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VYUZITI PRIPRAVKU NA BAZI MIKROCASTIC
S HORMONALNI SUBSTANCI V AKVAKULTURE

1. UVOD DO PROBLEMATIKY

1.1. Hormonalni regulace reprodukce

Reprodukéni  cyklus je regulovan kaskadou hormond z tzv.
reprodukéni osy (mozek-hypofyza-gonady). V této ose jsou klicovymi regulatory
hypofyzarni gonadotropiny (GTH), jako jsou folikuly stimulujici hormon (FSH)
a luteiniza¢ni hormon (LH). Sekrece téchto dvou hormont je fizena mozkem
za pomoci stimula¢niho plsobeni gonadotropin uvolfiujiciho hormonu (GnRH;
z angl. gonadotropin-releasing hormone; Cabrita a kol.,, 2008). GnRH je
neuropeptid, ktery je uvolfiovan z mozku v situacich, kdy jsou environmentalni
podminky vyhodnoceny jako vhodné k reprodukci. GnRH pusobi pfimo
na hypofyzu a navozuje sekreci FSH a LH, které se uvolfiuji do krevniho recisté
a plsobi na pohlavni zlazy, kde podnécuji syntézu steroidnich hormond, které
jsou hlavnimi stimulanty vyvoje pohlavnich zlaz (Mylonas a Zohar, 2007).
Antagonisticky vici plisobeni GnRH a zaroven inhibi¢né ve vztahu k sekreci LH
pUsobi Dopamin (DA), ktery zabranuje pred¢asnému dozravani gamet nebo
jejich dozravani v nepfiznivych podminkach (Peter a Yu, 1997).

V pocatecnich fazich gametogeneze GTH indukuji sekreci androgend,
jako je testosteron a 11-keto testosteron (11-KT) u mli¢akd a estrogen
17B-estradiol (E2) u jikernacek. Tyto hormony spole¢né s FSH kontroluji
naslednou spermatogenezi a vitelogenezi. Toto obdobi je charakterizovano
vysokymi hladinami FSH v krvi a zvySujicimi se hladinami testosteronu 11-KT
u mli¢dkd a E2 u jikernacek. Na konci gametogeneze sekrece LH z hypofyzy
indukuje za pomoci sekrece steroidd finalni zrani (MIS; z angl. maturation
inducing steroid) gamet. Toto obdobi je charakteristické snizenim hladiny FSH
a steroid@ v krvi a zvySenim LH a MIS. Jakmile je zrani gonad dokoncéeno, GnRH
stimuluje rapidni sekreci LH z hypofyzy, ktery indukuje ovulaci u jikernacek.
U mli¢akl je spermiace vyvolana relativné stabilnim a oproti mimovytérovému
obdobi jen nepatrné zvysenymi hladinami LH (Peter a Yu, 1997). Endokrinni
fizeni ovulace a spermiace je schematicky znazornéno na Obr. 1.



Vnéjsi prostiedi
s 2
Mozek

Hypofyza ;
Gonady
Indukce
maturace
Spermiace

| Zranioocytl |

O

Androgeny
Estrogeny

Spermatogeneze
Vitelogeneze

Obr. 1. Zjednodusené schematické zndzornéni reprodukéni osy ryb (upraveno podle
Mylonas a kol., 2010).

1.2. Reprodukéni dysfunkce

Pfi chovu ryb v akvakulture dochazi ke zna¢nym zménam okolnich podminek
a diky tomu vétSina druhl vykazuje néjakou formu reproduk¢ni dysfunkce
(Fitzpatrick, 2012). Tyto dysfunkce zavisi na druhu, a mohou se vyskytovat
v razné formé, a to od Uplné absence tfeni az po sniZeni kvality produkovanych
gamet. U mli¢akd Ize velmi ¢asto pozorovat snizeny objem spermatu, nizkou
pohyblivost spermii, rychlosti pohybu ¢i koncentrace spermii (Cejko a kol.,

