sniZzeni proliferace bunék. Ta mize byt

obnovena prostfednictvim kratkodobych in vitro kultivaci.

V této bakalaiské praci vSak byla inkubace s trypsinem vyhodnocena jako
nejefektivngjsi. Testikularni a ovarialni buiiky se mohly proliferovat v gonadéach recipientii
po transplantaci podobné jako endogenni buiikky. To znamend, Ze bunky byly alespon

¢astecné schopné se obnovovat a kultivovat v télni dutin€ recipienta.

Nedavna studie Rzepkowska a Ostaszewska (2013) ukazala, ze zacéatek proliferace a
diferenciace u jesetera ruského a jesetera sibifského se vyskytuje kolem 115 dne po
vylihnuti. Tato studie uvadi zvySeny pocet FITC endogennich zarodecnych bunék u jesetera
ruského.

Transplantované buriky jesetera sibifského, zna¢ené pomoci PKH26, byly v recipientovi
pozorovany po 97 dnech od vylihnuti, coz korensponduje s praci Rzepkowska a
Ostaszewska (2013).

Co se ty¢e znafeni bunc¢k donora, musime konstatovat, Ze jednoduché oznacovani
pomoci PKH26 asi neni pfili§ vhodné k identifikaci mezidruhovych zarodecnych linii
chimér z divodu mozné kontaminace se somatickymi buiitkami. Z tohoto divodu by bylo
Vv budoucnu nejspise dobré pouzit k identifikaci zarode¢nych linii druhové specifické

genetické markery.
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Dalsi mozna technika pro vytvoreni zdrodecné chiméry je transplantace PGC, ale pocet
vizualizovanych PGC z jednoho samostatného jesetefiho embrya je v priméru pouze 23,5
(Saito et al., 2014). Z hlediska efektivity neni tento typ transplantace pfili§ vhodny. Misto
toho se doporucuje pouzivani transplantace SG a OG z divodu vyssi vytéznosti z jednoho

jedince.

V této bakalatské praci byla vytéZznost obarvenych bunék protilatkou DDX4 z jednoho
jesetera priblizn¢ jeden milion. Takovéhoto vysokého mnozstvi vizualizovanych bunék
vzhledem k relativné velké velikosti gonad, bylo nejspise dosazeno, tim, Ze byl pouzit starsi
jedinec, ve srovnani se studii (Wong et al., 2011), ktery izoloval ovarialni bun¢k z dania

pruhovaného.

Izolované SG a OG je mozné kryoprezervovat v tekutém dusiku, ¢imz ziskdme moznost
uchovani jak paterndlni tak i materndlni DNA. Jelikoz jikry a embrya kryoprezervovat nelze.
Za pomoci téchto transplantacnich technik bude mozné hypoteticky zkratit dobu pohlavniho
dozravani u ryb s dlouhym genera¢nim intervalem pfi pouziti recipienta s krat$im
generacnim intervalem. Transplantacni experimenty u ohrozenych druht ryb jsou vhodnym
tématem pro dal$i vyzkum. Do budoucna by bylo také dobré vyzkouset obdobny experiment

S pouzitim sterilizovaného recipienta.

39



6. Seznam pouzité literatury

ALAVI, S. M. H., COSSON, J. J.,, COWARD, K. & RAFIEE, G. (2008). Fish
spermatology. Alpha Science International Ltd, Oxford, p. 465, ISBN: 978-1-
84265-369-2.

BARUS, V. (Ed.). (1989). Cervend kniha 2. Statni zem&délské nakladatelstvi, Praha, p.
133, ISBN: 80-209-0060-8.

BRAAT, A. K., ZANDBERGEN, T., VAN DE WATER, S.,, GOOS, H. J. T. &
ZIVKOVIC, D. (1999). Characterization of zebrafish primordial germ cells:
morphology and early distribution of vasa RNA. Developmental Dynamics 216:
153-167.

BRADFORD, M. M. (1976). Rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding.
Analytical Biochemistry 72: 248-254.

BRINSTER, R. L. & ZIMMERMANN, J. W. (1994). Spermatogenesis following male
germ-cell transplantation. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America 91 (24): 11298-11302.

DE MEULEAER, T. & RAYMAKERS, C. (1996). Sturgeons of the Caspian Sea and
the international trade in caviar. Traffic International, Cambridge, UK., p. 71,
ISBN: 185850113.

DE ROOLIJ, D. G., OKABE, M. & NISHIMUNE, Y. (1999). Arrest of spermatogonial
differentiation in jsd/jsd, SI17H/ SI17H, and crytorchid mice. Biology of
Reproduction 61 (3): 842-847.

DUBSKY, K., KOURIL, J. & SRAMEK, V. (2003). Obecné rybdistvi. Informatorium,
Praha, p. 312, ISBN: 80-7333-019-9.

FARLORA, R., IHARA, H. S., TAKEUCHI, Y., HAYASHI, M., OCTAVERA, A,
ALIMUDDIN & YOSHIZAKI, G. (2013). Intraperitoneal germ cell
transplantation in the Nile Tilapia Oreochromis niloticus. Marine Biotechnology
16 (3): 309-320.

