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ZMRAZOVANI ZARODECNYCH BUNEK KAPRA OBECNEHO
(CYPRINUS CARPIO) A JEJICH VYUZITi K TRANSPLANTACI
DO NAHRADNICH RODICU PRO UCELY REPRODUKCE

1. CiL METODIKY

Cilem metodiky je popsat manipulaci se samcimi (spermatogonie)
a samic¢imi (oogonie) zarode¢nymi kmenovymi bunkami kapra obecného
(Cyprinus carpio) zahrnujici jejich izolaci, zmrazovani a transplantaci
do nahradnich rodi¢d za ucelem zefektivnéni drzeni genovych rezerv ex situ.

2. VLASTNI POPIS METODIKY

Obsah metodiky Ize shrnout nasledovné: po usmrceni jedince je asepticky
odebrana celd gonada, ve které se nachazeji zarode¢né kmenové bunky. Tkan
gonad je rozdélena na mensi fragmenty (“100 mg), které jsou zmrazeny
technikou pomalého mrazeni (-1 °C.min™"), kdy po dosazeni -80 °C mohou
byt uchovany v tekutém dusiku po dlouhou dobu. Pro rozmrazeni jsou
kryozkumavky se zmrazenou tkani vyjmuty z dusiku a ohraty ve vodni lazni.
Tkan gonad je nasledné rozmélnéna a enzymaticky disociovana do podoby
bunécné suspenze. Ziskana suspenze ovariadlnich ¢i testikularnich bunék je
nasledné procisténa pouzitim hustotniho gradientu. Buriky jsou v dalSim kroku
transplantovany do rozplavanych larev nahradnich rodicd, ve kterych kolonizuji
gondadu, a v budoucnu produkuji gamety donora.

2.1. Uvod

Kapr obecny patii mezi nejstarsi domestikované druhy ryb na svété (Balon,
1995), kdy celosvétova roc¢ni produkce v akvakultufe (vice nez 4 miliony
tun) fadi kapra mezi nejvyznamnéjsi produkované druhy ryb (FAO, 2016).
Dlouhotrvajici historie a popularita kapra v akvakulture dala vzniknout mnoha
liniim a plemendm, které jsou naprosto zasadni pro Slechtitelskou praci
a produkci uzitkovych hybridG pfedevsim v Evropé (Gorda kol., 1995; Bakos
a kol., 2001). Odrazem mimoiradného vyznamu kapra je vytvoreni metod
pro uchovani genetickych rezerv zahrnujicich chov Zivych jedincd (Flajshans
a kol., 1999), identifikaci jejich genetické diverzity (Crooijmans a kol., 1997;
Kohlmann a kol., 2005; Huldk a kol., 2010; Xu a kol., 2014) a postupy pro
uchovani genetickych rezerv ex situ prostfednictvim zmrazeného spermatu
v kryobankach (Lubzens a kol., 1997; Linhart a kol., 2000; Horvath a kol.,,
2007). Nicméné, doposud vyvinuté strategie konzervace genetickych rezerv
nelze povazovat za plnohodnotné, jelikoz neni mozné uchovat samici zdroje
ex situ. Z tohoto ddvodu je do budoucna nutné u ryb uvazovat nad zaclenénim
alternativnich strategii, které vyuzivaji recentni biotechnologické poznatky
a maji potencial vyresit soucasné problémy. Jednou z moznych alternativ je
zaclenéni metod manipulaci se zarode¢nymi kmenovymi burikami.
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VSechny organizmy s pohlavnim rozmnozovanim maji dvé odliSné bunécné
linie, které se diferencuji béhem velmi raného embryonalniho vyvoje. Télo je
tvofeno ze somatické linie, kterd je povazovana za ,smrtelnou”, jelikoz tyto
buriky se za normalnich podminek nelcastni procesu predavani DNA do dalsi
generace. Linie zarode¢nych bunék je opakem somatické linie, a tudiz maze byt
povazovana za ,nesmrtelnou”, jelikoz je schopna podstoupit samoobnoveni,
ale i diferenciaci v¢etné redukéniho déleni (meidza), pfi které vznikaji vajicka
a spermie, ¢imzZ je zajisténo predavani DNA napfi¢ generacemi prostrednictvim
gamet. Zarodecna linie je zalozena primordidlnimi gonocyty, které z mista
jejich specifikace migruji do genitalni ryhy — mista zalozeni budouci gonady.
Primordialni gonocyty usazené v misté genitalni ryhy nasledné proliferu;ji
a prochazeji pohlavni diferenciaci ve spermatogonie nebo oogonie (Braat
a kol., 1999; Yoshizaki a kol., 2002). Proces diferenciace pohlavi u ryb je
determinovan genetickymi faktory, ale zdsadni roli ma také vliv endokrinniho
fizeni a vnéjsi faktory, které ve vysledku mohou prekonat primarni genetickou
determinaci pohlavi (Strissmann a Nakamura, 2002). Diferenciace pohlavi
neni vzdy pfimy proces, kdy napfiklad na modelu dania pruhovaného (Danio
rerio) bylo prokazano, ze vsichni juvenilni jedinci vytvareji takzvané juvenilni
ovarium, kdy naslednda mira apoptézy zarode¢nych bunék urcuje, zdali se
gonada bude vyvijet déle v ovarium, nebo dojde k vytvoreni testes (Pradhan
a Olsson, 2014). Kapacita gondd produkovat gamety je zajisténa schopnosti
samoobnoveni spermatogonii a oogonii, kdy nasledné ¢ast bunék vstupuje
do meiotického déleni. Typ A nediferenciovanych spermatogonii je schopny
znovu vstoupit do mitdézy a produkovat dcefiné spermatogonie typu A,
nebo se diferenciovat ve spermatogonie typu B, které podstupuji mitotické
a meiotické déleni, kdy vznikaji primarni a sekundarni spermatocyty, dale se
diferencujici ve funkcni spermie (Schulz a kol., 2010). Vyvoj samici gonady
ve zkratce zahrnuje proliferaci oogonii a naslednou diferenciaci v premeiotické
oocyty a jejich vitelogenni rlst. V praibéhu vitelogeneze dochazi k vyvoji
vnitfnich a vnéjsich obald oocytu. Pfed samotnou ovulaci dochazi k rozpadu
zarode¢ného méchyrku (jadra oocytu). Samotnda ovulace zahrnuje prasknuti
folikulu, kdy po nasledném oplozeni spermii dochazi k odchodu druhého
polového téliska. Vysledkem je nasledné fuze dvou haploidnich jader, ktera
davaji vzniku diploidni zygoté (Lubzens a kol., 2010).