je inhibice vitelogeneze (ukladani velkého mnozZzstvi Zivin, které pak slouzi
k vyzivé embrya), kdy reprodukéni cyklus nefunguje spravné v Zadném
okamziku. Druhym typem je inhibice procesu findlniho zrani ovocytd, kdy je
vitelogeneze dokoncena, ale postvitelogenni ovocyty nejsou schopny projit
findlnim zranim. Tento druh reprodukéni dysfunkce je pomérné bézny u vétsiny
druhd ryb chovanych v akvakultufe. Poslednim typem je absence samotné
reprodukce. To znamen4, Ze jikernacka prochazi celym reprodukénim cyklem
spravné, ale dochazi k absenci pfirozeného treni. Vsechny vySe popsané
dysfunkce jsou disledkem nékolika faktord, kterymi jsou napt. stres spojeny
s chovem v zajeti, absence signald indukujicich reprodukci a nevhodna vyziva.
PlGsobeni jednoho nebo kombinaci téchto faktorl je zakladem uplné nebo
¢astecné inhibice reprodukce (Mylonas a kol., 2010).

Negativni vliv stresu mizZe byt pomérné dobfe minimalizovan Setrnou,
sporadickou manipulaci a odpovidajicim welfare (intenzita svétla a fotoperioda,
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velikost nadrze, pfitok vody, vytérovy substrat, chemicko-fyzikalni vlastnosti
vody atd.) (Fitzpatrick, 2012). Obtiznéjsi feSeni ovSem nastava v pripadé
absence signall indukujicich reprodukci. U mnoha druht ryb je v provoznich
podminkach témér nemozné napodobit pfirozené environmentalni podminky
v dobé pfirozeného rozmnoZzovani. V kazdém pripadé, ¢&im pfirozené;jsi
podminky jsou rybam poskytnuty, tim mensi je riziko reproduk¢énich dysfunkci
(Cabrita a kol., 2008). V pripadé, ze problémy s reprodukci i nadale pretrvavaji
i po maximalnim snizeni vySe uvedenych parametrq, Ize je prfekonat za pouziti
hormonalni stimulace.

1.3. Techniky hormonalni stimulace

Aplikace a vyvoj hormonalni stimulace reprodukénich dysfunkci umoznily
umeélou reprodukci mnoha druhl ryb. Byla zdokonalena uméla reprodukce,
zlepSeny vytérové postupy a technologicko-ekonomicky Uspéch akvakultury.
V zasadé existuji dvé situace, kdy dochazi k pouzivani hormonalni stimulace.
Prvni je stimulace vytéru u druhd, které nepodstoupi findlni zrani a druhou je
synchronizace vytérd, a tim zlep3eni organizace prace na lihni (Mylonas a kol.,
2010).

Hormonalni oSetfeni genera¢nich ryb Ize rozdélit do tfech hlavnich skupin
dle jejich pasobeni na reprodukéni osu. Pripravky prvni generace plsobi pfimo
na pohlavni zlazy, zatimco ptipravky druhé generace plsobi na hypofyzu,
a tak nepfimo ovliviuji pohlavni Zlazu, ¢imz dochazi ke komplexnéjsi napravé
reprodukénich dysfunkci (Zohar a Mylonas, 2001). Posledni skupinou jsou
systémy pro dlouhodobé uvolfiovani GnRHa, mezi které patfi napriklad razné
druhy implantatd ¢ mikrocastic. Uvolhovani z téchto systémd muze trvat
nékolik dnl az tydn(, v zavislosti na jejich druhu a teploté okolniho prostiedi
(Mylonas a kol., 1995).