FLAJSHANS, M., HULAK, M., KASPAR, V., RODINA, M., KOCOUR, M. & GELA,
M. (2009). Metodika uchovani genetickych zdrojii ryb v zZivé genové bance. Edice
Metodik, FROV JU, Vodnany, ¢. 91.

GELA, D., RODINA, M. & LINHART, O. (2008). Rizend reprodukce jeseterii
(Acipenser). Edice Metodik, VURH JU Vodiany, &. 78.

HARVEY, G. R., MIKLAS, H. P., BOWEN, V. T. & STEINHAUER, W. G. (1974).
Observations on the distribution of chlorinated hydrocarbons in Atlantic Ocean
organisms. Journal of Marine Research 32 (2): 103-118.

40



HIGUCHI, K., TAKEUCHI, Y., MIWA, M., YAMAMOTA, Y., TSUNEMOTO, K. &
YOSHIZAKI, G. (2010). Colonization, proliferation and survival of
intraperitoneally transplanted yellowtail Seriola quinqueradiata spermatogonia in
nibe croaker Nibea mitsukurii recipient. Fisheries Science 77: 69-77.

HIGUCHI, K., TAKEUCHI, Y., MIWA, M., YAMAMOTO, Y., TSUNEMOTO, K. &
YOSHIZAKI, G. (2011). Colonization, proliferation and survival of
intraperitoneally transplanted yellowtail Seriola quinqueradiata spermatogonia in
nibe croaker Nibea mitsukurii recipient. Fisheries Science 77 (1): 69-77.

HOREJSI, V. & BARTUNKOVA, J. (2009). Zdklady imunologie. Triton, Praha, p. 316,
ISBN: 978-80-7387-280-9.

CHEBANOV, M. & GALICH, E. (2009). Ultrasound diagnostics for sturgeon
broodstock management. South Branch, Federal Center of Selection and Genetics
for Aquaculture. Krasnodar, Russia, p. 1-115.

IZADYAR, F., CREEMERS, L. B., VAN DISSEL-EMILIANI, F. M. F., VAN PELT,
A. M. M. & DE ROOLJ, D. G. (2000). Spermatogonial stem cell transplantation.
Molecular and Cellular Endocrinology 169 (1-2): 21-26.

JEGOU, B., LAWS, A. O. & DEKRETSER, D. M. (1984). Changes in testicular
function induced by short-term exposure of the rat testis to heat — further evidence
for interaction of germ-cells, sertoli cells and leydig-cells. International Journal of
Andrology 7 (3): 244-257.

KALT, M. R. (1976). Morphology and kinetics of spermatogenesis in xenopus-laevis.
Journal of Experimental Zoology 195 (3): 393-407.

KAWASAKI, T., SAITO, K., SHINYA, M., OLSEN, L. C. & SAKAI N. (2010).
Regeneration of spermatogenesis and production of functional sperm by grafting
of testicular cell aggregates in Zebrafish (Danio rerio). Biology of Reproduction
83 (4): 533-539.

KRALOVA, H. (Ed.). (2001). Reky pro Zivot: revitalizace ek a péce o nivni biotopy.
Veronica, Brno, p. 439, ISBN: 80-238-8939-7.

KUX, Z. (1956). Prispévek k ichtyofauné dolni Moravy a Dunaje. Acta Musei Moraviae
41:93-112.

LACERDA, S. M. S. N,, BATLOUNI, S. R,, SILVA, S. B. G,, HOMEM, C. S. P. &
FRANCA, L. R. (2006). Germ cells transplantation in fish: the Nile-tilapia model.
Animal Reproduction 3 (2): 146-159.

LACERDA, S. M. S. N.,, BATLOUNI, S. R, ASSIS, L. H., RESENDE, F. M.,
CAMPOS-SILVA, S. M., CAMPOS-SILVA, R., SEGATELLI, T. M. &
FRANCA, L. R. (2008). Germ cell transplantation in tilapia (Oreochromis
niloticus). Cybium 32 (2): 115-118.

LACERDA, S. M. S. N., BATLOUNI, S. R., COSTA, G. M. J,, SEGATELLI, T. M,
QUIRINO, B. R., QUEIROZ, B. M., KALAPOTHAKIS, E. & FRANCA, L. R.

41



(2010). New end fast technique generace offspring after germ cells transplantation
in adult fish: the Nile tilapia (Oreochromis niloticus) model. Plos One 5: e10740.

LACERDA, S. M. S. N, COSTA, G. M. J., DA SILVA, M. D. A., CAMPOS-JUNIOR,
P. H. A., SEGATELLI, T. M., PEIXOTO, M. T. D., RESENDE, R. R. &
FRANCA, L. R. (2013). Phenotypic characterization and in vitro propagation
transplantation of the Nile tilapia (Oreochromis niloticus) spermatogonial stem
cells. General and Comparative Endocrinology 192: 95-106.

LAWS, E. A. (1993). Aquatic pollution: an introductory text. John Wiley & Sons,
Honolulu, p. 611, ISBN: 0-471-53457-9.