Terminem zarode¢na bunka je oznacovano jakékoliv stadium od
primordialniho gonocytu pres spermatogonii/oogonii az po oplozenischopnou
spermii ¢i oocyt. Aviak pro Ucely manipulace zarode¢nych kmenovych bunék
je nutné specifikovat, zZe cilem téchto technik jsou pouze burky zachovavajici
si ,kmenovost”, tudiz schopnost sebeobnoveni prostfednictvim mitotického
déleni - jedna se tedy o embryonalni primordialni gonocyty a spermatogoniialni
¢i oogonialni kmenové buriky.



ZMRAZOVANI ZARODECNYCH BUNEK KAPRA OBECNEHO
(CYPRINUS CARPIO) A JEJICH VYUZITi K TRANSPLANTACI
DO NAHRADNICH RODICU PRO UCELY REPRODUKCE

Na modelu mysi bylo objeveno, ze zarode¢né kmenové bunky lze
efektivné izolovat, zmrazit (Avarbock a kol., 1996) a nasledné transplantovat.
Transplantované kmenové zarodec¢né buriky jsou schopny kolonizovat gonadu
hosta a posléze produkovat gamety darce (Brinster a Zimmermann, 1994).
Organizmus, do kterého byly vpraveny zarodecné buriky jiného jedince, se
nazyva chimérou zarodecné linie.

Prvni studie popisujici transplantaci spermatogonii u ryb do alogennich
recipientl (recipienti stejného druhu) byly provedeny na pstruhovi duhovém
(Oncorhynchus mykiss) (Okutsu a kol., 2006, 2007), kdy bylo popsano, zZe
spermatogonie Uspésné kolonizovaly genitalni ryhu, a predevsim se byly
schopny diferenciovat ve funk¢ni spermie, ale i transdiferenciovat v oocyty,
¢imz byla potvrzena jejich kmenovost. Dalsim dllezitym faktem je, Ze nebyl
zjistén rozdil v procentu pozitivnich chimér zarodec¢né linie u samcd a samic,
kdy navic porovnani vyvoje gondd mezi kontrolou a chimérami ukazalo,
Ze transplantované bunky jsou schopny udrZzovat srovnatelné tempo
vyvoje s kontrolou, tudiz nedochazi k opozdéni vyvoje gonad a je vysoce
pravdépodobné, Ze transplantované bunky se vyviji jako buriky télu vlastni.
Dalsi studie na pstruhovi duhovém potvrdily predpoklad, Ze i ovaria obsahuji
populaci oogonialnich kmenovych bunék. Po jejich transplantaci do samcich
recipientl bylo dosazeno produkce spermatu (Yoshizaki a kol., 2010).

Nasledné byla potvrzena moZnost transplantace spermatogonii a oogonii
do rodic¢l jiného pribuzného druhu. Tato skutecnost je jednim z hlavnich
davodd, pro¢ je dilezité se nahradnim rodi¢ovstvim u ryb zabyvat. Vhodnym
vybérem rodi¢e lze dosahnout zmen3eni narok( na prostor potifebny pro
odchov, ale i zkraceni reprodukcniho cyklu cilového druhu. Napfiklad pro
tundka modroploutvého (Thunnus orientalis) bylo testovano jiz nékolik druhd
nahradnich rodi¢d vcetné makrely japonské (Scomber japonicus) (Yazawa
a kol.,, 2013) a kranase amerického (Seriola lalandi) (Bar a kol., 2016).
Podobné je uvazovano i o nahradni reprodukci velkych druht jeseter( s velice
dlouhou dobou dospivani prostfednictvim jesetera malého jako nahradniho
rodice (Linhartova a kol., 2015; PSenicka a kol., 2016; Baloch a kol., 2019).