1.3.1. Pripravky prvni generace

Hormonalni pfipravky prvni generace jsou obecné povazovany za prvni
pripravky pouzité ke stimulaci reprodukce ryb a zahrnuji extrakty kapfi hypofyzy
a purifikované GTH. Velmi casto je v podminkdch ¢eskych rybafskych podnikd
pouzivana metoda tzv. hypofyzace, kdy je rybam aplikovan homogenat kapfi
hypofyzy pripraveny ve fyziologickém roztoku (Obr. 2, Kouril a kol., 2020).
Mezi vyhody této metody se fadi jednoduchost zplsobu ziskani hypofyzy
a také jeji nizka cena. Hlavni nevyhodou oviem predstavuje neznamy obsah
aktivni slozky (LH), ktery je vysoce variabilni v zavislosti na rybé, ze které byla
hypofyza odebrana (Arabaci a kol., 2004). Dalsi nevyhodou je riziko imunni
reakce, kterda mdze vzniknout pfi opakované aplikaci (Sukumasavin, 2008).
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Druhou moZnosti je vyuZziti extraktd kapfi hypofyzy, kde je kalibrovan obsah
ucinné slozky. Nicméné i tyto extrakty si zachovavaji nevyhody rizika vzniku
imunni reakce a vysoky stuper druhové specificity (Zohar a Mylonas, 2001).

Sofistikovanéjsim typem pfripravk( jsou purifikované ¢i rekombinantni GTH.
Jedna se oizolované LH a FSH ze sav¢i hypofyzy &i lidsky choriovy gonadotropin
(hCQG) izolovany z mo¢i téhotnych zen. GTH pfipravky se pouzivaji k lé¢bé
reprodukénich dysfunkci pouze omezené, kvilli slozité izolaci GTH (Zohar
a Mylonas, 2001). Oproti tomu hCG je hojné vyuzivan v akvakulture (Krist'an
a kol., 2013), navzdory jeho humannimu pdvodu, a to diky nizkym finan¢nim
nakladdm, kalibraci Ucinné latky a dobré dostupnosti na trhu. Vyuziti hCG ma
ovsem vyznamnou nevyhodu, kterou je komplexni struktura jeho molekuly. hCG
je velky a druhové specificky protein, ktery maze zptsobit imunitni odpovéd,
pokud je podavan jinym nez sav¢im druhdim (Rahdari a kol., 2014).

1.3.2. Pripravky druhé generace

Pripravky druhé generace zahrnuji hormonalni pfipravky zalozené na bazi
GnRH a dopaminu. Ve srovnani s pfipravky z prvni generace ma aplikace léciv
zaloZzenych na GnRH vyznamné vyhody diky jeho plsobeni na vy3si Grovni
reprodukeni osy. Tim dochazi k podpore vice fyziologické stimulace celého
reprodukéniho procesu. Nevyhodou nativniho GnRH je velmi kratky polocas
rozpadu v krevnim obéhu (Goren a kol., 1990), coz zpUsobuje velmi casto
nedostate¢nou stimulaci reprodukce. Z tohoto ddvodu se vyzkum zaméfil
na tvorbu strukturné modifikovanych GnRH analogll (GnRHa), které jsou vice
odolné enzymatickému $tépeni a jsou velmi Gcinné v aktivaci GTH. Hormonalni
stimulace za pouziti GnRHa ma fadu vyhod. Témi jsou napfiklad jejich
jednoducha pfiprava, nizké produk¢ni naklady a pouzitelnost pro Sirokou skalu
zvitecich druh(, coz je ¢ini komer¢né dobfe dostupnymi (Vazirzadeh a kol.,
2011). Jednim z ¢asto pouzivanych pripravkld v ¢eském rybarstvi je pripravek
Supergestran (Obr. 3, Koufil a kol., 2020). Hormonalni stimulace za pomoci
GnRHa ma ovSem sva omezeni. Jednim z nich je stimulace uvolnéni LH, ktera
trva jen 12-72 hodin, nez Uc¢inek hormonalni stimulace zmizi (Gothilf a Zohar,
1991). A v nékterych pripadech ucinek pouze jedné injekce neni dostatecny
k vyvolani ovulace, a proto je nutna dalsi injekce stimulujici prodlouzené
uvolfiovani LH a ovulaci. Nékolikanasobné injekce jsou ovSem pro oSetfené
organizmy stresujici a mohou Ustit az v ahyn generacnich ryb (Fakriadis a kol.,
2019).

-10 -
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Obr. 2. Pripravek Ovopel (vlevo) a susend kapri hypofyza (vpravo) zachycend v detailu

pro porovndni struktury (Foto: J. Knowles).

