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1. UVOD

Pro veliky zajem o jesetery Acipenseriformes scilem jejich reintrodukce
a akvakulturniho chovu je v poptedi zajmu vyvinout co nejefektivnéjsi systém produkce
téchto druhti ryb. Geneticka a cytogenetickd manipulace s jesetery je velice obtizna, ale
techniky biotechnologie a mikromanipulace se zarode¢nymi bufikami a embryi se
muzou stat vhodnym nastrojem zefektiviiujici chov jeseterovitych ryb.

Transplantace primordidlnich gonocytii (PGC) je jednou z nejpouzivanéjSich
biotechnologii pro tvorbu chimér zarode¢nych linii (germ-line chimera). PGC je
embryonalni kmenova bunka specializovana pro tvorbu gamet (spermii a vaji¢ek). Ta se
po transplantaci do embrya stejného nebo pfibuzného druhu ryby zacleni do gonad
hosta, které pak v dospélosti produkuji gamety donora, transplantovaného jedince. Tato
technika je prostudovand zatim jen u modelovych druhl ryb, ovSem jeji aplikaci
bychom mohli docilit napt. efektivnéj$i kryoprezervaci rybich druhti nebo zkraceni
generacniho intervalu u dlouho dozravajicich ryb, jakymi jsou napiiklad 1 jesetefi.

Prvnim a hlavnim pozZadavkem pro zvladnuti techniky transplantace u jeseteri je
zvladnuti metodiky znaceni PGC. To se u vétSiny druhti modelovych ryb provadi
injikaci fluorescentu GFP (green fluorescent protein) konjugovany s nosl 3’UTR
mRNA do jikry brzy po oplozeni. Tato aplikace se musi provadét do mist lokalizace
prekursoru PGC, kterym je u jesetert tzv. Babiani cytoplasma obsahujici ,,nuage*, ktera
doposud nebyla u oplozené jikry jeseterti lokalizovana. Dal$Sim problémem injikace
jesetetich jiker je rezistence oball k penetraci fluorescentu injikujici kapilary.

Cilem této studie je (a) popsani ultrastruktury jikry jesetera sibifského Acipenser

baerii pfed a po oplozeni a pied a po aktivaci vodou; (b) prokazani pfitomnosti nuage,
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prekurzora zarodeénych granuli PGC, jejich lokalizace a popis ultrastruktury ve fazi

fertilizace pomoci elektronové mikroskopie.

2. LITERARNI PREHLED

2.1. Trend vyzkumu reprodukce jeseteri

Jesetefi patii do nadfadu chrupavcitych ryb Chondrostei, ktery se déli do dvou
¢eledi veslonosoviti Polyontidae a jeseteroviti Acipenseridae.

Pocetnost a velikost voln¢ Zzijici populaci téchto ryb jsou znepokojivé a podle
Cervené knihy jsou jesetefi nejvice ohrozenou skupinou druhf. Z 32 druht
chrupavéitych ryb mizeme najit 27 druh@i v seznamu Cervené knihy, pfi¢emz 16
s oznaCenim kriticky ohrozeny. Chov jeseterd piindSi mnohé problémy: vétSina
chovanych druhii jeseterti je ohrozena, vytéznost masa je spiSe nizkd a v porovnani
s ostatnimi druhy ryb dochézi k pozdnimu pohlavnimu dospivani a opétovnému terminu
zralosti gamet. Nicméné i pies tyto potencialné negativni aspekty ma chov jesetera
slibnou budoucnost pievazné v reintrodukci, produkcei kaviaru a dekorativnich ryb.

Pocatecni studie chovu jeseterti byly provedeny jiz v poloviné 19. stoleti, kdy byli
pokusni jedinci odlovovani z volné Zijicich populaci. Prvni malo uspésné pokusy
0 reprodukci a nasledny odchov v Evropé a Severni Americe jsou datovany z let 1880
az 1920 (Gela a kol., 2008). Jako prvni zemi s uspéSnou reprodukci jesetera kolem roku
1930, je povazovan Sovétsky svaz (Doroshov a Binkowski, 1985). Mimo uzemi
byvalého SSSR je datovan prvni UspéSny vytér u jesetera bilého A. transmontanus
k roku 1979 na Kalifornské univerzit¢ v USA (Hung, 1991). Pii prvnich umélych
vytérech se ryby odlovovaly na trdliStich a jikernacky usmrcovaly. S postupem Casu
bylo vyzkouseno nékolik metod Setrn&jsiho umelého vytéru. Pred klasickou metodou
vytéru, ktera je z disledku anatomie gonad jesetert velmi zdlouhava se upiednostnila
metoda tzv. cisafského fezu. Odbér ovulovanych jiker byl proveden otevienim dutiny
bfi$ni invazivnim ventralnim fezem a opétovnym zasitim fezu. Dnes je tato metoda na
ustupu a vsoucasnosti je nepreferovanéjSi metoda miniinvazivniho chirurgické
profiznuti vejcovodu, kdy jsou jikry z ryb vytlacovany pies dutinu biisni.

S vyvojem umélého vytéru jikernacek bylo v provozni praxi rozsifeno nékolik
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oplozeni nafedénym spermatem vodou, kterd predchdzi nechténé polyspermii (z divodu
vétsiho poétu mikropyli) (Gela a kol., 2008).

Vyzkum a zefektivnéni metodik reprodukce téchto ryb je v popfedi zajmu.
Srovnanim stavajicich udaji jednak zdtrazni skutec¢nosti odliSnych mechanismt pfi
reprodukei jednotlivych druhti ryb, ale mtlize objasnit piekazky pti umélé reprodukci ryb
a optimalizovat tak stavajici metodické instrukce. Pfi zajiStovani uspokojivé reprodukce
piinaseji nové metody fadu problémt a jejich spravnéa diagnostika vychazi ze znalosti
anatomie a vlastnosti gamet ryb.

Nedavné poznatky z oblasti pouziti elektronové mikroskopie, které ndm poskytly
informace o jednotlivych pochodech pfi fertilizaci vytvotfily novy nahled k feSeni
problémti reprodukce téchto ryb a oteviely nové mozZnosti ve vyvoji
metody mikromanipulace se zarode¢nymi buiikami, kterda mize vyznamné pomoci pii
posileni ¢i obnové vymirajicich ¢i jiz vymielych druhii kryokonzervaci zarode¢nych

bunék.

2.2. Obecna charakteristika gonad a gamet jeseterovitych

Vyvoj jeseterovitych je velmi pomaly (Dettlaff a kol., 1993). Jak je znamo jesetefi
jsou diferencovani gonochoristé (nerozlisené gonady jsou piimo diferencovany Vv testes
nebo ovaria), ale vzacné se mizeme setkat i s intersexnimi jedinci, kdy oba typy gonad
koexistuji témuz jedinci (Van Eenennaam a Doroshov, 1998). K pohlavni diferenciaci
dochazi pozd¢, mezi 6 mésicem az 5 lety, podle druhu, geografickych faktort a faktord
zivotniho prostiedi (Akhundov, 1988). Navic jsou jesetefi znami dlouhym intervalem
opétovné zralosti gamet. Sexualni dospélosti je dosazeno ve véku 8-10 (nebo vice) let,
ato jak u divoce zijicich ryb tak i v umélych chovech na rybich farmach (Van
Eenennaam a Doroshov, 1998; Omoto akol., 2001). Pro piehled jeseter maly
A. ruthenus dosahuje prvni zralosti ve 3-7 letech u mlicaka a u jikernacky ve véku 7- 9
let. Vyza velka Huso huso v ptipadé mli¢aka dosahuje zralosti ve 12-14 letech a samice
az v 16-18 letech (Rochard a kol., 1991).

Gametogeneze a gonadovy cyklus byly jiz zkoumany a popsany u: Acipenser baerii
(Akimova a kol., 1979; Williot a kol., 1991); bestéra, kiizenec mezi samici Huso huso
a samcem A. ruthenus (Mojazi Amiri a kol., 1996a, b; Omoto a kol., 2001); jesetera
atlanského A. oxyrinchus (Van Eenennaam a Doroshov, 1998); jesetera bilého

A. trasmontanus (Doroshov a kol., 1997); kalugy Huso dauricus jesetera sachalinského
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Acipenser mikadoi a jeseter amurského A. schrenckii (Omoto a kol., 2004); jesetera
ruského A. gueldenstaedtii (Akhundov a Fedorov, 1991).