LINHART, O., DZYUBA, B., BORYSHPOLETS, S. & RODINA, M. (2010).
Zmrazovani spermatu jesetera malého (Acipenser ruthenus). JihoCeska univerzita,
Fakulta rybaistvi a ochrany vod, Ceské Budgjovice, p. 21, ISBN: 978-80-87437-
03-2.

LUDWIG, A. (2008). Identification of Acipenseriformes species in trade. Journal of
Applied Ichthyology 24: 2-11.

LUDWIG, A., LIPPOLD, S., DEBUS, L. & REINARTZ, R. (2009). First evidence of
hybridization between endangered sterlets (Acipenser ruthenus) and exotic
Siberian sturgeons (Acipenser baerii) in the Danube River. Biological Invasions
11:753-760.

LUSK, S. & HOLCIK, J. (1998). Vyznam bezbariérového spojeni Ficniho systému
Moravy a Dyje na iizemi Ceské republiky s Dunajem. In: LUSK, S. &
HALACKA, K. (Eds), Biodiverzita ichtyofauny CR (IT): 69-93.

LUSK, S., HARTVICH, P. & LOJKASEK, B. (2014). Migrace ryb a migracni
prostupnost vodnich tokii. JihoCeska univerzita, Fakulta rybafstvi a ochrany vod,
p. 254, ISBN: 978-80-87437-77-3.

MAJHI, S. K., HATTORI, R. S., YOKOTA, M., WATANABE, S. &
STRUESSMANN, C. A. (2009). Germ cell transplantation using sexually
competent fish: An Approach for rapid propagation of endangered and valuable
germlines. Plos One 4 (7): e6132.

MANNING, M. J. & NAKANISHI, T. (1996). The specific immune system: cellular
defenses. In: lwama G, Nakanishi T (Eds.) The fis immune system: organism,
pathogen, and environment. Academic Press, San Diego, Kalifornie, p. 159-205.

MORITA, T., KUMAKURA, N., MORISHIMA, K., MITSUBOSHI, T., ISHIDA, M.,
HARA, T., KUDO, S., MIWA, M., IHARA, S., HIGUCHI, K., TAKEUCHI, Y.,
YOSHIZAKI, G. (2012). Production of donor-derived offspring by allogeneic
transplantation of spermatogonia in the yellowtail (Seriola quinqueradiata).
Biology of reproduction 86 (6): 1-11.

MYERS, R. A. & WORM, B. (2003). Rapid worldwide depletion of predatory fish
communities. Nature 423 (6937): 280-283.

42



NOBREGA, R. H., GREEBE, C. D., VAN DE KANT, H., BOGERD, J., DE FRANCA,
L. R. & SCHULZ, R. W. (2010). Spermatogonial stem cell niche and
spermatogonial stem cell transplantation in zebrafish. Plos One 5 (9): e12808.

OGAWA, T., DOBRINSKI, I, AVARBOCK, M. R. & BRINSTER, R. L. (2000).
Transplantation of male germ line stem cells restores fertility in infertile mice.
Nature Medicine 6 (1): 29-34.

OHTA, H., YOMOGIDA, K., DOHMAE, K. & NISHIMUNE, Y. (2000). Regulation of
proliferation and differentiation in spermatogonial stem cells: the role of c-kit and
it’s ligand SCF. Development 127 (10): 2125-2131.

OKUTSU, T., SUZUKI, K., TAKEUCHI, Y., TAKEUCHI, T. & YOSHIZAKI, G.
(2006). Testicular germ cells can colonize sexually undifferentiated embryonic
gonad and produce functional eggs in fish. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America 103 (8): 2725-2729.

OKUTSU, T., SHIKINA, S., KANNO, M., TAKEUCHI, Y. & YOSHIZAKI G. (2007).
Production of trout offspring from triploid salmon parents. Science 317 (5844):
1517-1517.

OKUTSU, T., TAKEUCHI, Y. & YOSHIZAKI, G. (2008). Spermatogonial
transplantation in fish: Production of trout offspring from salmon parents. In:
Tsukamoto, K., Kawamura, T., Takeuchi, T., Beard, T. D. & Kaiser, M. J. (Eds).
Fisheries for global welfare and environment. Terra publishing, Tokyo, p. 209-
219.

PIKITCH, E. K., DOUKAKIS, P., LAUCK, L., CHAKRABARTY, P. & ERICKSON,
D. L. (2005). Status trends and management of sturgeon and paddlefish fisheries.
Fish and Fisheries 6: 233-265.

POKORNY, J. (2009). Vodni hospoddistvi - Stavby v rybdrstvi. Informatorium, Praha,
p. 318, ISBN: 978-80-7333-071-2.

PSENICKA, M., SAITO, T., RODINA, M., LINHARTOVA, Z. & FLAJSHANS, M.
(2012). Izolace a zmrazovani spermatogonii a oogonii jeseterii pro ucely uchovani
genetickych zdrojii. JihoGeskd univerzita v Ceskych Bud&jovicich, Fakulta
rybéfstvi a ochrany vod, Vodnany, p. 22, ISBN: 078-80-87437-68-1.