Mezi pripravky druhé generace fadime také antagonisty dopaminu, coz jsou
Iéky blokujici inhibi¢ni efekt dopaminu. Ne vSechny ryby maji ovsem inhibi¢ni
systém dopaminu vyvinut. Silnd produkce dopaminu je zaznamenana spiSe
u sladkovodnich druht ryb a slaba u druhtd morskych (Aizen a kol., 2005). U ryb
s aktivnim dopamin systémem je inhibice ovulace a spermiace zplsobena jak
zvySenou aktivitou dopaminu, tak snizenou aktivitou GnRH. Silnd dopamin
inhibice byla prokazana u kaprovitych, sumcovitych, lososovitych a nékterych
druh@ ostnoploutvych. U téchto ryb je vétSinou nutné ke stimulaci pouzit
kombinované podani GnRHa a dopamin inhibitoru (Cabrita akol., 2008). Na trhu
je v soucasné dobé dostupnych nékolik inhibitor (pimozid, metoklopramid -
Obr. 3, ¢i domperidon) ¢i pripravkd kombinujicich GnRHa a dopamin inhibitor,
jako je napfriklad hojné pouzivany pripravek Ovopel (Obr. 2).
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Obr. 3. Dopamin inhibitor metoklopramid a ampule pripravku Supergestran (Foto:

J. Knowles).

1.3.3. Rizené uvoliiovani GnRHa

Rizené uvolfiovani GnRHa je velmi ¢asto nazyvano hormonalnimi pfipravky
treti generace (Mylonas a Zohar, 2000). Kontrolované uvolfovani GnRHa
do krevniho fecisté zplsobuje dlouhodobou stimulaci produkce LH, jez muze
trvat az po dobu nékolika tydnd, v zavislosti na druhu aplika¢niho systému
a teploté okolniho prostfedi (Mylonas a kol., 1995). K indukci ovulace
a spermiace u ryb bylo Uspésné pouzito jiz mnoho rlznych druhl systému
pro kontrolované uvolfiovani |é¢iv. Mezi nej¢astéji vyuzivané pak patfi napriklad
cholesterolové pelety, implantaty ethylen-vinyl-acetatu (EVAc) ¢i mikrosféry
(Agulleiro a kol., 2006; Guzman a kol., 2009).

Prvnim testovanym systémem pro kontrolované uvolfiovani GnRHa u ryb
byly cholesterolové pelety. Uvolfiovani inkorporovaného GnRHa z téchto pelet
trva priblizné 28 dni (Weil a Crim, 1983). Navzdory nékterym nevyhodam, jako je
napfiklad proménlivost v uvolfiovani GnRHa mezi individudlnimi peletami, nasly
cholesterolové pelety rozsahlé uplatnéni, a to zejména v chovu lososovitych
a mofskych ryb (Ibarra-Castro a kol., 2017).

Dalsim systémem pro postupné uvolfiovani jsou GnRHa implantaty EVAc
(Brown a kol., 1986). GnRHa se z téchto implantatd mdze uvolfiovat v rozmezi
od 15 dni az po 5 tydn(. Délka uvolfiovani je zavisla na jejich pfipravé a mezi
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nejvétsi vyhody patfijejich snadna vyroba. Z jedné Sarze je mozné vyprodukovat
az 500 implantatd, coz signifikatné omezuje variabilitu obsahu GnRHa mezi
jednotlivymi implantaty (Zohar, 1996). EVAc systém (Obr. 4) je hojné pouzivan
zejména pfii indukci spermiace ¢i ovulace morskych druht ryb (Fakriadis a kol.,
2017; Rahdari a Falahatkar, 2020; Saillant a kol., 2021) .

Obr. 4. EVAc implantdty umisténé v mikrotitraéni desti¢ce (Foto: J. Knowles).

1.4. PLGA mikrocastice

Mikrocastice jsou bézné pouzivanou slozkou systémud pro dodavani
ucinnych latek v humannim i veterinarnim [ékarstvi (Bale a kol., 2016). Vyhodou
mikrocastic je jejich vicedilny charakter, tzn., 1éc¢iva latka je distribuovana
v mnoha malych samostatnych mikrocasticich. Diky tomu je léciva latka
rovhomérné&ji rozmisténa v téle a pfi pfipadném selhani jedné jednotky
nedochazi k selhani celé davky (Lengyel a kol., 2019).