Vyvoj postupl pro transplantaci zarodec¢nych bunék umoziuje nahradni
rodicovstvi u ryb spojit s jejich zmrazovanim, kdy nasledné vznikad velice
komplexni pristup s potencidlem pro akvakulturu, management genetickych
rezery, ale i uchovani cennych experimentalnich linii. Vyvoj a nasledné zahrnuti
technologii zarode¢nych kmenovych bunék ryb do program@ uchovani
genetickych zdrojd mlze znatelné snizit riziko ztraty vzacnych linii ¢i druhd
v didsledcich nemoci, pfirodnich katastrof, ale i nepfedvidatelného selhani
chovatelskych technologii. Zdrode¢né kmenové bunky ve zmrazeném stavu Ize
navic chapat jako ucinnou metodu pro redukci prostoru nutného pro drzeni
zivych genetickych rezerv.



Obecné Ize postupy pro zmrazovani definovat jako snahu vyvinout protokoly
pro uchovani tkani/bunék v teplotach pod bodem mrazu pro potifebnou
dobu uchovani (obvykle roky az desetileti). Proces postupu zmrazovani se
skldada z 1) odbéru tkané gonad, 2) pfipravy a nasledné optimalizace sloZeni
kryoprotektantd, 3) vlastniho zmrazovaciho procesu, 4) uchovani biologického
materidlu a 5) obnoveni biologického materidlu rozmrazenim a jeho naslednou
aplikaci. Kazdy z vySe zminénych krok( by mél byt optimalizovan (napf.
optimalizace kryoprotektantu a technika zmrazovani). Tim Ize dosahnout
minimalniho poskozeni mrazem a samotnym mrazenim, cilem je pak ziskani
dostate¢ného mnoZzstvi bunék v dobrém fyziologickém stavu po rozmrazeni
umoznujici jejich naslednou aplikaci (Mazur, 1963, 1984). Sou¢asné moznosti
pro zmrazovani genetickych zdroja ryb jsou sumarizovany v Tab. 1.

Zarodec¢né kmenové bunky ryb lze zmrazovat vyuZzitim dvou postupl
liSicich se predevsim v rychlosti, jakou je vzorek uveden do plné zmrazeného
stavu (-196 °C). Ultra rychlé mrazeni - vitrifikace, je postup vyuzivajici
vysoce koncentrovanych kryoprotektant(, které spolu s rapidnim poklesem
teploty brani tvorbé ledovych krystalkd (Seki a kol., 2017; Higaki a kol.,
2018). Opakem vitrifikace je pomalé, kontrolované mrazeni, které vyuziva
méné koncentrovanych kryoprotektantl. Obecné akceptovana rychlost
mrazeni (-1 °C.sec™) zajistuje postupny odchod vody z bunék a jeji nahrazeni
kryoprotektantem, ktery nasledné minimalizuje tvorbu vnitrobunééného ledu.
Po dosaZeni teploty -80 °C je prfechod kapalin ukon¢en a nasledné je biologicky
material uchovan v tekutém dusiku (Lee a kol., 2016b).

V soucasné dobé bylo zmrazeni zarode¢nych kmenovych bunék Uspésné
provedeno u 13 druh( ryb, predevsim pak u zastupch kaprovitych ryb
(Linhartova a kol., 2014; Marinovi¢ a kol., 2016, 2018; Higaki a kol., 2018)
a lososovitych ryb (Lee a Yoshizaki, 2016; Luji¢ a kol., 2017). AvSak pouze u 6
druhtd nasledovala transplantace rozmrazenych bunék do nahradnich rodica
(Lacerda a kol., 2013; Lee a kol., 2013, 2015, 2016a,b; PSenic¢ka a kol., 2016;
Hamasaki a kol., 2017; Franék a kol., 2019a,b). Vzhledem k poctu akvakulturné
vyuzivanych druhd nebo ohrozenych populaci volné zijicich druhd se stale jedna
o pomérné unikatni biotechnologii, ktera je na pocatku vyvoje a do budoucna
Ize ocekavat, Ze bude rozsitena i na dalsi komer¢né vyznamné druhy.
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2.2. Odbér tkané gonad

Pro ucely ziskani zarodec¢nych bunék je vhodné selektované jedince drzet
nékolik dnll pfed samotnym odbérem bez krmeni, ¢imz dojde k vyla¢néni, snizi
se naplnénost strev, a tim padem i riziko jejich protrzeni v pribéhu disekce
gonad. Pfed samotnym odbérem gonad je dulezité zvazit vhodnou velikost
a vék daného jedince. Obecné jsou vhodnéjsi juvenilni ryby, v pfipadé kapra
jedinci o véku 1-2 roky s vdhou do 100g. Teoreticky je mozné tkan gonad
odebirat i z dospélych jedinct, avsak relativni podil zarode¢nych kmenovych
bunék klesa ve prospéch spermii, resp. dozravajicich oocytt. Z tohoto divodu
se pro Ucely zmrazovani jevi vyuziti juvenilnich ryb jako efektivnéjsi z hlediska
prace, ale i z dlvoda Uspory mista pro uchovani zmrazeného materidlu
v tekutém dusiku.