PSENICKA, M., SAITO, T., LINHARTOVA, Z. & GAZO, 1. (2015). Isolation and
transplantation of sturgeon early-stage germ cells. Theriogenology 83: 1085-1092.

RAPLIK, M., VYBORA, P. & MARES, K. (1989). Uprava tokov. Alfa, Bratislava, p.
639, ISBN: 80-05-00128-2.

ROUTLEDGE, E. J., SHEAHAN, D., DESBROW, C., BRIGHTY, G. C., WALDOCK,
M. & SUMPTER, J. P. (1998). Identification of estrogenic chemicals in STW
effluent.2. In vivo responses in trout and roach. Environmental Science &
Technology 32: 1559-1565.

43



SAITO, T., GOTO-KAZETO, R., ARAI, K. & YAMAHA, E. (2008). Xenogenesis in
teleost fish through generation of germ-line chimeras by single primordial germ
cell transplantation. Biology of Reproduction 78: 159-166.

SAITO, T., GOTO-KAZETO, R., FUJIMOTO, T., KAWAKAMI, Y., ARAI K. &
YAMAHA, E. (2010). Inter-species transplantation and migration of primordial
germ cells in cyprinid fish. International Journal of Development Biology 54:
1481-1486.

SAITO, T., GOTO-KAZETO, R.,, KAWAKAMI, Y., NOMURA, K., TANAKA, H.,
ADACHI, S., ARAI K. & YAMAHA, E. (2011). The mechanism for primordial
germ-cell migration is conserved between Japanese Eel and Zebrafish. Plos One 6
(9): e24460

SAITO, T., PSENICKA, M., GOTO-KAZETO, R., INOUE, K., ADACHI, S., ARAI,
K. & YAMAHA, E. (2014). The origin and migration of primordial germ cells in
sturgeons. Plos One 9 (2): e86861

SHIKINA, S., NAGASAWA, K., HAYASHI, M., FURUYA, M., IWASAKI, Y. &
YOSHIZAKI, G. (2013). Short-term in vitro culturing improves transplantability
of type a spermatogonia in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Molecular
Reproduction and Development 80:763—773.

SCHLATT, S., ROSIEPEN, G., WEINBAUER, G. F., ROLF, C., BROOK, P. F. &
NIESCHLAG, E. (1999). Germ cell transfer into rat, bovine, monkey and human
testes. Human Reproduction 14 (1): 144-150.

SCHULZ, R. W., DE FRANCA, L. R., LAREYRE, J. J., LEGAC, F., CHIARINI-
GARCIA, H., NOBREGA, R. H. & MIURA, T. (2010). Spermatogenesis in fish.
General and Comparative Endocrinology 165 (3): 390-411.

SVOBODOVA, Z. (1987). Toxikologie vodnich Zivocichii. Ministerstvo zem&dglstvi a
vyzivy CSR a Cesky rybatsky svaz, Statni zemédélské nakladatelstvi, Praha, p.
231.

RZEPKOWSKA, M. & OSTASZEWSKA, T. (2013). Proliferating cell nuclear antigen
and vasa protein expression during gonadal development and sexual
differentiation in cultured Siberian (Acipenser baerii Brandt, 1869) and Russian
(Acipenser gueldenstaedtii Brandt & Ratzeburg, 1833) sturgeon. Reviews in
Aguaculture 5: 1-14.

TAKEUCHI, Y., YOSHIZAKI, G. & TAKEUCHI, T. (2003). Generation of live fry
from intraperitoneally transplanted primordial germ cells in rainbow trout. Biology
of Reproduction 69 (4): 1142-1149.

TAKEUCHI, Y., HIGUCHI, K., YATABE, T., MIWA, M. & YOSHIZAKI G. (2009).
Development of spermatogonial cell transplantation in Nibe Croaker, Nibea
mitsukurii (Perciformes, Sciaenidae). Biology of Reproduction 81 (6): 1055-1063.

44



TSAL S., RAWSON, D. M. & ZHANG, T. (2009). Studies on chilling sensitivity of
early stage zebrafish (Danio rerio) ovarian follicles. Cryobiology 58 (3): 279-286.

THORPE, K. I, HUTCHINSON, T. H., HETHERIDGE, M. J., SUMPTER, J. P. &
TYLER, C. R. (2000). Development of an in vivo screening assay for estrogenic
chemicals using juvenile rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Environmental
Toxicology and Chemistry 19 (11): 2812—-2820.

VANDERMEER, Y., HUISKAMP, R., DAVIDS, J. A. & DE ROOLJ, D. G. (1993).
Differential effects of fractionated X irradiation on mouse spermatogonial stem
cells. Radiation research 135 (2): 222-228.

VELISEK, J., SVOBODOVA, Z., BLAHOVA, J., MACHOVA, J., STARA, A.,
DOPSIKOVA, R., SIROKA, Z., MOUDRA, H., VALENITOVA, O., RANDAK,
T., STEPANOVA, S., MARSALEK, P., KOCOUR KROUPOVA, H., GRABIC,
R., ZUSKOVA, E., BARTOSKOVA, M. & STANCOVA, V. (2014). Vodni
toxikologie pro rybare. JihoCeska univerzita, Fakulta rybafstvi a ochrany vod, p.
600, ISBN: 978-80-87547-89-6.