Kopolymer kyseliny mlé¢né a glykolové (PLGA; z angl. poly(lactic-co-
glycolic acid)) je jednim z nejvice zkoumanych a univerzélnich polymerd
v biomedicinském inzZenyrstvi, a to zejména kvdli jeho vysoké biokompatibilité
a biologické odbouratelnosti in vivo. PLGA mikroc¢astice jsou nejcastéji
produkovany tzv. metodou odpareni rozpoustédla za vyuziti dvojité emulze. Pfi
této metodé je lécivo, které ma byt enkapsulovano, rozpusténo ve vodé. Vodna
faze je dispergovana v organickém rozpoustédle (dichlormetan), s pfimési
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degradabilniho polymeru a vznika emulze voda,/olej. Nasledné smichani prvni
emulze ve vodném médiu, potom vytvdfi konecnou dvojitou emulzi voda,/
olej/voda,. Pfi nasledujicim odpafovani se z rozpusténého polymeru vytvari
pevna matrice, jez do vlastni struktury uzavira lécivo (Ruan a Feng, 2003).

|

. CiL

Cilem této ovérené technologie je popsat indukci ovulace a spermiace
za pouziti PLGA mikrocastic jako systému pro protrahované uvolfiovani
syntetického analogu sav¢iho gonadotropin uvolrujiciho hormonu (mGnRHa;
z angl. mammalian gonadotropin-releasing hormone analogue). Timto
technologickym postupem byla ovéfena 1) indukce a synchronizace ovulace
a spermiace nékolika komer¢né vyznamnych druhl ryb, 2) vliv hormonalni
stimulace na kvalitu a kvantitu ziskanych pohlavnich produktl a 3) steroidni
odezva generacnich ryb na hormonalni stimulace.

3. MIiSTO OVERENI TECHNOLOGIE

Ovéreni technologie probihalo v nékolika nezavislych experimentech, které
byly vétSinou provedeny na piadé Fakulty rybafstvi a ochrany vod, Jihoceské
univerzity v Ceskych Budé&jovicich (FROV JU). Dalsi technologické postupy byly
ovéfovany v provoznich podminkach Sti¢i lihné ESOX v Tabore a na Rybi lihni
Mydlovary.

4. POPIS TECHNOLOGIE A VYSLEDKY

4.1. Formace PLGA mikrocastic

Mikrocastice pouzité ve vSech experimentech byly pfipraveny metodou
odpafeni rozpoustédla z nasobné emulze voda,/olej/voda,. Zakladni princip
metody spociva v odpareni tékavého organického rozpoustédla, ve kterém
je rozpustény nebo dispergovany polymer a ucinna latka. Béhem odparovani
se z polymeru formuje pevna sféricka castice, ktera do své struktury uzavira
ucinnou latku (Obr. 5). Jako Ié¢ivo byl zvolen alarelin, analog mGnRH. Stejné jako
plvodni molekula GnRH je alarelin peptidové povahy a vyznacuje se vysokou
rozpustnosti ve vodé. Jako nosi¢ovy materidl byl pouzit kopolymer kyseliny
mlécné a glykolové ve dvou variantach: Resomer’ 653 H (65% polymlécné
kyseliny, 35% polyglykolové kyseliny) a Resomer® 753 (75% polymlécné
kyseliny, 25 % polyglykolové kyseliny), ktery se vyznacuje pomalejSim profilem
degradace.

- 14 -
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Obr. 5. Zdkladni schéma pfipravy mikro&dstic z ndsobné emulze metodou odparovdni
rozpoustédla (J. Vyslouzil).