Gonady jeseterovitych jsou parovy organ zarodené linie. Zarodecnd linie je
tvofena pivodné maly poctem diploidnich bunek, které maji jedinecnou proliferacni
a diferencia¢ni kapacitu a vedou k tvorbé sam¢ich a samicich gamet. Haploidni gamety
vznikaji ze svych prekurzorii meiozou, kterd je charakteristickd pouze pro bunky
zarodecné linie.

Anatomie gondd a vejcovodli je oproti ostatnim rybam pii umélém vytéru
komplikovand, jikry jsou ovulovany do télni dutiny a nalevka vejcovodu se nachazi
Vv dorzalni Casti dutiny télni, pfiblizné v poloviné délky téla. Ptfi tlaku na biiSni partie
béhem umélého vytéru , klasickou metodou* nastane ptimacknuti gonad na klenbu télni
dutiny a uzavieni priichodnosti vejcovodli, dochézi pak k uvolnéni pouze Casti zralych
jiker (v malych porci). V praxi jak uz bylo fe¢eno se tento problém fesi profiznutim
vejcovodu.

Jesetefi gamety se od ostatnich ryb lisi pfedev§im pfitomnosti akrozomu
podléhajici akrozomalni reakci U spermii, zatimco jikry se paradoxné li§i pfitomnosti

vetsiho poctu mikropyli (Ginsburg, 1959).

2.2.1. Popis a struktura jeseteri jikry

Pocet jiker u jeseterovitych je velmi velky, mize dosahnout az k né€kolika milionim
7700000 u H. huso (Babushkin, 1947), naproti tomu ma A. ruthenus pocet jiker
relativné maly 8000-199 000 (Berg, 1948).

Jeseteti jikry jsou kulovitého az protdhlého tvaru. Velikost neoplozenych jiker
jednotlivych druhti je variabilni 1,9-2,0 mm u A. ruthenus (Berg a kol., 1949), 3,6-
4,0 mm uH. huso (Dettlaff a Ginsburg, 1954). Barva jiker je Sedohnéda, pii¢emz
zbarveni v polech jikry se 1i8i, coz odrdzi odliSnosti ve vnitini struktuie. Animalni pol
jikry sméfujici po oplozeni nahoru je obvykle svétlejsi nez vegetativni pol. Ve stiedu
animalniho poélu je svétlé misto obklopené 2-3 tmavymi soustfednymi kruhy. Primér
svétlého polarniho mista, Sitka a intenzita pigmentace soustfednych kruhti a svétlé
oblasti mezi krouzky se zna¢né lisi nejen u jiker od rtznych ryb, ale také u jiker od
stejné ryby. Animalni pdl jikry A. gueldenstaedti colchinus je nékdy tak intenzivné
pigmentovan, Ze se stane tmavsim nez vegetativni pol. Nékdy, ale jen velmi zfidka, jsou

jikry svétle Zluté barvy bez tmavého pigmentu. Jikry tohoto typu byly nalezeny
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u albinotickych ryb. Dalsi vyjimku tvoii jikry jesetera bilého A.transmontanus,
u kterého na rozdil od charakteristickych pigmentovanych kruhti kolem mikropylarni
oblasti jsou tyto jikry celé ¢erné (Cherr a Clark, 1982).

2.2.1.1. Obaly jikry

Jikry jesetert jsou obklopeny silnym obalem, ktery chrani jikry pfed chemickymi
latkami a mechanickym poskozenim (Esmaeili a Johal, 2005), zajiSt'uje pfichyceni jikry
K vytérovému substratu, je jednou z moznych prevenci pied polyspermii a dale muze
fungovat jako atraktant spermii s antibakterialni ochranou funkci. Obal jikry je sloZen
ze tii hlavnich po sobé¢ jdoucich pomérné silnych vrstev: nejsvrchnéjsi alveolarni vrstva
s rosolovitou vrstvou, zona radiata externa a zona radiata interna spolu s mikroklkovitou
vrstvou a vrstvou kortikalnich alveol. U jesetera hvézdnatého A. stellatus je obal jikry
primémé 70 pm Siroky, pficemz na animalnim polu je ponckud tenci (50 um) nez
v prubéhu zbyvajici ¢asti jikry (Dettlaff a Ginsburg, 1954). Pro srovnani je obal
u vétsiny kostnatych ryb siroky 2 az 50 um (Kudo, 1983).

Ve vSech trech hlavnich vrstvach jsou zakladnim stavebnim prvkem svazky
horizontaln¢ orientovanych vldknen prostoupenych vertikdlné¢ smeéfujicimi kanalky

(pory), zajistujici komunikaci jikry s vnéjSim prostfedim.

Rosolovita vrstva
Nejsvrchngjsi vrstva o $ifce 0,5-0,9 um u A. baerii (Le Menn a Pelissero, 1991) se
sklada z elektrolucentniho jemné vloCkovitého materialu, pokryva cely povrch jikry

aucpava pory alveolarni vrstvy a mikropyle (PSenicka a kol., 2010). Rosolovita vrstva

2 +

se brzy po kontaktu s vodou obsahujici Ca ** a nebo Mg 2

a Clark, 1984, Psenicka a kol., 2010).

ionty rozpusti (Cherr

Alveolarni vrstva (L3)

V pozorovani n¢kolika druhti jeseterti (Debus a kol., 2008) je alveolarni homogenni
vrstva zrnitd, 24-63 um Siroka a prostoupend mnoha vertikalné orientovanymi kanalky.
Jejich primér je vétsi nez u kanalkti v zona radiata externa azona radiata interna.

Alveolarni vrstva naseda na zona radiata externa.
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Zona radiata externa (L2)
Tato vrstva o Sifce 25-59 pum se sklada z horizontdln¢ orientované sit¢ vlaken
protknutou kanalky (Debus a kol., 2008). Vldkna jsou v porovnani s nize lezici vrstvou

zona radiata interna silnéjsi a jsou navzajem méné husté propojeny.

Zona radiata interna (L1)

Tato nejspodnéjsi vrstva je 14-25 um Siroka (Debus a kol., 2008) a sklada se
z n¢kolika vice ¢i méné horizontalné orientovanych vrstev protkanych podélnymi
vlakny tvofici svazky tohoto vldknitého materidlu. Tyto vldkna jsou v priméru mensi
nez vlakna v zona radiata externa a nasedaji na sebe tésnéji, takze pramér kanalkt
prostupujici zona radiata interna je také mensi.

Nekolik autort popisuje pod zona radiata interna vrstvou v cytoplazmatické
membrané oocytu vrstvu mikroklkd téz nazyvanou extra oocyte matrix, slitlike nebo
thin space (Le Menn a Pelissero, 1991; Aizenshtadt a Dettlaff, 1972). Vrstva, 1 um
Sirokd, obsahuje cetné mikroklky prostupujici zona radiata interna a jikernou

cytoplasmu.

Mikropylarni otvory

V animélnim polu jikry se nachazeji mikropylarni otvory, prostfednictvim nich
mohou spermie proniknout do cytoplasmy jikry. Mikropyle miiZze byt specializované
dosedové misto spermie, cilovy organ s konkrétnim receptorem pro splynuti spermie
a jeho ultrastrukturni vlastnosti se mohou mezi druhy lisit (Kudo, 1982). Srovnani
ultrastruktury mikropyli mezi jikrami riznych druhl ryb je v poptedi zdjmu. Touto
srovnavaci studii mizeme totiz naptiklad urcit druh kavidru. Pocet mikropyli se
U jesetert vyrazng li§i v ramci riznych druht a také v jikrach od jedné ryby (Ginsburg,
1968; Podushka, 1993) az 52 mikropyli u A. gueldenstaedti (Ginsburg, 1968), 3-16
u A. baerii (Debus a kol., 2008) a u A. ruthenus 5- 13 mikropyli (Persov, 1957).
Mikropylarni kanaly jsou omezeny na malou oblast v blizkosti animélniho pdlu bez
presného usporadani. U A. stellatus, H. huso a A. gueldenstaedti je vzdalenost mezi
sousednimi mikropylarnimi otvory obvykle 40-80 um, méné Casto 100 pm. Pfi vysSSim
poctu mykropili (10 mikropyli) je vzdalenost sousednich mikropyli 120-130 pm.
U A. gueldenstaedti s 30 a vice mikropylemi jsou mikropyle mezi sebou rozestoupeny
1000-1100 um od sebe (Dettlaff a kol., 1993). Lze tedy usuzovat, ze se zvySujicim se
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poctem mikropyli se paradoxné zvySuje vzdalenost mezi mikropylemi. Mikropylarni
kanal se smérem do jikry suzuje a odpovida profilu V, ktery v Grovni vrstvy zona
radiata interna tvoii rozsifujici se ampuli. Mikropylarni ampule je z ¢asti vyplnéna
cyplazmou oocytu v podobé tzv. cytoplazmatického vybézku (PSeni¢ka a kol., 2010;
Ginsburg, 1959). Primér mikropyle neni vyrazné §irsi nez je Siika hlavicky spermie.
Nejuzsi pramér mikropyle u A. baerii (1,95 um) je jen o néco vétsi nez pramér hlavicky
spermie (1,13 pum) (PSenicka a kol., 2010). Naopak jikra kapra obecného Cyprinus
carpio ma mikropylarni otvor dostate¢né Siroky, aby jim proSlo n€kolik spermii
najednou (Kudo, 1980, 1982). Mizeme tedy tvrdit, ze vnitini pramér mikropylarniho
kanalu u jesetert prispiva k prevenci polyspermie. Praimér mikropyli je v ramci druht
velmi variabilni, ale obecné se primér mikropyle zvySuje s rostoucim poctem mikropyli
(Debus a kol., 2002). Struktura mikropyli se ve vétSiné ptipadd mezi rody Acipenser
a Huso lisi. Mikropyle ryb rodu Huso ma hladké stény s méné rozSifenym vstupem,
zatimco mikropyle ryb rodu Acipenser jsou vice rozSifené, proménlivé hloubky,
strukturovanéj$i  se  zldbkovanim, pfiCemz  Zlabkovdni je  nejvyraznéjsi