WANG, D. Z., ZHOU, X. H., YUAN, Y. L. & ZHENG, X. M. (2010). Optimal dose of
busulfan for depleting testicular germ cells of recipient mice before
spermatogonial transplantation. Asian Journal of Andrology 12 (2): 263-270.

WILDHABER, M. L., PAPOULIAS, D. M., DELONAY, A. J., TILLITT, D. E,,
BRYAN, J. L. & ANNIS, M. L. (2006). Development of methods to determine the
reproductive status of Pallid sturgeon in the Missouri river, Final Science Report
to U.S. Fish and Wildlife Service. USGS Final Science Support Program Report.

WONG, T. T., SAITO, T., CRODIAN, J. & COLLODI, P. (2011). Zebrafish germline
chimeras produced by transplantation of ovarian germ cells into sterile host larvae.
Biology of Reproduction 84 (6): 1190-1197.

YANO, A., SUZUKI, K. & YOSHIZAKI, G. (2008). Flow-cytometric isolation of
testicular germ cells from rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) carrying the green
fluorescent protein gene driven by trout vasa regulatory regions. Biology of
Reproduction 78 (1): 151-158.

YAZAWA, R., TAKEUCHI, Y., HIGUCHI, K., YATABE, T., KABEYA, N. &
YOSHIZAKI G. (2010). Chub mackerel gonads support colonization, survival,
and proliferation of intraperitoneally transplanted xenogenic germ cells. Biology of
Reproduction 82 (5): 896-904.

YAZAWA, R., TAKEUCHI, T., MORITA, T., ISHIDA, M. & YOSHIZAKI, G. (2013).
The Pacific bluefin tuna (Thunnus orientalis) dead end gene is suitable as a
specific molecular marker of type A spermstogonia. Molecular Reproduction &
Development 80: 871-880.

YING, G. G.,, KOOKANA, R. S. & RU, Y. J. (2002). Occurrence and fate of hormone
steroids in the environment. Environment international 28 (6): 545-551.

45



YOSHIKAWA, H. K., MORISHIMA, T., FUJIMOTO, T., SAITO, T., KOBAYASHI,
E.. YAMAHA, E. & ARAI, K. (2009). Chromosome doubling in early
spermatogonia produces diploid spermatozoa in a natural clonal fish. Biology of
Reproduction 80: 973-979.

YOSHIZAKI, G., TAKEUCHI, Y., SAKATANI, S. & TAKEUCHI, T. (2000). Germ
cell-specific expression of green fluorescent protein in transgenic rainbow trout
under control of the rainbow trout vasa-like gene promoter. International Journal
of Developmental Biology 44 (3): 323-326.

YOSHIZAKI, G., ICHIKAWA, M., HAYASHI, M., IWASAKI, Y., MIWA, M,
SHIKINA, S. & OKUTSU, T. (2010). Sexual plasticity of ovarian germ cells in
rainbow trout. Development 137 (8): 1227-1230.

YOSHIZAKI, G., FUIINUMA, K., IWASAKI, Y., OKUTSU, T., SHIKINA, S.,
YAZAWA, R. & TAKEUCHI Y. (2011). Spermatogonial transplantation in fish:
A novel method for the preservation of genetic resources. Comparative
Biochemistry and Physiology D-Genomics & Proteomics 6 (1): 55-61.

YOUNG, G. P. H, GOLDSTEIN, M., PHILLIPS, D. M., SUNDARAM, K,
GUNSALUS, G. L. & BARDIN, C. W. (1988). Sertoli cell-only syndrome
produced by cold testicular ischemia. Endocrinology 122 (3): 1074-1082.

Elektronické zdroje:

Bartova, E. (2014) Biologie a genetika pro bakalare. [cit. 2015-04-23] [online].
Dostupné z <https://cit.vfu.cz/opvk2014/?title=teorie-
rozmnozovani_a_vyvoj&lang=cz>

Bycatch — Wasteful and Destructive Fishing, (2007) [cit. 2015-04-23] [online].
Dostupné z < http://www.greenpeace.org.uk/oceans/problems/bycatch-wasteful-
and-destructive-fishing>

Overfishing: A Threat to Marine Biodiversity,[cit. 2015-04-23] [online]. Dostupné z
<http://www.un.org/events/tenstories/06/story.asp?story| D=800#>

Overfishing: Oceans are Dying, (2009) [cit. 2015-04-23] [online]. Dostupné z
<http://www.oceansentry.org/lang-en/overfishing/campaign.htmI>

The IUCN Red List of Treatened Species. (2014) [cit. 2015-04-23] [online]. Verze
2014.3. Dostupné z <http://www.iucnredlist.org/search>

46



LY

7. Ptilohy

7.1 Priloha 1

Tabulka la: Piehled alogennich transplantaci provedenych u ryb.