Prvnim krokem je pfiprava jednotlivych fazi. K pfipravé olejové faze bylo
do Sirokohrdlé zkumavky odvazeno 800mg PLGA pfislusného Resomeru’
(Evonik, Némecko) a zalito 5g dichlormethanu (Penta, Ceskd republika).
Obsah byl uzavien zatkou ponechan samovolnému rozpousténi. Vnitfni vodna
faze byla pfipravena rozpusténim Zelatiny v ¢isténé vodé pii 65 °C (10%;
Sigma Aldrich, USA). Vnéjsi vodna faze byla tvofena dvéma rdznymi roztoky,
a sice predmichdavacim 1% roztokem polyvinil alkoholu (PVA; Sigma Aldrich,
USA) a hlavni kontinualni vodnou fazi o koncentraci PVA 0,1%. PVA je nutné
rozpustit za zvySené teploty (cca 90 °C) nejlépe den predem, aby roztok stacil
vychladnout.

Dalsim krokem je pak pfiprava emulze z jednotlivych fazi a jeji dalsi zpraco-
vani. Na analytickych vahach bylo do mikrocentrifuga¢ni zkumavky navazeno
10mg alarelinu a pomoci injekéni strikacky byl po okraj pridan 10% roztok ze-
latiny (1,5 ml). Zkumavka s takto pfipravenym obsahem vnitini vodné faze byla
vlozena na vortex, pro radné rozpusténi léciva. Vysledny roztok byl nasledné
nalit do Sirokohrdlé zkumavky s obsahem olejové faze PLGA/dichlormethan
(800 mg/5g) avse bylo opét promichano na vortexu (30 s) k zajisténi primarni
emulgace. Takto vznikla primarni emulze voda,/ . Ta byla nasledné promichana
po dobu 1 min za pouziti homogenizatoru (T25 basic, IKA-Werke, Némecko),
diky ¢emuz dispergovana faze ziskala mnohem mensi velikost kapek a vznikla
velmi jemna emulze. Posléze se do Sirokohrdlé zkumavky ptidalo 12g 1% roz-
toku PVA (koncentrovana vnéjsi vodna faze k predmichani) a opét za pouziti
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homogenizatoru (1 min) vznikl koncentrovany nasobny emulzni systém voda,/
olej/voda,. Ten byl nasledné dolit k dofedéni do vétsi kadinky s 200ml 0,1%
roztoku PVA s 2% obsahem NacCl (hlavni ¢ast kontinualni vnéjsi vodné faze).
Obsah kadinky se pod dobu dvou hodin kontinualné michal pod hridelovym
michadlem, které bylo nastaveno na 450 otacek/min (Obr. 6). Béhem této
doby se odpafi organické rozpoustédlo a polymer tuhne ve sférické castice.
Vznikla mikrosuspenze byla prefiltrovana pres sito o velikosti 250 pm pro pfi-
padné oddéleni aglomeratd. Izolace mikrocastic byla provedena kontinualni
centrifugaci (6 000 otacek/min, 2 min). Veskera nadbyte¢na voda byla slita
a mikrocastice byly sesbirany do Petriho misek a ulozeny do mrazaku (-25 °C).
Zbytek vody byl poté vysusen lyofilizaci.

Obr. 6. Pristrojové vybaveni nezbytné pro pripravu PLGA mikro&dstic z ndsobné emulze

metodou odpareni rozpoustédla; zleva: hridelové michadlo, homogenizdtor, vortex
(Foto: J. VyslouZzil).

Mikroskopickou analyzou bylo zjisténo, Ze pripravené mikrocastice maiji
vzdy excelentni sfericitu (>0,99) a v rdmci jednotlivych Sarzi se jejich primérna
velikost se pohybuje obvykle v intervalu 8,87-11,3 um (SD max 5,2 pm).
Obsah ucinné latky v mikrocasticich byl stanoven vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii vzdy pro kazdou aktuadlni Sarzi. Mikrocastice byly rozpustény
vacetonu a vysledny roztok byl smichan s fosfatovym pufrem o pH 7,0 vpoméru
1: 1. Pohled na mikrocastice pod elektronovym mikroskopem je zaznamenan
na Obr. 7.
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SEMHV: 3.0 kV. WD: 6.38 mm 1 SEM HV: 3.0 kV WD: 6.36 mm
View field: 35.6 pm Det: SE 10pm View field: 175 pm Det: SE
SEM MAG: 9.98 kx SEM MAG: 2.03 kx

Obr. 7. Fotografie z elektronového mikroskopu PLGA mikrocdstice z Resomeru® 653
H; A) mikrocdstice (méfitko 10 um), B) mikrocdstice (méritko 50 um) (Foto: J. VyslouZil).