Obr. 1. Otevreni téini dutiny u juvenilniho samce kapra pred vyjmutim testes (Foto: R.
Franék).

Usmrceni jedince je provedeno predavkovanim anestetikem (MS222).
Nasledné je vhodné povrch téla dezinfikovat 70% etanolem a otfit. Prvni fez
je veden bfisni sténou v medialni roviné od hlavy k fitnimu otvoru s maximalni
opatrnosti, aby nedoslo k perforaci zazivaciho traktu a kontaminaci télni dutiny
stfevnimi bakteriemi. DalSi fez je veden za hlavou kolmo smérem k hrbetu
po levé i pravé strané téla ryby. Nasledné je vhodné uvolnit fascie télni dutiny

-12 -
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od organl a fixovat volnou svalovinu po obou stranach. Timto zplsobem je
ryba orientovdna hibetem doll a télni dutina je otevifena do tvaru V (Obr.
1). Zazivaci trakt je s maximalni opatrnosti odstranén, aby doslo k odkryti
gonad, které jsou vyjmuty a uloZeny do pufrovaného fyziologického roztoku
(PBS). Vyjmutou gonadu je vhodné ocistit od tukové tkané a krevnich kapilar.
V pripadé potrfeby zpracovat vétsi mnozstvi jedincG/tkané je mozné jiz
vyjmutou a oc¢isténou gonadu drzet v roztoku PBS na ledu (cca. 4 °C) po dobu
nékolika hodin bez ztraty zivotaschopnosti bunék.

Obr. 2. Histologicky rez ovarii kapra obecného ve vhodném stadiu vyvoje pro zmrazeni,
kdy se ovarium skladd z previtelogennich oocytt do velikosti 100 um (cerné Sipky)
a oogonii (bilé Sipky) (Foto: R. Franék).

-13-



2.3. Zmrazovani tkané gonad

Pro ochranu tkané a bunék pred Skodlivymi Gcinky zmrazovani, které
zpusobuji osmoticky 3ok, ale i tvorbu intraceluldrniho ledu, je nutné pfipravit
kryoprotektant, ve kterém bude tkan zmrazena a uchovana. Soucasné
studie ukazuji, Zze neexistuje univerzalni slozeni kryoprotektantu, ktery by
byl aplikovatelny pro vsechny druhy ryb. Z tohoto ddvodu je pred samotnym
konzervovanim tkané gonad z cennych jedincd nutné otestovat vhodnost
jednotlivych kryoprotektantl a optimalizovat jejich koncentraci véetné dalSich
slozek kryomédia.

Pro zmrazovani tkané testes kapra je nejvhodnéjsi kryoprotektant skladajici
se z 2M dimetylsulfoxidu (DMSO), 0,3M glukézy, 10% fetalniho hovézi séra
(FBS), kdy jsou vSechny komponenty rozpusténé v PBS. Tkan testes je vhodné
rozdélit na mensi kousky (cca 100 mg), coZ zajisti rovhomérnou penetraci
kryoprotektantu, zaroven vsak takovyto fragment obsahuje jiz nékolik desitek
tisic spermatogonii. Samotnym postupem je pfiprava kryoprotektantu, jeho
napipetovani do 2ml kryozkumavek a vloZzeni vzdy jednoho kusu tkané testes.
Takto pripravené zkumavky jsou uchovany po dobu 30 min na ledu. Samotné
zmrazeni mGze byt provedeno v zafizeni s kontrolovatelnym poklesem teploty.
Stejnych vysledk( Ize dosahnout pouzitim mrazicich krabi¢ek (Obr. 3), které
jsou umistény na suchy led nebo do hlubokomraziciho boxu (-80 °C) po dobu
cca 3-4 hodin. Mrazici krabicky jsou vyrobeny tak, aby bylo dosazeno optimalni
rychlosti mrazeni-1°C.min™. Po 3-4 hodinach mohou byt kryozkumavky s tkani
gonad premistény do tekutého dusiku. Alternativné Ize uchovat zmrazenou
tkan v -80 °C po dobu 24 hodin bez ztraty zivotaschopnosti bunék.
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Obr. 3. Mrazici krabicky s kapacitou pro 12 a 30 kryozkumavek o objemu 2mi, které
po vloZeni do hlubokomraziciho boxu (-80 °C) zajistuji kontrolovany pokles teploty
-1 °C.min’ (Foto: R. Franék).

Pro pfipravu 100 ml kryomédia na zmrazovani testikularni tkané je potreba:

e 14,2ml DMSO

e 5,4g glukdzy

e 10ml FBS

e doredit na 100ml 1x roztokem PBS

Protokol pro zmrazeni tkané ovarii je obdobny s tim rozdilem, ze je pouzito
1,5M DMSO, 0,3M glukéza a 10% fetalni hovézi sérum. Optimalni velikost
fragmentu ovarii je 100 mg, avsak je vhodné umistit tkan do kryoprotektantu
a ponechat ji v ném po dobu 60 min. Samotny mrazici proces je pak
proveden v mrazicich krabi¢kach (polypropylenové boxy, které po vloZzeni
do hlubokomraziciho boxu zajisti postupné zmrazeni vlozenych kryozkumavek
s biologickym materidlem rychlosti cca -1 °C/min) a po dosazeni -80 °C
jsou kryozkumavky umistény do tekutého dusiku. Timto zplsobem lze tkan
gonad uchovat az v radu desitek let bez nebezpedi degradace tkané a ztraty
Zivotaschopnosti bunék.