u A. gueldenstaedtii (Debus a kol., 2002).

2.2.1.2. Alveolarni granule

Alveolarni granule, tj. kortikalni granule jsou umistény po celém obvodu jikry pod
zona radiata interna. Exudat alveolarnich granuli hraje dulezitou roli pii oplozeni.
Kontakt spermie s cytoplasmou vajic¢ka je aktivaénim impulzem, ktery v jikfe vyvolava
fadu zmén: kortikdlni reakce, formace fertilizatniho konusu, sekrece hydrofobnich
koloid, bobtnani jikernych obalii a nastup lepivosti jiker.

Kortikalni reakce, tj. exocytéza alveolarnich granuli zafind po velmi kratkém
zpozdéni od splynuti gamet, ne vice neZ po 2 s od splynuti (Ginsburg, 1961, 1987).
V pribéhu aktivace jikry nabobtnané alveolarni granule prasknou a jejich obsah je rozlit
pod zona radiata interna za vzniku uzkého perivitelinniho prostoru. Vznikly
perivitelinni prostor izoluje po celém obvodu jikernou cytoplasmu a vléva se do
zbyvajicich prazdnych mikropyli, u kterych nedoslo k penetraci spermii a blokuje tim
vznik polyspermie (Cherr a Clark, 1985).

Alveolarni granule jsou umistény v jedné nebo dvou tadach. Jejich tvar mtize byt

kulaty, elipsoidni nebo nepravidelny a Casto s vybézky. Velikost alveolarnich granuli
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u A. gueldentaedti a A. stellatus se pohybuje od nékolika desetin az do 3-4 um. Tyto
granule obsahuji komplexy proteinti a kyselych mukopolysacharida (Dettlaff, 1962).
Pod vrstvou alveolarnich granuli se nachéazeji pigmentové granule a v hloubce 3-5

az 20 um od povrchu pigmentovych granuli se nachazeji tyCinkovit¢ mitochondrie

(Dettlaff a kol., 1993).

2.2.1.3. Vnitrni prostor jikry

Vnitini prostor jikry je vyplnény cytoplasmou s velkym mnozZstvim nutri¢nich
rezerv pro embryondlni vyvoj s zietelné bipolarni strukturou: vegetativni ¢ast obsahuje
Zloutkové granule a velké tukové kapicky, zatimco ¢ast animalni obsahuje vétSinu
objemu cytoplasmy s mnohem mensi koncentraci nepatrnych zloutkovych granuli
a malych tukovych kapicek s rozpusténym jadrem oocytu.

Jadro oocytu je béhem oogeneze premisténo K animalnimu poélu. Zde se pted
ovulaci jikry karyoplasma jadra rozpadne a tvofi sit vloCkovité struktury obsahujici
centrosom a hydrofilni koloidy.

Rozpusténé jadro zralé oplozenischopné ovulované jikry je v 2. metafazi meiozy
S monasterem, ktery se nachdzi na povrchu oocytu blizko animalniho pélu, pobliZ mista

pfedchoziho odd€lni 1. polarniho téliska.

2.3. Produkce chimér zarodecné linie

Chimerou rozumime jedince, jehoz télo je tvofeno buitkami pochézejicimi ze dvou
riznych jedinci. Pokud jsou chimérismem postizeny pohlavni buitky mluvime o tzv.
chiméte zarodecné linie. Mikromanipulacemi Ize takovou chiméru vytvofit transplantaci
primordialnich gonocytti (PGC) nebo spermatogonii darce do embrya piijemce (Braat
akol., 1999). U ryb je tato metoda relativné snadno proveditelna vzhledem k vnéjSimu
oplozeni a vétsi velikosti vaji¢ek. Po transplantaci darcovskych PGC zacnou tyto
zarodecné bunky v hostiteli migrovat a kolonizovat genitalni brazdu ptijemce, kde se
namnozi a diferencuji do zralych gamet a nakonec umozni produkci potomkt donora
PGC. V soucasné dob¢ je u embryi ryb vyvinuto nékolik transplanta¢nich technik PGC
a navic byl nedavno u ryb zaveden novy systém transplantace spermatogonii (Okutsu
a kol., 2006). U ryb produkujicich jikry vétSich rozmérd je uskuteCnitelna metoda

mikroinjikace, kdy se z embryi ve fazi somitt izoluji PGC a ty se dale transplantuji do
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hostitele v oblastech marginalnich (krajnich) ¢asti blastodisku, ptipadné do embrya ve
fazi somiti. U embryi menSich rozmérii nastavd pii této metod¢ problém, kde je
nesmirné obtizné jednak izolovat PGC od genitalni brazdy a dale injikovat PGC do
vyvijejiciho embrya. Pro tato omezeni byla vyvinuta nova metoda, ktera je zalozena na
transféru pouze jedné PGC (Saito et al., 2008). U jeseterovitych jsou embrya pro
potencidlni transfér PGC dostate¢né velka.

Dalsi metodou byla u n€kolika druhti ryb pouzita mikroinjikace ¢ésti blastoméry ve
fazi blastuly u zebii¢ky pruhované Danio rerio (Lin et al., 1992), medaky japonské
Oryzias latipes (Wakamatsu et al., 1993) a pstruha duhového Oncorhynchus mykiss
(Takeuchi, et al., 2001), nebo sestavenim tzv. sandwich chimery vlozenim spodni ¢asti
blastodermu mezi oddélené ¢asti blastuly ptijemce (Danio rerio, Lin et al., 1992;
Oryzias latipes, Wakamatsu et al., 1993; Yamaha et al., 2001). P#i téchto metodach
transplantujeme ¢ast blastuly, ve které se predpoklada vyskyt PGC spolu se
somatickymi bunkami. V zajmu zvySeni G¢innosti transferu bunék zarodec¢né linie je

dulezité provést transfer v urcitych vyvojovych stadii embryi.

2.3.1. Sterilizace hosta urceného K produkci zarodecné
chiméry

Nezbytnou podminkou pro produkci potomstva zarodeénych chimér je odstranéni
nebo snizeni poctu endogennich PGC embrya piijemce, protoze zvySeny podil
heterogennich PGC v zarode¢né chiméte nam nezajisti dostate¢nou produkci potomstva
zarode¢nych bunék donora.

Existuje nékolik strategii sterilizace hosta. Metoda triploidizace je realizovatelna
pouze uryb s 2n ploidni urovni. Jesetefi maji ploidii pfirozené rizné vysokou. Podle
nejpodporovanéjsiho fazeni se jeseteti dé€li na tyto skupiny: funkéni tetraploidy 4n
(napt. A.ruthenus), hexaploidy 6n (napt. A. baerii) a oktaploidy 8n (napf.
A. mikadoi). Jelikoz 5n jeseter maly je stale schopny produkovat oplozenischopné
gamety, je sterilizace hosta Gpravou ploidie V ptipadé jesetert metodou nepouzitelnou
(osobni sd¢€leni).