4.2. Pi¥iprava a aplikace testovanych preparatt

Kazdy experiment zahrnujici testovani predlozeného technologického
postupu zahrnoval kontrolni skupinu. Kontrolnim skupindm ve vsech
provedenych testovanich byl injekéné podan 0,9% fyziologicky roztok v davce
Tml.kg™.

PLGA mikrocastice byly v okamziku aplikace homogenizované s 0,9%
fyziologickym roztokem. Kazda genera¢ni ryba byla injikovana vzniklou
homogennisuspenzivdavce 1 ml.kg" Zivé hmotnosti. Na zakladé zjisténi autort
této technologie je vyhodnéjsi aplikace suspenze PLGA mikrodastic za pouziti
jehly o priméru 1,2mm. Tento prdmér jehly zajistuje omezeni pfipadné
sedimentace mikroc¢astic v hrdle jehly. Ryby byly injikovany intraperitonedlné
tak, aby bylo co nejvice zamezeno Uniku injikovaného preparatu z mista vpichu.

4.3. Hodnoceni kvality spermatu

Motilita spermii byla hodnocena smichanim vzorkd spermatu ~ 1:1 000
v aktiva¢nim médiu (10 mM Tris pufr (pH 8,4) dopIlnénym 0 0,25% Pluronic’ F-127
(Sigma-Aldrich, USA). Pro ziskani koncentrace 50-150 bunék v pozorovacim
poli byly spermie pfidany na mikroskopické sklicko pomoci 3pic¢ky injek¢ni
jehly a smichany s 40 ul aktiva¢niho média. Videozaznamy byly pofrizeny
pomoci mikroskopu vybaveného digitalni kamerou (PROISER, Spanélsko)
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s kondenzatorem s negativnim fazovym kontrastem a objektivem (10x) pfi
rychlosti 25 snimku.s' po dobu jedné minuty. Videozaznamy byly analyzovany
za Ucelem odhadu primérné rychlosti spermii (VAP; z angl. velocity average
path), ktivocaré rychlosti (VCL; z angl. curvilinear velocity), ptimé rychlosti
(VSL; z angl. straight-line velocity) a procenta pohyblivych bunék pomoci
softwaru Image) (National Institutes of Health, USA) a Plugin CASA (Wilson-
Leedy a Ingermann, 2007; Purchase a Earle, 2012). Od kazdého mli¢aka byly
analyzovany tfi vzorky spermatu.

Koncentrace spermatu byla hodnocena pomoci Burkerovy komdrky.
Sperma bylo zfedéno (10 000x pro sperma Stiky obecné a 200x pro sperma
candata obecného) ve fyziologickém roztoku, umisténo do komdrky a vypocet
byl proveden do 5 minut. Od kazdého mli¢aka byly analyzovany tfi vzorky
spermatu. Koncentrace spermatu je vyjadiena v miliardach.ml.

4.4. Analyza pohlavnich steroidi

Analyza koncentrace hormon( v krevnim fecisti poskytuje klicové informace
o odpovédi organizmu na hormonalni oSetfeni a umoznuje Iépe porozumét
fyziologickym zménam v pribéhu reprodukce, coz uleh¢uje nasledny rozvoj
a vyvoj technologii pro indukci spermiace a ovulace. V prabéhu experimentt
byla rybam v pravidelnych intervalech odebirana krev, ze které byla nasledné
analyzovana koncentrace testosteronu, 11-KT, E2. Odbér krve byl provadén
z ocasni cévy za pouziti pfedem heparinizované injek¢ni stfikac¢ky. Z odebrané
krve byla nasledné odstredéna krevni plazma (5 000 rpm, 10 min, 10 °C; Obr.
6A), ktera byla poté prenesena do oznacenych mikrozkumavek a uschovana
v mrazicim boxu (-80 °C) az do doby imunochemické analyzy.