Vek, PouZita sterilizace Izolace zarode¢nych Identifikace
Rok Autor Donor pohlavi Recipient VEk, pohlavi piijemce recipienta bunck zarodeénych Identifikace chimér
darce bunék
Pstruh duhovy 9 mésict  Pstruh duhovy 32-35 denni o
2006 Okutsu et al. (Oncorhynchus ~ (sexualné (O. mykiss) sterilizaci P — — Vasa-GFP Vasa-GFP
myKkiss) zraly) sameci i samice
Tilapie nilska m‘é;?cﬁ Tilapie nilska 4-5 mésici Busulfan, teplota vody PKH26 PKH26
2006 Lacerdaetal. (Or:ﬁgfﬂ:ﬁ’sr)"'s (sexualng  (O. niloticus) (sexudlné zraly) 20°C, 25°C,30°Ca3s °c  rercoll gradient Trypan blue Trypan blue
zraly)
Dospély
Tilapie nilska Jedinec Tilapie nilska Dospély jedinec
2008  Lacerdaetal. (Oreochromis  (sexuilng p_l i lev yjl, Busulfan 15 a 18 mg/kg, Percoll gradient Trypan blue PKH26
niloticus) Zraly (O. niloticus) (sexualné zraly samec) teplota vody 20°C, 25°C,
samec) 30°Ca35°C
3,6a16 Spg. enzymaticka
2009 Takeuchi et al. (Nibea mitsukurii)  mésict (N. mitsukurii) Larva — disociace, 0,25% PKH26 PKH26
(samec) trypsin, 0,05% Dnasa
2010 Nobrega et al. 2-3 tydny po Busulfan 30 nebo GFP
Dospely transplantaci (sexualng 40 mg/kg Spo. enzymatické 59-brom-29-
Danio oruhovane Jedinee Danio zraly samec) tenlota vody 35°C pe. CMZyInale deoxyuridin (BrdU)
pruhované o . plota vody disociace 0,2% vex M
(Danio rerio) (sexua}ne pruhovz_me (D. , Kolagenaza, 0,12% rozpustény ve vodeé
zraly rerio) 3—4 tydny po dispéza (4 mg/ml) po dobu 4-
samec) transplantaci (sexualng& po dobu 1 tydne P 10h

zrala samice)
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Tabulka Ib: Pi‘ehled alogennich transplantaci provedenych u ryb.

Vek,

Identifikace

Rok Autor Donor pohlavi Recipient Vels,' Pohlaw PouZita sterilizace  Izolace zar?decnych zérodeénych Ident.lfllface
. prijemce recipienta bunék « chimér
darce bunék
59-brom-29-
. . i . , Juvenil deoxyuridin (BrdU)
2010 Kawasakiet  Danio pruhované Danio pruhované 5-8 tydnii po Hybridizace - Vasa-GFP  rozpustény ve vodg
al. (D. rerio) (D. rerio) Lk
sterilizaci (4 mg/ml) po dobu
4-10h
Tilapie nilska . Tilapie nilska Busulfan 15 nebo 18 S
T Dospély . s g PKH26, ruzné
2010 Lacerdaetal. . ©. nIV|OtICUS) , jedinec (C.)' nllotlc_u s),_ Dospely jedinec mg/ kog, teplota vody Percoll gradient PKH26 fenotypy, rizné
Cervené zbarvena (samec) Chitralada tilapie (samec) 35°C po dobu 2 druhy Glaid
tilapie (divoce zbarvend) tydnt yHap
. , o Danio pruhované -
Danio pruhované 3 mésice - Embryo ve fazi - . vasa-DsRed2; vasa-DsRed2;
2011  Wongetal. (D. rerio) (samice) (D. aLb;t)I:?gatus) blastuly Hybridizace Percoll gradient EGEP-bactin EGEP-bactin
. Kranas japonsky 10 mésici Kranas japonsky
2012  Moritaetal. - - (sexualné - - 8 denni larva — — PKH26 PKH26, ISH (vasa)
(S.quinqueradiata) , (S. quinqueradiata)
nezraly)
Tilapie nilska 5-12 Tilapie nilska medaka f- PKH26, DAPI,
2013 Farloraetal. (O. niloticus) mésich (O. niloticus) Larva - - actin/(EGFP ) DNA pro PCR
Bunétnd Dospély jedinec Imunologické
2013 Lacerdaetal.  Llapie nilskd kultura Tilapic nilska (sexuslng zraly Busulfan Bunéend kultura (SG), -y, o pRFDG.  PKH26 - Gfral
(O. niloticus) z dospélého (O. niloticus) samec) Percoll gradient GL

jedince
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Tabulka I1: Piehled xenogennich transplantaci provedenych u ryb.