Dalsi metodou je docasné vyfazeni exprese vasa nebo nanos gent, vyskytujici se
pfedev§im v PGC morfolinem. Morfolino je molekula, kterd modifikuje expresi

urc¢itych gent po dobu jeho docasné existence. Proces do¢asného vyfazeni vasa nebo
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nanos genu funguje na 2 Urovnich, pii splicingu pre-mRNA a translaci mRNA. Pred
splicingem se morfolino navaze na zndmou sekvenci vasa ¢i nanos genu v pre-mRNA.
Koédujici extrony se sekvenci vasa nebo nanos genu jsou pii splicingu spole¢né
s nekodujicimi introny vystiihany a docasné se tak vyfadi ¢innost vasa nebo nanos
genl. Pfi druhém mechanismu pilisobeni se morfolino navédze na usek mRNA
a zablokuje translaci mRNA na ribozomu.

Metoda ,.knock down*, kdy trvale vyfadime vasa nebo nanos geny je jiz genova
modifikace organismu a z divodu stfeti s legislativou je tato metoda pro sterilizaci
hosta méné¢ vhodna.

A nakonec strategie chemickych latek potlacuji gametogenézy v podobé koupeli
akrmiv vriznych vyvojovych stadii nezarucuji 100% ucéinnost a dostate¢nou

bezpecnost zdravi ohrozujici prace.

2.3.2. Vyuziti chimér zarodecné linie

Primordialni bunky jsou jediné bunky v embryich ryb, které zajiStuji ptenos
genetické informace pro pfiSti generace, proto maji potencidlni vyznam genového
inzenyrstvi. Mikromanipulace sgametami ryb nam umoznuje zdokonalit systém
uchovani genetickych zdroji ohroZenych druhli kryokonzervaci zarode¢nych bunck.
V kombinaci s mezidruhovym transferem PGC dokonce 1 u fylogeneticky velmi
vzdalenych druhtl, tj. xenogenetickou transplantaci muzeme zefektivnit produkci
komer¢né€ chovanych ryb ¢i posilit stavy ohrozenych druhd. Mezidruhovy piesun PGC
muze umoznit extrémni zkraceni genera¢niho intervalu nékterych dlouho dozravajicich
druhti ryb tak, Ze transplantujeme zarodecné bunky dlouho dozravajicich ryb do embryi
rychleji dozrévajicich druhfi. Transplantované buiky by se pak pii jejich zrani
teoreticky fidily hormonalni urovni hosta. Toho by §lo vyuZit pfedevS§im u pozdéji
dozravajicich druht jeseterd, jako napt. Huso huso (18 let) v roli donora a Acipenser
ruthenus (5 let) v roli hosta. Podobnou myslenkou se v soucasné dob& zabyva napft.
Tokijska Univerzita Marine Science a Technology, kde uvadéji dva druhy celedi
makrelovitych, tunaka obecného Thunnus thynnus dozravajiciho za 7-8 let pii 300 kg
v roli donora PGC a makrelu obecnou Scomber scombrus v roli hosta dozravajici za pul
roku pii 0,3 kg. Pokud by se transplantovana PGC ujala, tak zde mame piedpoklad az
16—ti nasobného zkraceni generac¢niho intervalu a inkubace gamet tunaka v téle makrely

v akvariich (Yoshizaki, 2010).
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2.3.3. Vznik a vyznam PGC

PGC vznikaji jako mala populace bun€k oddélena od somatickych bunék (Wylie,
1999; Raz, 2002). V rybach se gamety tvoii z velkého mnozstvi zarode¢nych bunék, ty
ale pochazeji jen z nékolika desitek PGC (Saito a kol., 2006). U zab a ryb je mitoticka
PGC aktivita béhem embryogeneze nizka, PGC zistavaji béhem své migrace mitoticky
klidné a rapidni zmnozeni zdrode¢nych bun€k se spusti az Vv budoucich gonadach.
Mitoticka aktivita PGC u vétSiny ryb zanika v pilce somitogeneze (Timmermans
a Taverne, 1989).

Stejné jako u jinych obratlovel, zarodeéné bunky ryb migruji v urcitych fazich
embryonalniho vyvoje z mista svého vzniku smérem k zarodecné brazd¢ nebo jeji
predpokladané oblasti (Braat a kol., 1999), kde se jak bylo zminéno v budoucich
gonadach namnozi a diferencuji do gamet.

Migrace zarode¢nych bun€k prostifednictvim podkozni tkané smérem k oblasti
budouci zarode¢né brazdy nastane velmi brzy, davno pted rozvojem pohlavnich brazdy.
To naznacuje, Ze migrace zarodecnych bunék neni indukovana nebo ovladana
molekulami produkovanych buiikami pohlavni brazdy, jak je tomu u nékterych savcu
(Godin a kol., 1990), nicméné nékteré studie potvrzuji produkci chemokinu v oblasti
gonad, jakozto chemoatraktantu migrujicich PGC u Danio rerio (Doitsidou a kol.,
2002). Zda-li je diferenciace zarode¢nych bunek u ryb autonomni nebo zavisla na
indukénich interakeich nebylo doposud zcela zodpovézeno.

Obecné rozeznavame dva hlavni rizné zpasoby diferenciace zarodecnych bunék.
U nékterych Zivoc¢ichi mohou byt zarodecné bunky identifikovany velmi casné
v embryonalni fazi vyvoje, kde je jejich diferenciace na zarodecné bunky zajiSt€na
pomoci maternalné dédénych determinantl pfed nebo v pribéhu fertilizace. Tento typ
diferenciace se nazyva preformace. U jinych zivoCichli nejsou zarodecné bunky
pozorovatelné az do pozdniho vyvoje a vznikaji jako vysledek induktivniho signéalu
sousedni tkané, tento vyvoj zarode¢nych bunék se nazyva epigeneze. Studie embryi
bezocasych obojzivelnikli, které vykazuji podobny embryondlni vyvoj jako jesetefi,
poskytuji prvni experimentalni diikazy o preformaci a roli zarodecné plasmy ve vajicku
pii specifikaci zarodecnych bun¢k obratlovct (Bounoure, 1939). Béhem casné oogeneze
zaby drapatky vodni Xenopus laevis je tato specializovana plasma syntetizovana

a lokalizovédna na vegetativnim polu oocytu, kde se sklada ze shluku desitek az stovek
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mitochondrii, tvofici tzv. mitochondridlni mrak neboli Balbianiho télisko obsahujici
zarode¢nou plasmu (germ plasm). Zde se vyskytuji elektrodenzni granule tzv. nuage,
které jsou prekurzory zarode¢nych granuli. Ve fazi oogonii je Balbianiho télisko patrné
v blizkosti jadra jako elektrodenzni material obklopeny mnozstvim mitochondrii.
V previtelogenni fazi Ioocytu ma sférickou strukturu, kterd obsahuje stovky
mitochondrii, stovky nuage, RNA (Xcat2, Xlsirts, a Xpat), RNA-binding proteiny,
endoplasmatické retikulum, a Golgiho komplexy. Bé&hem previtelogenéze
a vitelogenéze migruje Balbianiho télisko od jadra k vegetativnimu polu oocytu, kde
se postupné se rozptyluje ve vegetativni cytoplasmé (Heasman a kol., 1984; Houston
a King, 2000; Kloc a kol., 2001; Kloc a kol., 2002; Zhou a King, 1996). Béhem
anasledn¢ po fertilizaci je zarode¢na plasma vajicka Xenopus laevis nestejnorodé
rozptylena ve vegetativni hemisféte vajicka, kde je pfi ryhovani bunék nerovnomérné
oddélovana a nakonec specificky zabudovana do né¢kolika bunék, ze kterych se stavaji
PGC (Whitington a Dixon, 1975).

Vyvoj Balbaniho téliska u Xenopus laevis se pravé podoba vyvoji u jesetefich
oocytd. Zelazowska a kol. (2007) potvrdila v prubéhu oogeneze u Acipenser
gueldenstaedtii pritomnost nuage se zarodeénou plazmou. Vzhledem k tomu, Ze
zarode¢nd ooplasma s nuage u jeseterti je méné vymezena na uréitou oblast oocytu
anetvofi vlastni télisko jako Balbiani télisko, byla tato oblast nazvana Balbiani
cytoplasma, ovSem informace o Balbianiho cytoplasmé nebo zarode¢né plasmé
uzralych, ovulovanych a oplozenych vajicek jeseterti chybi.