-15 -



Pro pfipravu 100 ml kryomédia na zmrazovani ovarialni tkané je potieba:
e 10,65ml DMSO

e 54g glukdzy

e 10ml fetdlniho hovéziho séra

e doredit na 100ml 1x roztokem PBS

2.4. Rozmrazeni tkané gonad

S pouzitim predepsanych ochrannych pomcek jsou kryozkumavky vyjmuty
z tekutého dusiku a neprodlené ponofeny do vodni |azné o teploté 26 °C.
Béhem 1-2 minut dojde k ¢aste¢nému rozmrazeni kryoprotektantu. Obsah
kryozkumavky je nasledné preveden na Petriho misku a rozmrazena tkan
je pinzetou individualné umisténa na 24jamkovou desti¢ku s L-15 médiem
(Leibovitzovo médium bez L-glutaminu) v pokojové teploté, kde je dvakrat
promyta v objemu 1-2ml média na jeden fragment tkané gonad.

2.5. Disociace gonad

Jednotlivé fragmenty gondad jsou umistény do 2ml zkumavek, ve kterych
jsou rozstiihany tak, aby bylo dosazeno pfiblizné stejné velkych fragmenta.
Rozstfihand gonada je disociovana 0,1% trypsinem v PBS. Na 100 mg tkané
je nutné pouzit minimalné 1ml disocia¢niho média. Disociace probiha
na tfepacce v pokojové teploté po dobu 1-2 hodin v zavislosti na velikosti
rozstfihanych fragmentd a tkani gonadd (obecné je disociace tkané ovarii
kratsi). Proces disociace je nasledné zastaven pridanim stejného objemu L-15
média s 10% FBS. Suspenze bunék je prefiltrovana pres filtr o velikosti poéri
30-40 pm. Dalsim krokem je centrifugace bunék pfi rychlosti 0,3g po dobu
10 min. Supernatant nad vytvorenou peletou bunék se odsaje a nasledné je
peleta bunék resuspendovana v odpovidajicim objemu L-15 média s 10% FBS
(obvykle 100 pl na 100 mg disociované tkané). Takto pfipravenou bunécnou
suspenzi Ize na ledu uchovavat po dobu nékolika hodin.

2.6. Kontrola Zivotaschopnosti bunék

Resuspendované buriky jsou obarveny 1: 1 roztokem 0,4% trypanové modfi
v PBS, kterd pronikd do mrtvych bunék a zabarvi je tmavé (Obr. 4), zatimco
zivé buriky zdstavaji transparentni. Pfi pouziti vySe zminénych protokoll pro
zmrazeni tkdné gondd je dosahovano 40% preziti u spermatogonii a 65%
u oogonii v porovnani s nezmrazenou kontrolou. Zasadni vyhodou tohoto
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ZMRAZOVANI ZARODECNYCH BUNEK KAPRA OBECNEHO
(CYPRINUS CARPIO) A JEJICH VYUZITi K TRANSPLANTACI
DO NAHRADNICH RODICU PRO UCELY REPRODUKCE

postupu je, ze bunky, které neprezily mrazeni, jsou nasledné rozpustény
trypsinem, tim padem neni findlni bunécna suspenze kontaminovana a pfiblizné
z 95% obsahuje Zivé buriky. Dale je mozné ovéfit identitu zmrazenych bunék
barvenim pomoci specifickych protilatek (Obr. 5).

e R

Obr. 4. Disociovand suspenze zmrazenych/rozmrazenych spermatogonii pfi pocitdni
preziti s pouZzitim Blirkerovy komdrky. Bilé trojuhelniky oznacuji Zivé spermatogonie
neobarvené trypanovou modri. Cerné trojihelniky oznacuji mrtvé (tmavé zbarvené)
buriky, kdy se prevazné jednd o spermie (Foto: R. Franék).
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Obr. 5. A - Imunofluorescencni znaceni zmrazenych/rozmrazenych samicich
zdrodecnych bunék kapra obecného pomoci protildtky detekujici protein specificky
pro zdrodecné buriky, (DDX4) na kterou je ndsledné fluorescenéné znacend sekunddrni
protildtka konjugovand s fluorescein-5-isothiokyandtem. B - kontrolni buriky ziskané
z ploutevni tkdné bez pozitivniho barveni protildtkou. Bunécnd jdadra jsou barvena
modre pomoci 4',6-diamidin-2-fenylindolu. Pfevzato z publikace Frarika a kol. (2019b).