Vék, « . o o . X - .
Rok Autor Donor pohlavi Recipient Velf,“p ohlavi Pouznta_ s?erlllzace Izolace zar?decnych . Ide? tl,f Ikace < Identifikace chimér
darce prijemce recipienta bunék zarodecnych bunék
. v Vasa-GFP, analyza
2007  Okutsu et al. Pstruh duhovy ]'Dos'pely L.osos masu embryo Triploidizace — Vasa-GFP RAPD
(O. mykiss) jedinec (0. masou)
2008 Okutsu et al Pstruh duhovy Dospély Losos masu 34 denni po Triploidizace - PCR, GFP - specifické PCR, GFP - specifické
' (O. mykiss) jedinec (0. masou) sterilizaci P primery primery
. . . Spg. enzymaticka
gaggz\sic, 4-5 meésict Gaviinovec Je_(eiéli(;lg(t:y Busulfan 40 mg/kg, disociace; 0,5% trypsin,
2009 Majhi et al. & Y sexualné patagonsky Jedinec, teplota vody 25°C po 5% fetalni bovinni sérum a Trypan blue Trypan blue
(Odontesthes (sexualné
bonariensis) nezraly) (O. hatcheri) zral{ samec) dobu 4 tydnii 1mM Ca2+ po dobu 2
y hodin pfi 22°C
. , (sexualné .
2010  Higuchi et al. Kranas japons ky zraly samec  (N. mitsukurii)  Larva 4mm — — PKH26, vasa PKH26, genotypova
(S.quinqueradiata) 7229) (vasa), (anti-PCNA)
Makrela
2010 Yazawaetal.  (N.mitsukurii 3 mésice japonskd Larva _ DAPI PKH26 PKH26, ISH (vasa
(samec) (Scomber
japonicus)
Spg. enzymaticka
disociace; 1ml 0,25%
. , trypsin, 10mi/ml
2011  Higuchietal, Kranasijaponsky Samec N. mitsukurii Larva — kolagenazy H, 5% fetalni PKH26 PKH26
(S.quinqueradiata)
-quing bovinni sérum, 0,05%
DNAsy | po dobu 3 hodin
pii 20°C
Sexualné
Pacificky t,unak ‘ nezralgf ' Makrela
2013  Yazawaetal obecny jednorocni japonska Larva — — — —
' (Thunnus jedinec (S. japonicus)
orientalis) vazici cca -Jap
10kg
Sexualné
2015 Pienickaetal ~ Jesciersibifsky o nezraly o Jescter maly Larva - Percoll gradient PKH26, FITC-dextran ~ PKH26, FITC-dextran
(A. baerii) 4ro¢ni (A. ruthenus)

jedinec




7.2. Priloha 2

Gradient percollu
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Obr. 2: Nazorné schéma separace SG pomoci Percoll gradientu.
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7.3. Priloha 3

Obr. 3: Transplantace spermatogonii do embrya jesetera malého (A. ruthenus) (Foto:
Petr Dobrovolny).

Obr. 4: Detailni pohled na transplantaci spermatogonii do genitalni ryhy jesetera malého
(A. ruthenus) (Foto: Petr Dobrovolny).
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Obr. 5: Micromanipulator M-152 (Narishige, Japonsko) a microinjektor CellTram
Vario (Eppendorf, Némecko) a fluorescenéni stereomikroskop M165FC (Foto: Petr
Dobrovolny).

Obr. 6.: Testes (T) a ovariia (O) jesetera sibifského (A. baerii) ve druhé fazi zralosti
(velikost 90 mm) (Foto: Martin PSenicka)
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7.4. Priloha 4

Obr. 7a: Vysledek imunohistochemickych analyz provedenych u varlat ve ¢tvrté fazi
vyvoje, modra barva (DAPI) oznacuje jadra bunck, zelena protilatka oznazuje
zarodecné bunky (Foto: Martin PSenicka).

Obr. 7b: Vysledek imunohistochemickych analyz provedenych u varlat v druhé fazi
vyvoje, modrd barva (DAPI) oznacCuje jadra bunck, zelend protilditka oznazuje
zarode¢né bunky (Foto: Martin PSenicka).
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Obr. 7c: Vysledek imunohistochemickych analyz provedenych u ovarii v druhé fazi
vyvoje, modra barva (DAPI) oznaCuje jadra bunék, zelena protilatka oznaZuje
zarodecné bunky (Foto: Martin PSenicka).
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7.5. Priloha 5

Obr. 9a: Suspenze testikularnich bun€k u jesetera sibitského (A. baerii) (Foto: Martin
Psenicka).

Obr. 9b: Suspenze ovarialnich bunék u jesetera sibifského (A. baerii) (Foto: Martin
Psenicka).
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7.6. Priloha 6

Obr. 10a: Rez spermatogonii u jesetera sibifského (A. baerii) pomoci transmisni
elektronové mikroskopie (Foto: Martin PSenicka).

Obr. 10b: Rez oogonii u jesetera sibifského (A. baerii) pomoci transmisni elektronové
mikroskopie (Foto: Martin PSenicka).
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7.7. Priloha 7

Obr. 1la: Larvy jesetera malého (A. ruthenus) s ¢ervené znacenou transplantovanou
spermatogonii jesetera sibifského (A. baerii) po Sesti dnech od transplantace (Foto:
Martin PSenicka).