Nuage obsazené v zarode¢né cytoplasme v prubéhu vzniku PGC prodélavaji
pfestavbu v tzv. zarodecné granule. Zarode¢né granule jsou specifické pouze pro
zarodecné bunky a byly pozorované ve vétsing fazi gametogenéze ryb (PGC, oogonie,
oocyty, spermatogonie, spermatocyty, spermatidy) (Eddy, 1975, Wallace a Selman,
1990). Zarodecné granule obsahuji proteiny, RNA a jsou prostoupeny fibronuklearnim
materidlem, ovSem jejich uloha a pivod jsou nejasné. Toury a kol. (1977) a Azevedo
(1984) se domnivaji, Ze se ucastni na vytvareni novych mitochondrii a ribozoému. Podle
dal§ich studii ptedstavuji ulozi§t¢ RNA a proteind, které mohou byt nezbytné pro
diferenciaci a nebo vznik PGC (Williamson a Lehmann, 1996; Ikenishi, 1998).
V pocateCnich fazich embryogenéze u Oryzias latipes byly zarode¢né granule
pozorovany ve veétSim mnozstvi v pozdni migraci PGC neZ na poc¢atku pozorovani, coz

naznacuje, Ze probiha neo—syntéza tohoto materialu (Hamaguchi, 1985). S opakovanou
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syntézou zarodecnych granuli je spojena i zména jejich struktury, patrné vyplyvajici ze
ztraty ne€kterych jeho slozek, které nastanou béhem procesu syntézy (Hamaguchi, 1993).
OvSem nejdramati¢téj$i zmény Ve struktuie jsSou popsany na pocatku migrace PGC,
mohou se tedy podilet na diferenciaci zarode¢nych linii.

U jesetra jadranského A. naccarii byly zarode¢né granule pozorovany béhem
pozd¢jsiho emryondlniho a postembryonalniho vyvoje v tésné blizkosti jadra
a jadernych pért PGC, v blizkosti jaderného obalu nebo v tizkém spojeni s mitochondrii
a nebo ve spojeni s prstencovitymi lamely, ve vSech typech zarode¢nych bunék az do
primarnich oocytii (Grandi a Chicca, 2008). Navic byl u A. naccarii v pachytenni fazi
meiozy oocytu sledovan blizky vztah mezi mitochondriemi a zarode¢nymi granulemi
stvorbou velkych komplext, které zmizi v nasledujici perinukleolarni fazi, kde
zarodecné granule stile pretrvavaji zatimco mitochondrie a dalSich organely navysily

jejich pocet.

2.3.4. Vizualizace PGC a priprava jikry k injikaci GFP

Diive jsme byli odkazani pouze na histologické nalezy PGC, byly identifikovany
podle jejich umisténi a charakteristického vzhledu zejména: kulatého tvaru, velkého
jadra arelativné velké velikosti jak jiz bylo uvedeno dfive u jinych ryb (Braat a kol.,
1999; Kazama-Wakabayashi a kol., 1999;. Nagai a kol., 2001).

V nedavné dobé se podafilo v zarode¢né cytoplazmé¢ PGC identifikovat vasa
ananos geny. Tyto molekularni markery umoziuji identifikaci, lokalizaci, izolaci
a transplantaci PGC. U kostnatych ryb je v sou¢asné dobé pouzivana tzv. fluorescence
in situ hybridizace (FISH). Kdy se fluorescenéni latka GFP (zeleny fluorescen¢ni
protein) vaze na konkrétni sekvenci vasa nebo nanos genu ptitomného v PGC (GFP-
nosl 3’'UTR mRNA a nebo GFP- olvas 3'UTR mRNA. Piicemz GFP konjugovany
s nosl 3°’'UTR mRNA fluorescent se zda byt funkéni pro vice rybich druht (Saito a kol.,
2008).

Pro uspésnou vizualizaci PGC v oplozené jikie je dulezité aplikovat fluorescent do
oblasti prekursoru PGC. V piipadé jeseteri je timto prekurozorem Babianiho
cytoplasma s nuage, jejichz lokalizace je naplni této studie.

Jako dalsi injika¢ni metodou byla u Oncorhynchus mykiss tGspé$né vyzkouSena
syntetizovana sloucenina fluorescein isothiokyanat (FITC)-dextran (FD-4,Sigma)

(Takeuchi a kol., 2001).
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U jiker nékterych druhti ryb je obal jikry silny a mechanicky odolny, takze je

zapotiebi nejprve obal pted injikaci odstranit.

3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Ziskani gamet a jejich zpracovani

Ke studii byly pouzity spermie a vaji¢ka Acipenser baerii z chovu Genetického
rybarského centra Fakulty rybafstvi a ochrany vod ve Vodnanech. Oplozeni prob¢hlo
standardné podle metodiky Gela a kol. (2008).

Zralé jikernacky a mli¢aci Acipenser baerii byli drzeni oddélené v nadrzich pfi
teplot¢ vody 15 °C. K indukci spermiace a ovulace byly ryby intramaskularné
injikovéani kapi hypofyzou. Mli¢aci v davce 4 mg.kg™” t8lesné hmotnosti a jikernacky
ve dvou davkach: prvni 0.5 mg.kg' a druha 4.5 mgkg? t&lesné hmotnosti s 12
hodinovym intervalem. Sperma bylo odebrano kanylou 48 h po injikaci, jeSté pred
ovulaci jikernacek a skladovano pii 4 °C do jeho pouZiti. Ovulované jikry byly ziskany
18 — 20 hod. od druhé injikace mikrochirurgickym profiznutim vejcovodu. K inseminaci
jiker bylo pouzito heterosperma s vice nez 90% motilnich spermii a k aktivaci gamet
voda zlihng. Jikry byly individualné umistény do Petrino misek a smichany
s aktivovanym heterospermatem v poméru 1 kg jiker : 25 ml heterospermatu : 4 litry

vody. Inkubace jiker probihala v Petriho miskach.

3.2. Priprava preparatu pro transmisni elektronovou
mikroskopii

Obraz preparati je pii transmisni elektronové mikroskopii (TEM) tvoieny
elektrony, které prochazi vzorkem a umoziiuji nam pozorovani vnitini struktury velmi
malych objektt, které jiz nelze pozorovat pod optickym mikroskopem. V naSem ptipade
se jednalo o oplozenou nebo vodou aktivovanou jikru. Biologicky material se muze
obecné snadno znehodnotit a proto vyzZaduje Setrnou piipravu. Pro spravnou interpretaci
vysledki musi byt vzorek pro elektronové mikroskopii ve spravnou dobu zafixovan

a dale specificky zpracovan.
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Celkova piiprava preparatu pro TEM trva nékolik dni a zahrnuje nékolik etap: fixaci
vzorku, odvodnéni, zaliti do blocku, krajeni na ultratenké fezy a nakonec kontrastovani

tenkych fezi vzorku.

3.2.1. Chemicka fixace vzorku

Kvalitni fixace je zékladnim piedpokladem uspéchu. Cilem tohoto kroku bylo
stabilizovat a zachovat bunécné struktury, zastavit degradacni zmény a zpevnit
povrchovou strukturu vzorku. Chemickd dvoustupniovd fixace glutaraldehydem
aoxidem osmicelym zajistuje dostatecnou stabilizaci a imobilizaci bez vétSich
ultrastrukturalnich zmén. Aby vzorky nebyly zdrojem artefaktd a Spatnych interpretaci
bylo nutné dodrzet pfesné stanovené podminky fixace uzplsobené velikosti vzorku:
Cistotu a koncentraci fixa¢nich ¢inidel, teplotu, osmolalitu, pH fixa¢niho roztoku
a expozicni dobu fixace.

Jikry byly 30, 60 sekund a 30 minut po oplozeni nebo pouhém aktivovani vodou,
fixovany 2,5% glutaraldehydem v 0.1 M fosfatovém pufru (pH 7.2) pfes noc a teplote
4 °C. Nafedény roztok musel mit ptislusnou osmolalitu a pH, aby nedoslo k objemovym
zméndm vzorku. Poté byly vzorky tfikrat promyty v samotném pufru. Promyté vzorky
od glutaraldehydu byly zality k nasledné postfixaci do 4% oxidu osmicelého (OsOy)
s 0,1 M fosfatovym pufrem po dobu 1 h pii pokojové teploté. Poté byly vzorky tfikrat
promyty v pufru.

3.2.2. Dehydratace vzorku

Zafixovany biologicky preparat pro elektronovou mikroskopii nesmi obsahovat vodu,
protoze jsou vzorky v mikroskopu vystaveny vysokému vakuu. Ze zavodnénych preparata
by se voda ve vakuu rychle uvolnovala, coz by mélo za nasledek jednak degradaci vzorka
a za druhé by se znesnadiovala cesta elektrontim, které by se srazely s molekulami vody

Odvodnéni vzorku se provadi postupnym nahrazenim volné vody ve vzorku
vhodnym organickym rozpoustédlem, ethanolem nebo acetonem. Dehydratace byva
Castym zdrojem artefaktli v podobé objemovych zmén, pficemz aceton vykazuje mensi
miru poskozeni vzorku a je tak pro pozorovani jemnych struktur vhodnéjsi.