2.7. Aplikace zmrazenych a rozmrazenych bunék

Pro ucely obnoveni zarode¢nych bunék, které byly zmrazeny a nasledné
rozmrazeny, je nutné transplantovat je do tél nahradnich rodi¢d - recipientd.
Pro kapra obecného se jako vhodny recipient jevi zlata forma karase obecného,
jelikoz dosahuje rychleji pohlavni dospélosti, vaha generacnich ryb je pfiblizné
10x mensi, navic karas vykazuje rezistenci vici chorobam, ke kterym je kapr
obecny vnimavy a predstavuji pro néj vaznou hrozbu (koi herpes virus). Navic
je mozné karase ucinné sterilizovat, coz zarudi lepsi pfijeti transplantovanych
bunék, a predevsim pak produkci pouze gamet kapra, které by v pripadé
pouziti nesterilnich jedinct byly ,kontaminovany” gametami karase. Sterilizace
recipientl je zajisténa pomoci netransgenni technologie, kdy je docasné
blokovana translace dead end genu, ktery je zodpovédny za migraci a rany vyvoj
primordialnich gonocytl. Chemikalie blokujici translaci - antisense morpholino
oligonukleotid, navrzeny proti dead end genu, je injikovana do embryi ve stadiu
2-4 bunék. K samotné transplantaci se pristupuje poté, co jsou larvy rozplavané
a prijimaji exogenni vyzivu (mezi 7.-10. dnem po oplozeni).

Pfipravend bunécnd suspenze (Obr. 6) je napipetovana do sklenéné
kapilary pfipevnéné na mikromanipulator s injektorem u stereomikroskopu. Pro
transplantaci jsou larvy recipientl uspany v 0,05% roztoku MS222. Bunéc¢na
suspenze je injikovana do téIni dutiny v blizkosti genitalni ryhy (Obr. 7).
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Obvykle je transplantovano nékolik tisic bunék. Pro tcely monitorovani bunék
po transplantaci je mozné vyuzit komer¢né dostupnych membranovych barviv
(PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kit), které jsou fluorescencné znacené.
Timto postupem Ize detekovat bunky az po dobu 3 mésicl po transplantaci
a nasledné predbézné vyhodnotit uspésnost provedené transplantace (Obr.
8). Po transplantaci probiha odchov recipient( standardnim zptsobem.

Obr. 6. Suspenze izolovanych testikuldrnich bunék z kapra, které byly ndsledné

purifikovany pomoci 30% hustotniho gradientu, ktery ze suspenze odstrani znacnou
frakci spermii a zvysi podil ranych stadii zarodeénych bunék (oznaceny cernou sipkouy),
Nomarského diferencidlni kontrast (Foto: M. Psenicka).
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Obr. 7. intraperitonedini transplantace fluorescencné znacenych (PKH-26) zdrodecnych

bunék kapra do larvy karase obecného. A - injikovand suspenze je obarvend methylenovou
modri pro lepsi viditelnost. B - snimek (svétlé pole) transplantované larvy karase. B’
- fluorescenc¢ni snimek na kandlu dsRed, ktery umozriuje detekovat transplantované
buriky se znac¢enymi membrdnami pomoci PKH-26. Prevzato a upraveno podle Frarika
a kol. (2019b).
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»
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Obr. 8. Proliferace transplantovanych a fluorescencné znacenych (PKH-26) oogonif
v téle recipienta 6 tydnu po transplantaci. Vyrez vpravo oznacuje zvétseny pohled
na buriky v gondddch recipienta. Prevzato a upraveno podle Frarika a kol. (2019b).

Dva mésice po transplantacije 40-60 % recipientt pozitivnich na pfitomnost
zarodecnych bunék. Dle ziskanych vysledkd je mozné tvrdit, ze koloniza¢ni
a prolifera¢ni kapacita zmrazenych a nezmrazenych bunék se nelisi. Pfi velikosti
tél recipientl v faddu nékolika cm je mozné gonadu snadno vyjmout a provést
molekularni analyzu pro potvrzeni Uspésné transplantace (Obr. 9). Po dosazeni
pohlavni dospélosti nahradnich recipientl (2-3 roky) jsou produkovany gamety
donora. Protoze ma karas determinaci pohlavi nezavislou na pfitomnosti
zarodecnych bunék, dochazi k tomu, Ze pomér chimérickych samcd a samic
je dle nasich vysledkd témér vyrovnany bez ohledu na typ transplantovanych
zarodecnych bunék. Dalsi velice podstatnou skutecnosti je, Ze spermatogonie
a oogonie jsou kmenové bunky, tzn., Ze jsou schopny se transdiferenciovat
v téle recipienta do opacného pohlavi (Obr. 10).

Diky kmenovosti zarodec¢nych bunék je v pfipadé transplantace
spermatogonii (pohlavni chromozomy XY) dosazeno produkce oocytd i spermii
nesouci chromozom X nebo Y. Moznym vysledkem k¥izeni chimér zarode¢né
linie v pfipadé transplantace spermatogonii mize tedy byt potomstvo nesouci
XX, XY a YY pohlavni chromozomy. Pfi transplantaci oogonii nahradni rodice
produkuji spermie a oocyty donora s X pohlavnim chromozomem. Z téchto
zavérl plyne moznost dalsi aplikace, kdy spermie nesouci chromozom X
mohou byt vhodny nastroj pro produkci celosamicich populaci bez nutnosti
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provadéni hormonalnich zvratd. Alternativné mohou byt spermie produkované
pGvodné z transplantovanych oogonii zmrazeny a v pfipadé potreby pouzity
pro oplozeni.