Obr. 11b: Larvy jesetera malého (A. ruthenus) se zelen¢ znacenymi endogennimi PGC a
¢ervené znacenymi transplantovanymi spermatogoniemi jesetera sibifského (A. baerii)
po tiiceti dnech od transplantace (Foto: Martin PSenicka).
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Obr. 11c: Larvy jesetera malého (A. ruthenus) se zelené znacenymi endogennimi PGC a
¢ervené znacenymi transplantovanymi spermatogoniemi jesetera sibifského (A. baerii)
po padesati dnech od transplantace (Foto: Martin PSenicka).
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8. Seznam zkratek

DNA
EGFP

F1
GFP
HBSS
L-15
0G
PBS

PGC

PKH26
SG

deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina

enhanced green fluorescent protein, vylepSeny zeleny fluorescencni
protein

prvni generace potomstva

green fluorecsent protein, zeleny fluorescenc¢ni protein

Hanklv vyvazeny solny roztok

Leibovitzovo médium

Oogonia, oogonie

phosphate-buffered saline, fosfatovy pufr

primordial germ cell, primordialni gonocyty

cervené fluorescencni barvivo pro znaceni bunéénych membran

spermatogonia , spermatogonie
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9. Abstrakt

Zachrana kriticky ohroZenych druhii ryb pomoci manipulace se

spermatogoniemi a oogoniemi

Transplanta¢ni experimenty popsané v této praci mohou napomoci ke zkraceni
generacniho intervalu u dlouho dozravajicich ohrozenych druhd ryb a
k jejich efektivnéjsi reprodukci. Dale pak je mozné separované spermatogonie (SG) a
oogonie (OG) uchovavat pomoci kryoprezervace v tekutém dusiku. Zakonzervujeme
tak, jak paternalni, tak i maternalni DNA a nedojde k ochuzeni genofondu ohrozenych
druhti ryb o maternélni ¢ast. Z toho diivodu, Ze pfi uchovavani zralych gamet mizeme
zamrazit pouze spermie. Jikry a embrya by zamrazovani nepfezila. Popsané metody
budou v budoucnu uplatnéné k efektivnéjsi zachrané kriticky ohrozenych jeseteri
pomoci transplantace jejich zarodeénych bunék do jesetera malého (Acipenser
ruthenus). Metody mizou byt vhodné i pro aplikaci na jiné druhy ohrozenych ryb pti
nalezeni vhodného recipienta. Jako piiklad Ize z nasich druht ryb uvést thofe fi¢nho

(Anguilla anguilla).

Jako modelové organizmy byly pouzity jeseter sibifsky (Acipenser baeri) a jeseter
maly (Acipenser ruthenus) u jesetera sibifského byla pouzita technika enzymatické
disociace, tiidéni zarode¢nych bunék pomoci koncentrace Percoll gradientu a
transplantace jesetetich SC a OG. Vysledky ukazaly, Ze pouziti 0,3% trypsinu v PBS je
pro disociaci SG a OG optimalni, protoze toto médium disociovalo nejvyssi pocet
bun¢k bez snizeni jejich zivotaschopnosti. Odseparovani ranych stadii zarodecnych
bunék bylo Gspésné dosazeno oddélenim v 10 az 30% Percoll gradientu za pomoci
centrifugace. Po transplantaci bylo v ptipadé SG i u OG prokazano, ze kolonizovaly
genitalni ryhy hostitele. Recipient se stal chimérou zarode¢né linie, ktera mize po cely

sviyj zivot produkovat gamety darce.

Kli¢ova slova: Kriticky ohrozeny druh, spermatogonie, oogonie, transplantace,
chiméra, primordialni gonocyty, donor, recipient
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Abstract

The rescue of critically endangered fish species through manipulation

with spermatogonia and oogonia

The transplant experiments described in this work may help to shorten the
generation interval for long maturing endangered fish species and their more effective
reproduction. Further, it is possible to preserve the separated spermatogonia and
oogonia using a cryopreservation in liquid nitrogen. We conserve both paternal and
maternal DNA and the gene pool of endangered fish species will not be depleted of
maternal part. It’s because we can freeze only sperm in the preservation of mature
gametes. Fish eggs and embryos would not survive freezing. The described methods
will be applied in the future to more effective rescue of critically endangered sturgeons
by the transplantation of their germ cells into a Sterlet (Acipenser ruthenus). These
methods can be suitable for application on other species of endangered fish in case of
finding an appropriate recipient. As an example of our fish species is a European eel

(Anguilla Anguilla).

The Siberian sturgeon (Acipenser baeri) and the Sterlet (Acipenser ruthenus) were
used as model organisms. For Siberian sturgeon the enzymatic dissociation technique,
sorting of germ cells using Percoll gradient concentration and transplantation of
sturgeon spermatogonia and oogonia were used. The results showed that the use of
0.3% of trypsin in PBS is optimal for dissociation of spermatogonia and oogonia,
because this medium was dissociating the highest number of cells without reducing
their viability. The separation of the early stages of germ cells has been successfully
achieved by segregation in 10 to 30% of Percoll gradient with the help of centrifugation.
After transplantation it was proved in spermatogonia as well in oogonia that they
colonized the genital ridges of the host. The recipient became a chimera of a germ line,

which can produce donor gametes throughout his life.

Keywords: Critically endangered species, spermatogonia, oogonia, transplantation,
chimera, primordial gonocytes, donor, recipient
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