V nasem piipad¢ prob&hla dehydratace vzorku v acetonové fadé s rostouct

koncentraci acetonu - 30, 50 70, 80 , 90, 95, 100 % po 15 minutach. Komercné
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dodavany cisty aceton obsahuje vodu a je tfeba jej vysusit pfidanim bezvodého siranu
médnatého nebo chloridu vépenatého. Absolutni aceton byl pfipraven promichanim
s bezvodou modrou skalici. Vody zbaveny absolutni aceton bylo pro fedéni
a dehydrataci tfeba odebirat opatrné, aby povrch vzorku nebyl nekontaminovéan

krystalky nerozpusténé modré skalice.

3.2.3. Zalévani vzorku

Zalitim zpracovavaného vzorku pryskyfici docilime vlastnosti vhodnych pro
krajeni vzorku na ultratenké fezy do maximalni tloustky 100 nm. Silnéj§imi preparaty
elektrony neprojdou a pokud ano, je obraz zatizeny znacnou chromatickou vadou a nelze jej
zaostfit.

Druhy pryskyfic se v soucasné dob¢ na trhu nachéazeji v pomérné Sirokém spektru
a jejich vybér se tidi podle ucelu a typu vzorku. Obecné pryskytice pro zalévani vzorku
musi spliiovat n¢kolik parametri: dostatena mechanicka pevnost v tenké vrstve,
stabilita ve vakuu a pfi ozafeni elektrony, nesmi pfispivat svoji vlastni strukturou na
vysledny obraz vzorku, polymerizace pryskyfic by meéla byt rovnomérna bez
objemovych zmén a poSkozeni ultrastruktury vzorku, pryskyfi¢né smési musi mit
nizkou viskozitu a maji byt rozpustné v béznych dehydratacnich €inidlech, aby bylo
mozné vzorek pryskyfici snadno infiltrovat a vzniklé blo¢ky by mély mit dostate€nou
tvrdost ke krajeni.

Typ a kvalita zalévaciho média ovliviiuje do znaéné miry vysledek fezani. Rezani
mekkych, Spatné polymerizovanych nebo maélo prosycenych blockii vede pii fezani
blocku k potizim.

Pro zalévani a infiltraci vysuSenych vzorkll jiker byla pouzita tfislozkova
pryskytice Polybed 812, které patii do skupiny viceslozkovych epoxidovych pryskyfic.
Jeji pfednosti je vyrovnand polymerace bez vétSich objemovych zmén.

Infiltrace pryskyfici probihala v fadé roztokl s acetonem se stoupajici koncentraci
1/3, 2/3 koncici Cistou pryskyfici v hodinovych intervalech. Z divodu relativné silnych
obalt jiker jesetera bylo K infiltrovani pryskyfice do vzorkti pouzito mikrovinné zafeni.
Vzorky s infiltracnim médiem byly umistény do zkumavky. Zkumavka byla ponotfena
do vodni lazn€, aby se vzorek pii vystaveni zafeni nezahial a vodni lazen se zkumavkou
byla na 1 min. vloZzena do mikrovinné trouby nastavené na vykon 80 W. Mikrovinné

zateni rozpohybuje molekuly, které zajisti lepsi infiltraci pryskyfice vzorkem. Vzorky
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v Cisté pryskyfici byly z divodii lepsi infiltrace pryskyfice, odvzdusnéni vzorki
a zamezeni absorbovani vzdusné vlhkosti, na noc ulozeny do exsikatoru napojenym na
vodni vyvévu.

K zaliti vzorki byly pouzity ploché formy. Teplotni polymerizace pryskyftice
probihala v termostatu pii teploté 70 °C po dobu 12 hod. Pfi zalévani vzorku bylo nutné
jehlou odstranovat bublinky vzduchu, které se vyskytovaly v okoli vzorku. Pryskyfici
zalit¢ jamky se po ztvrdnuti vymackaly a vznikly blocek se vzorkem byl piipraven

k dalsi Gprave.

3.2.4. Krajeni ultratenkych rezi

Pro pozorovani preparatt TEM musi mit preparaty maximalni tloustku 100 nm,
optimalné¢ 60 — 70 nm. Obecné pravidlo o tloust’ce preparatu pravi ¢im tenci jsou
ultratenké fezy, tim lepSi je rozliSeni struktur v obraze, ale slab$i kontrast. Ptred
zahajenim krajeni ultratenkych fezii se provadi uprava bloc¢kl trimovanim, tzn. sefiznuti
blo¢ku do tvaru Etytbokého komolého jehlanu. Dale byly vzorky krajeny sklenénym
nozem na tzv. polotenké fezy o tloustce 0.5 — 2 um. Polotenké fezy byly barveny
toluidinovou modii a pozorovany pod svételnym mikroskopem. Na zakladé toho byly
krajené plochy blocku sefiznuty minimalné do velikosti Sitky pouZzitého diamantového
noze. Upravené blocky byly déle krajeny na ultratenké fezy. Nakrajené ultratenké fezy
byly sbirany z vodni hladiny noze na sitky a vzorek byl pifipraven k posledni fazi jeho

zpracovani.

Nastaveni parametri krajeni

Rychlost fezani je nastavitelny parametr, ktery se mize pohybovat v intervalu 0,1-
10 mm.s™. Jeji nastaveni se odvozuje od tvrdosti blotku a typu noze. Cim je blotek
tvrdsi, tim pomalejsi se voli fezna rychlost. U diamantovych nozii se z opatrnosti
uptfednostnuji pomalejsi rychlosti. Pouzity Polybed 812 patii k tvrd§Sim typlim pryskyftic
a navic byl pro ultratenké fezy pouzit diamantovy nlz, proto byla zvolena pomalejsi
fezna rychlost.

Uhel krajeni je dan souétem uhlu noZe a whlu zabfitu. Pii pouziti noZe s thlem
hrany 45° je mozno uhel zabfitu nastavit v rozmezi od 4 do 6°. Zména celkového uhlu
krajeni, nastavenim uhlu zabfitu mtze odstranit potize se stahovanim skrojenych feza

z hrany noze na vodni hladinu. Pro ten¢i fezy se volil mensi uhel zabfitu.
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Ultratenké krajeni

Krajeni fezl se provadi na tzv. ultramikrotonech, v naSem piipad¢ se jednalo (Leica
Mikrosysteme Gmbh, Rakousko), mechanicky ultramikrotom. Pro kvalitnéjsi krajeni
ultratenkych fezl jiker bylo pouzito diamantovych nozd,

Do vahadla ultramikrotomu byl umistén blocek ¢i polotenky fez, ktery byl
orientovan podle polohy mikropylarnich otvorii na jikfe. Pfed vlastnim krajenim bylo
tieba u fezné hrany noze nainstalovat vani¢ku s vodou, tak aby se hladina vody dotykala
fezné hrany noze a dobfe se na ni odrazelo svétlo. Po ustanoveni vanicky, noze a vzorku
ve vahadlu byly niz a vzorek Kk sobé piiblizovany. Vzdalenost byla kontrolovana
pomoci stereomikroskopu. Stin, ktery vrhala hrana noze na ¢elo blocku ¢i polotenkého
fezu nam prozradil, kdy byly vahadlo a niiZ v rovnobézné poloze. Po pfiblizeni do
rovnobézné polohy byl zapnut automaticky posun vahadla zajiStujici rovnomeérné
skrajovani fezli na hladinu vanicky.

Zbarveni ultratenkého fezu charakterizovalo tloustku provedeného ftezu. Pii
spravném nasmérovani osvétleni vani¢ky doSlo k odrazu svétla na povrch fezu
splaveného na vodni hladinu. Disledkem interference svétla mély fezy v zavislosti na
své tloust’ce urCitou barvu. Pro pozorovani nami pouzitym TEM byly nejvhodnégjsi
stiibrno-zlaté€ az zlat¢ zbarvené fezy.

Béhem odkrajovani ultratenkych a polotenkych fezli obfas dochdzelo k jejich
deformaci, na horni stran¢ byl fez stlaCovan a na spodni strané€ zas natahovan a vysledné
fezy byly po skrojeni navlnéné a nerovné. Proto se pfed sebranim ultratenkych fezli na

sitku fezy vytahovaly ptisobenim par chloroformu nebo teplem.