Chiméry

Obr. 9. identifikace pozitivnich chimér zdrodecné linie pomoci molekuldrni analyzy.
RT-PCR analyza gondd chimér zdrodecné linie pomoci druhové specifickych primert pro
sekvenci dnd genu kapra obecného, vcetné kontrolnich vzorku. Pfitomnost amplikonu
potvrzuje expresi kapfiho dnd genu, ktery indikuje aktivitu transplantovanych
zdrodecnych bunék v gonddé recipienti. Chiméry - gonddy jedinct karase zlatého
po transplantaci zdrodeénych bunék kapra. Kapr@ - vzorek testikuldrni tkdné kapra,
@ - vzorek tkdné ovarii, P - vzorek ploutve. Karas Gf - vzorek testikuldrni tkdné, Q@ -
vzorek tkdané ovarii, dnd MO - gondda sterilniho recipienta, P - vzorek ploutve. Pfevzato
a upraveno podle Frarika a kol. (2019b).

-22-



ZMRAZOVANI ZARODECNYCH BUNEK KAPRA OBECNEHO
(CYPRINUS CARPIO) A JEJICH VYUZITi K TRANSPLANTACI
DO NAHRADNICH RODICU PRO UCELY REPRODUKCE

Obr. 10. Vyvoj chimérickych gondd v télech recipientti 3 mésice po transplantaci.

A - kontrolni jedinec, A - samice s oboustranné vyvinutymi ovarii. B - recipient
sterilizovany pomoci blokovdni translace dead end genu, kdy se v gondddch nenachdzeji
Zadné zdrodecné bunky. C - recipient transplantovany spermatogoniemi, gondda
vpravo je kolonizovdna a vyviji se v testes, gondda vlevo neni kolonizovdna. D - recipient
transplantovany spermatogoniemi vyvijejicich se fenotypové v samici, rané oocyty jsou
patrné na snimku vyjmutych ovarii. Pfevzato a upraveno podle Frarika a kol. (2019a).

V prfipadé snahy minimalizovat produkci spermii nesouci pouze X
chromozomy a stejné tak oocytl nesouci pouze Y chromozomy je mozné
aplikovat fizeni teploty, ve které jsou odchovavany larvy karase. Zvyseni teploty
k 30 °C ma za nasledek maskulinizaci, a naopak snizeni na 15-20 °C feminizaci
(Goto-Kazeto a kol., 2006). Tudiz je v pripadé potfeby mozné uvazovat, zZe
pro uUcely obnoveni genetickych rezerv budou larvy karase po transplantaci
spermatogonii drzeny na vysoké teploté, a naopak ryby transplantované
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oogoniemi budou drzeny na nizsi teploté. Timto postupem dojde k zefektivnéni
produkce gamet pomoci nahradnich rodi¢d. Vybrané moZnosti aplikace
technologii manipulaci zarode¢nych bunék kapra jsou znazornény v Obr. 11.

Donor zarodeénych bunék
Samec Samice
XY XX

Zamrazeni tkané gonad

Transplantace do nahradnich
rodiél — karas zlaty

Produkce gamet donora
prostfednictvi recipient

Chiméry samci Chiméry samice Chiméry samci Chiméry samice

Produkce spermii Produkce oocytd Produkce spermii Produkce oocytd
Xnebo Y chromozom X nebo Y chromozom i Pouze X chromozom  Pouze X chromozom

&

Castecnd produkce YY super samc(i Moznost produkce celo
po kF¥iZzeni chimér samc( a samic samiciho potomstva po
kfizeni s X/X oocyty

2vyseni teploty
Ayo|day Juszius

Produkce norméiniho Produkce normalniho
potomstva po kfiZzeni s potomstva po kfizeni s
X/X oocyty X/X spermiemi

Zvyseni podilG samc@ chimér | ZvySeni podilu samic chimér

Produkce spermii Produkce oocytl
X nebo Y chromozom Pouze X chromozom

Obr. 11. schéma vyuZiti manipulaci se zdrode¢nymi burikami kapra za Gcelem
ndhradni reprodukce a moZnosti dalsich aplikaci pro manipulaci pohlavi potomstva.

3. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Tato metodika poskytuje prehled o moznostech aplikace modernich
biotechnologickych metod u kapra obecného s potencialem pro zefektivnéni
drzeni genetickych zdroji. V soucasné dobé jsou technologie manipulaci
zarodec¢nych bunék aplikovany u nékolika druhl ryb, kdy se vyzkumné
tymy soustredi predevsim na vyvoj protokold pro zmrazovani a identifikaci
optimalnich nahradnich rodi¢. Prezentovana metodika shrnuje nékolikaletou
praci autorského kolektivu, pfi které byly poprvé zmrazeny spermatogonie
a oogonie kapra obecného, kdy jejich fyziologickd aktivita byla ovérena
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transplantaci do ndahradnich rodi¢li a naslednou Uspésnou produkci gamet
darce. Vyznamnou novosti metodiky je mozZnost uchovani samicich genetickych
zdrojud prostrednictvim zmrazovani diploidnich kmenovych oogonii.

4. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Kapr obecny je od roku 1996 zafazen do Narodniho programu konzervace
a vyuzivani genetickych zdrojd rostlin, zvifat a mikroorganizm@ vyznamnych
pro vyzivu a zemédélstvi. Podle zakona ¢. 154/2000 Sb., ve znéni dalSich
predpist (plemenaiského zakona), zarode¢né kmenové burky spliuji definici
genetického Zivocisného zdroje, kterym mohou byt jedinci, gamety, embrya
a dalsi materidl. Pro tyto Ucely Ize chdpat prezentovanou metodiku jako
alternativni/doplikovy postup pro tradi¢ni zmrazovani spermatu kapra pro

Ucely zachovy genofondu popsané v technologii Rodina a kol. (2010).

5. EKONOMICKE ASPEKTY

Samotny postup a potfebné vybaveni pro zmrazovani tkané gonad byl
vyvinut predevsim s ohledem na snadnou proveditelnost a minimalizaci
nakladu. Jako idedlni kompromis Ize navrhnout spolupraci rybarského subjektu
s instituci, ktera je vybavena pro uchovani biologického materidlu v tekutém
dusiku. Samotny odbér tkané gonadd je provadén s pomoci zakladnich
chirurgickych nastroji. Po odbéru gonad je mozné tkan bezpecné uchovat
a transportovat na pracovisté, kde bude provedeno zmrazeni. Pro zmrazovani
v misté odbéru gonad je nutné se vybavit chemikaliemi v fadu stovek korun
akryozkumavkami (korunové polozky). V pfipadé disponovani mrazici krabickou
s kontrolovanou rychlosti mrazeni (cena 2-5 tis. K&) je mozné zmrazeni
provést v provoznich podminkach v polystyrénovém boxu, ktery je vyplnény
suchym ledem a nasledné biologicky material uloZit na specializovaném
pracovisti. Ve vysledku lze odhadnout, zZe vybaveni zdkladnimi ndastroji,
materidlem a chemikaliemi umoznujici zmrazeni vzorkd na -80 °C nebude
prevySovat 5-10 tis. K¢ i s pfedpokladem opakovaného vyuziti. Po zakoupeni
potfebného vybaveni je jedinou nutnou polozkou zakoupeni suchého ledu.
Je zfejmé, Ze vySe zminény navrh technologie je vhodny pro minimalizaci
naklad( a zpfistupnéni technologie pro praxi. Samoziejmé existuji i nakladng;jsi
varianty, predevsim co se tyce technologie mrazeni do -80 °C, které muize byt
provedeno v hlubokomrazicim boxu (statisice K¢), pfipadné ve specidlnim
zafizeni s programovatelnou rychlosti mrazeni (stovky tisic K&), nicméné pouziti
nasobné drazsich technologii nema vliv na kvalitu vystupu tohoto procesu -
uchovani bunék v zivotaschopném stavu. Zavérem k ekonomickym aspektlm
zmrazovani lze tvrdit, Ze ndklady na zmrazeni tkané gonad z jedné ryby budou
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v fadu korun (pokud neni brano v potaz nutnost pofizeni zakladniho vybaveni).
Nasledné je nutné zapocitat naklady na pfevoz a uloZeni v tekutém dusiku,
nicméné i vtomto pripadé se bude pravdépodobné jednat o korunové polozky,
které se nebudou vyznamné lisit od nédkladd potfebnych na uchovani spermatu.

Druhou kapitolou ekonomickych aspektl je obnoveni zmrazenych
zérodec¢nych bunék transplantaci do nahradnich rodi¢. V tomto pfipadé se
jiz jedna o technologii ndro¢nou nejen na vybaveni, ale i persondl. Ve zkratce
Ize zminit nutnost mikroskopu, injektoru, manipuldtoru, centrifugy, které jsou
nutné pro samotné provedeni transplantace, ale také dalsi laboratorni pfistroje
jako trepacka a inkubator. Dale je nutné zohlednit naklady na chemikalie
potrebné pro sterilizaci recipientd a pripravu suspenze bunék. V souctu se
jedna o ¢astku, kterd prevysuje 100 tis. K¢.

Technologii zarode¢nych bunék nelze chapat jako plnohodnotnou
alternativu k drzeni genovych zdrojl in situ. Prezentovany postup nakladani
se zarode¢nymi bunkami kapra je tfeba chapat jako komplementarni
ke standardnim metodam uchovani genetickych zdrojd. Je nutné zminit, Ze
prezentované postupy prokazaly moznost Uspésného mrazeni genetickych
zdroji a ziskdni gamet z transplantovanych samicich zarodec¢nych bunék,
¢ehoz v pripadé ryb neni mozné dosahnout jinym zplsobem. Lze tedy mluvit
o pfinosu v fadu statisict korun, ktery mdze nabyvat mimofadného vyznamu
zasituace, kdy bude zivy genofond daného plemene ztracen. Vyuziti zmrazeného
spermatu pro krizovy scénar ztraty zivého genofondu by znamenalo nutnost
alesponi ¢astecné obnovy plemene po nékolik generaci. Naproti tomu produkce
gamet kapra prostiednictvim zlatych karast je mozna v horizontu 2-3 let, coz

vy

by v disledku znamenalo mnohonasobné nizsi nadklady na obnovu genofondu.
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