Sitky

Pro snadnou a Setrnou manipulaci s ultratenkymi fezy se pouzivaji sitky.
Manipulace se sitkami je provadéna pomoci pinzet riznych druhd.

Pro pozorovani co nejvétsi plochy jsme pouzivali sitky s velkymi otvory. Pro nase
pozorovani byla zvolena sitka s ultratenkou loukoti, ktera je vyrazné transparentnéjsi.
Aby vzorek ptes otvory sitky nepropadl, nebo aby nedoslo k jeho prohnuti a popraskani
bylo nutné sitku potahnout vhodnou folii. Pro podepfeni nasich ultratenkych fezt byla

sitka potaZzena formvarovou nebo uhlikovou tenkou blankou.
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Plovouci fezy na vodni hladin€ se sebraly sitkou. Sitky s fezy se pak skladovaly

Vv Petriho misce vylozené filtraénim papirem.

3.2.5. Kontrastovani ultratenkych rezii

Prvni kontrastovani vzorku pfi fixaci OsQOy, je pro pozorovani jednotlivych struktur
nepostacujici, proto je nutné struktury na ultratenkych fezech dostatecné zvyraznit.
Nejpouzivangj$im zplisobem kontrastovani fezil je selektivni adsorpce tézkych kovi na
bunééné organely. Absorbované tézké kovy na strukturdch vzorku zvysi rozptyl
elektronii a proto dochazi ke zvyraznéni téchto struktur. Pro zvyraznéni struktur
ultratenkych platki naSich vzorkti byly pouzity kontrastovaci ¢inidla octan uranylu
acitrat olova. Reakce octanu uranylu probiha predev§im s nukleovymi kyselinami
a proteiny, navic reakce musi probihat ve tm¢, protoze v ptfitomnosti svétla v roztoku
vznikd hnéda srazenina. Druhy krokem kontrastovani je reakce citrdtu olova, ktery
kontrastuje proteiny, membrany, glykogeny a nukleonové kyseliny. Citrat olova zase
reaguje se vzdusnym CO; za vzniku nerozpustného uhli¢itanu olovnatého, proto by me¢l
byt pii kontrastovani timto roztokem minimalizovan styk se vzduchem. Vlastni
kontrastovani se provadi na hladin€ kontrastujici latky, tj. stykem ultratenkého fezu
s povrchem kapky kontrastujiciho roztoku. Kontrastovani mize byt Castym zdroje
artefaktl, hlavné¢ z divodu tvorby srazenin v podobé precipitati. O vysledku
kontrastovani rozhoduje peclivd piiprava roztoki, rychlé pfenaseni siték s fezy na
kapky a dukladné oplachovani siték po jednotlivych fazich kontrastovani.

Na alobalem zastinéné Petrino misky s kouskem parafilmu se nakapal alkoholicky
1% roztok octanu uranylu. Kapani octanu bylo provedeno injekéni stiikaCkou pies
jednorazovy filtra¢ni papir s velikosti ok 0,45 um. Filtrace byla nutnd, protoze roztok
mohl obsahovat nechténé precipitaty. Pti kapani bylo nutno délat kapky co nejveétsi,
protoze diky rychlému odparu hrozil vznik srazeniny. Na kapky se pinzetou pienesly
sitky s ultratenkymi tezy. Asi po 10-15 min. se sitky odundaly a oplachly 30%
alkoholem.

Po vykontrastovani urcitych struktur octanem uranylu byly fezy kontrastovany
roztokem citrdtu olova. Do Petriho misky s parafilmem se pfidalo nékolik peci¢ek
NaOH nebo KOH, ty se pak zalily se vodou, coz mélo za nasledek snizeni obsahu CO>

v Petriho misce.
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Roztok citratu olova se pied pouzitim musel centrifugoval asponi na 5 min. pfi 15
tisicich otackach. Vycentrifugovany citrat olova, odebrany tésné pod hladinou
centrifugacni zkumavky se aplikoval opét v podob¢ kapicek. Tentokrat se musely kapky
délat co nejmensi, aby se minimalizoval styk roztoku se vzduchem. Po 10-15 min.
namaceni v citratu olova se sitky se vzorky dikladné oplachly destilovanou vodou,

osusily a ulozily do zasobniku nebo Petriho misek.

3.3. Pozorovani a zpracovani ziskanych snimkii

Pro pozorovani preparatu a potizovani mikrosnimk byl pouzit JEOL 1010 (JEOL
Ltd., Tokyo, Japonsko). Kone¢nym vystupem z TEM byl digitdlni zdznam obrazu
pozorovan¢ho preparatu. Nami pofizené digitalni TEM mikrosnimky byly dale

zpracovany Microlmage 4.0 softwarem.

4. VYSLEDKY

Obal jikry jesetera sibifského v pritbéhu oplozeni obsahuje 3 hlavni vrstvy:
alveolarni vrstva na povrchu pokryta rosolovitou lepivou vrstvou, zona radiata externa
azona radiata interna. Tésn€ pod obalem jikry jsou v pfipad€ neoplozené jikry
kortikalni alveoly, které v pribéhu aktivace vodou bobtnaji, a v ptipadé oplozené jikry
rychle se zvétSujici perivitelinni prostor, dale pak mitochondrie, pigmentové, Zloutkové
a lipidové granule. Ty se zacinaji vyskytovat postupné od obalu v uvedeném potadi,
pfiCemZ mitochondrie jsou vice obsaZeny na animalnim poélu pod mikropylarnimi
otvory. Po 1 h od aktivace vodou jsou alveolarni vrstva a zona radiata externa oddéleny
od zona radiata interna (Obr. la,b). Na tento proces nema oplozeni zadny vliv, coz
dokazuji neporusené kortikalni alveoly na obrazku 1b.

Elektronova mikroskopie déale odhalila shluky elektrodenznich granuli tzv. nuage
(prekurzory zarode¢nych granuli). Ty byly nalezeny pouze na vegetativnim polu jikry,
tésné¢ u jikerného obalu, piimo naproti mikropyldrnim otvorim. Nuage byly
Vv cytoplasmé jikry rozptyleny do 10-20 klastrd, primémé 268 nm velikych, casto
v blizkosti n€kolika mitochondrii, endoplasmatickych retikul a Golgiho komplext.
OvSem netvofila s t¢mito organelami zadné komplexy. Jeden klastr nuage obsahoval

10-40 primérné¢ 23 nm velkych granuli (Obr. 2a,b,c).
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U popisovanych jiker byl potvrzen normaélni pribéh fertilizace, coZz dokazuje
kortikalni reakce a tvofici se perivitelinni prostor mezi cytoplasmou a obalem vajicka.
Obr. 1 Snimky z transmisni elektronové mikroskopie 5000x zvétsené ukazuji rozdily mezi
oplozenym vajickem po jedné minuté¢ od oplozeni (a) a vajickem aktivovanym vodou bez
oplozeni po 30 minutach (b), kde dochazi k oddéleni alveolarni vrstvy (L3) a zona radiata
externa (L2) od zona radiata interna (L1) v misté vmezetené vrstvy (IL). Mezi obaly
a cytoplasmou vajicka (EC) se v ptfipadé neoplozené¢ho vajicka vyskytuji kortikalni alveoly

(Sipka) a v ptipadé oplozeného vajicka perivitelinni prostor (PS).
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Obr. 2. Transmisni elektronova mikroskopie jiker 30 s po osemenéni (a) 20000x a (b)
30000x zvétseno ukazujici nuage (Sipka), obal vajicka (E), mitochondrie (M), perivitelinni
prostor (PS) nebo kortikalni alveol (C), Zloutkova granule (Y), pigmentova granule (P)
a detail nuage (c) 100000x zvétseny.

5. DISKUZE A ZAVER
PGC kostnatych ryb byly na zakladé morfologickych kritérii, a to pfedevS§im na

zaklad¢ pritomnosti zarode¢nych granuli, zpétné vysledovany az do pocatku faze somitl
u karase stiibfitého, Carassius auratus, (Kazama—Wakabayashi a kol., 1999), faze
gastruly u Oryzias latipes (Gamo, 1961) a parmic¢ky nadherné Barbas conchonius,
(Timmermans a Taverne, 1989), nebo pozdni faze blastuly u Danio rerio (Nagai a kol.,
2001). Cytochemickym znaCenim, injikaci fluorescenéni sondy - zeleného
fluorescenéniho proteinu (GFP) konjugovanym s vasa nebo nanos genem do jikry po
oplozeni byly PGC nalezeny u Danio rerio (Yoon a kol., 1997), Oryzias latipes
(Shinomiya a kol., 2000), Oncorhynchus mykiss (Yoshizaki a kol., 2000), Carassius
auratus (Otani a kol., 2002) a dalsich kostnatych ryb (Saito, 2006). Tyto studie navic
prokazaly druhové specifické rozdily v pivodu a migra¢nich drahach PGC, ale zatim se
nenasel vztah mezi migra¢nimi vzory PGC a fylogenetickou vzdalenosti mezi druhy.
Proto je diilezité k objasnéni obecnych zdsad migrace a pivodu PGC popsat kazdy druh
zvlast. U Acipenser naccarii se migrujici PGC podafilo najit, zatim pouze histologicky,
az v pozdnich fazich embryonalniho vyvoje, obdobi kuleni (Grandi a Chicca, 2008).
Migrujici PGC zde byly pfiblizné 30 x 15 pum veliké, kulovitého tvaru S napadnym
lalokovitym jadrem obsahujici jemné zrnity chromatin a jedno ¢i vice jadérek, dale
cytoplasmu bohatou na dlouhé cisterny granularniho endoplazmatického retikula,
mitochondrie, prstencovité lamely a zarodecné granule. Ty byly podobné tém,
popsanych vtéto studii u oplozenych vajicek jesetera sibifského. Podobna
charakteristika byla popsana jiz diive u jesetera ruského A. gueldenstaedtii (Akhundov
a Fedorov, 1991). Ovsem studie znacici PGC jeseteri cytochemicky, s moznosti
sledovani jejich migrace ¢i transplantace, zatim stale chybi. Pro spravnou funkci se

musi fluorescencni sonda injikovat do mist lokalizace prekurzori PGC, kterymi jsou
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elektrodenzni granule nuage. V této studii se podafilo nuage lokalizovat na vegetativnim
polu oplozené jikry jesetera sibifského. Muzeme tedy zvolit vegetativni pol jikry
jeseteri jako vhodné misto pro injikaci fluorescencni sondy. Navic tento systém
diferenciace PGC naznacuje, ze UV ozafeni vegetativniho polu jikry jesetera, obsahujici
prekurzory PGC, mlize zpisobit sterilitu jedince, jak bylo jiz dfive popsano u Xenopus
laevis (Ziist a Dixon, 1975), ktera ma podobny syst¢ém. To by mohlo zpuUsobit
komplikace pfi aplikacich androgenéze, ovSem pfi cileném ozaieni vegetativniho polu
jikry jesetera by se tohoto dalo naopak vyuzit napf. pro potieby sterilizace hosta
uréeného k transplantaci PGC.

Dalsim technickym problémem injikace jikry jesetert je sila obali jikry a prakticky
nemoznost jejich penetrace sklenénou kapildrou. Toto se dd vyfeSit mechanickym
odstranénim alveolarni vrstvy a zony radiaty externy pomoci pinzet po inkubaci vaji¢ek
ve vodé (nepublikovana data), kde dojde k jejich samovolnému oddéleni od vrstvy zona
radiata interna, jak bylo popsano v této studii.

ZnaCené PGC ryb mohou byt dale izolovany a vyuzZity pro genové banky,
kryoprezervaci a nasledné chimérizaci (Yamaha a kol., 2003). Kryoprezervace rybich
gamet je zatim moZna pouze u spermii, nebot’ jikry ryb jsou pfili§ veliké, obsahuji
mnoho tuku a maji silné¢ obaly, pies které neproniknou kryoprotektanty. Kryoprezervace
PGC je z hlediska konzervacni genetiky vice efektivni neZz kryoprezervace spermii.
Usp&snou transplantaci tieba jen jediného PGC mizeme za jeden generaéni interval
ziskat plné vyvinutou a funkéni gonadu transplantovaného druhu (Saito a kol., 2008).
Navic je zde uchovana i maternalni mtDNA. Taby byla v piipadé adrogenéze
inaktivovéna spolecné s genetickou informaci jikry.

Tyto vySe zminéné aplikace budou feSeny v nasich dalSich studiich.
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Lokalizace Balbianiho cytoplasmy jako prekurzora primordialnich

gonocyti u jiker jesetera béhem oplozeni

7. ABSTRAKT

Oocyty mnoha organismi, véetné¢ ryb obsahuji tzv. zarodecnou plasmu, coz je
maternaln¢ dédény determinant zarode¢nych bunék. Neddvno byla zarodec¢na plazma
v utvaru Balbaniho cytoplasmy previtelogennich oocytli popsana také u jesetera. Ta
obsahuje prekurzory zarodecnych granuli tzv. nuage,. Zarode¢né granule se béhem
embryonalniho vyvoje objevuji jako soucast primordidlnich gonocytti (PGC) a podle
nékterych studii hraji roli pfi jejich vzniku. PGC jsou embryonalni buriky, ze kterych se
v pribc¢hu ontogenéze diferencuji gamety. Maji tedy potenciadl pfenasSet genetickou
informaci do dalSich generaci. PGC nebo pozdé¢ji spermatogonie tedy mohou byt
hodnotné pro genové banky a kryoprezervaci, piredevSim prostiednictvim produkce
gamet ziskanych chimerizaci zarode¢nych linii.

Prvnim krokem pro GspéSnou transplantaci PGC je jejich vizualizace. Ta se provadi
vétSinou injikaci GFP (green fluorescent protein) mRNA konjugovaného s mRNA
specifickou pro bunky zarode¢né linie, tak jako vasa nebo nanos, do oblasti lokalizace
prekurzori PGC (nuage) co nejdiive po fertilizaci jikry.

Elektronova mikroskopie v této studii odhalila tfi hlavni obaly jikry (nejsvrchnéjsi
alveolarni vrstvu, dale vrstvu zona radiata externa a nejspodnéj$i vrstvu zona radiata
interna), vrstvu alveolarnich granuli u neoplozenych jiker a perivitelinni prostor
u oplozenych jiker; dale pak zarode¢nou plasmu s nuage, kterd byla rozptylena pouze ve
vegetativnim pélu ovulované jikry jesetera. Tento poznatek ndm umozni nasmérovani
injikace GFP fluorescen¢ni sondy do oblasti prekurzori PGC jikry jesetera a tim i jejich
znaceni a transplantaci.

Pfi pozorovani jsme navic béhem bobtnani jikernych obalii zaznamenali tvorbu
volného meziprostotu mezi vrstvami zona radiata externa a zona radiata interna. Jikry
jeseterti maji pro injikaci pomoci sklenéné kapilary pftili§ silné obaly. Oddélenim ¢ésti
jikernych obalt (alveolarni vrstvy a zona radiata externa) pomoci pinzet, muze byt
injikace sondy usnadnéna.

Kli¢ova slova: Balbani cytoplasma, chimera, jeseter, jikra, nuage, primordialni

gonocyty
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Location of Balbani cytoplasm in sturgeon eggs as primordial gonocytes

precursor during fertilization
8. ABSTRACT

The oocytes of many organisms, including fish, contain germ plasm. Germ plasm is
maternally inherited determinants of germ cells. New-found germ plasm has been also
described in previtellogenic sturgeon oocytes as Balbani cytoplasm. It contains
precursors of germinal granules so called nuage. Germinal granules have been detected
as a part of primordial gonocytes (PGCs) and according to some studies it play the role
in the formation PGCs. PGCs are embryonic cells from which the gametes are
differentiated. These cells has potential to transmit genetic information to the next
generation. PGCs or subsequently spermatogonia therefore have the potential to be of
value for gene banking and cryopreservation, particularly via the production of donor
gametes with germ-line chimeras.

Nevertheless the first step for successfully transplantation is visualization of PGCs.
It is usually done using injection of GFP (green fluorescent protein) mMRNA conjugated
with mRNA, such as vasa and nanos, to the area of egg with PGC precursor localization
(nuage) early after fertilization.

Electron microscopic observation at this study revealed three main principal layers
(atopmost alveolar layer, a zona radiata externa and a downmost layer as an zona
radiata interna), a layer of cortical granules in unfertilized eggs and a perivitelline space
in fertilized eggs; then germ plasm, containing nuage, which was dispersed only in the
vegetal pole of ovulated sturgeon eggs.

In addition, we observed formation interspace between the zona radiata externa
and zona radiata interna. Sturgeon eggs have too strong envelopes for injection by glass
needle. The glass capillary needle penetration could be facilitated by separation of parts
of the egg envelopes as the alveolar layer and the zona radiata externa from interspace,
which created by separation of the zona radiata externa and zona radiate interna by
tweezers.

Key words: Balbani cytoplasm, chimera, egg, nuage, primordial gonocytes,

sturgeon
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