Obr. 8. odstredénd krevni plazma a specidlni ELISA kit uréeny pro stanoveni

koncentrace E2 (Foto: |. Knowles).
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Imunochemicka analyza je provadéna metodou zvanou ELISA
(z angl. enzyme-linked immuno sorbent assay), ktera je Siroce rozsifena
ke kvantitativnimu stanoveni celé fady antigen(. Tato analytickd metoda vyuziva
vysoké imunochemické interakce mezi antigenem a protilatkou za pritomnosti
specifického enzymu, ktery katalyzuje chemickou pfeménu substratu. Vysledné
koncentrace jsou stanovovany spektrofotometricky. Stanoveni steroidnich
hormont probihalo v Laboratofi fizené reprodukce a intenzivniho chovu ryb
FROV JU. Analyza vSech vySe uvedenych hormon( byla provedena na specialnich
ELISA kitech (Obr. 8B), za vyuziti 96jamkové mikrotitrac¢ni desti¢ky. Stanoveni
steroidnich hormon@ (Obr. 9) probihalo presné podle manualu vyrobce, a to
vzdy ve dvou opakovanich pro kazdy odebrany vzorek. V pfipadé nutnosti byly
jednotlivé vzorky fedény 1:2 ¢i 1: 20 za pouziti specialniho kalibratoru dle
doporuceni vyrobce.

Obr. 9. Imunochemickd analyza pohlavnich steroidti za vyuZiti metody ELISA (Foto: J.
Knowles).

4.5. Statistické hodnoceni

Data byla analyzovana dvoucestnou analyzou variance ANOVA. K urceni
signifikantnich rozdild mezi skupinami bylo vyuzito Tukeyova testu (pro
shodny pocet pozorovani ve vsech skupinach) ¢i Unequal N HSD testu (pro
nestejny pocet pozorovani). Dosazeni ovulace bylo testovdno za pomoci
neparametrického testu Kruskal-Wallis nasledovaného Dunnovym testem pro
ur¢eni vyznamnosti. Zvolena hladina vyznamnosti v analyzach byla p < 0,05.
Analyzy byly provedeny pomoci MS Excel pro Windows a softwaru Statistica
12 CZ (StatSoft). Vsechna data jsou znazornéna jako primér = smérodatna
odchylka.
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4.6. Technologické postupy u jednotlivych druhi ryb

K testovani u¢inku PLGA mikrocastic s enkapsulovanym GnRHa byly vybrany
takové druhy, které reprezentuji skupiny ryb bézné chované v podminkach
¢eského rybarstvi. Také byly zvoleny ryby obojiho pohlavi tak, aby bylo mozné
zhodnotit efekt tohoto oSetreni jak na produkci a kvalitu jiker, tak i na kvalitu
a kvantitu ziskaného spermatu od mli¢aka.

4.6.1. Sih peled (Coregonus peled)

Sih peled se v pribéhu nékolika desitek let stal ddlezitym druhem
v intenzivni akvakulture (Stejskal a kol., 2018; Matousek a kol.,, 2020).
Pdvodné pochazi z Ruska, ale byl ispésné introdukovany i do oblasti, jako je
Bélorusko, Némecko, Finsko, Loty$sko, Estonsko a Cesko (Gordeeva a kol.,
2008). Peled obvykle pohlavné dospiva ve dvou letech a pfirozené se vytira
v zimnim obdobi (listopad-leden), kdy teplota vody klesne pod 8 °C (Hanel
a Lusk, 2005). Spontanni rozmnoZovani tohoto druhu muze trvat i nékolik
tydnt a v provoznich podminkach je nutné generac¢ni ryby casto a pravidelné
kontrolovat. Navic teplota pod 2 °C maze vyvolat hromadnou ovulaci jikernacek,
coz mlze zpUsobit organiza¢ni problémy na lihni (Hochman, 1987).

Pokud teplota vody klesne pod 2 °C, je mozné k indukci a synchronizaci
ovulace upeledé pouzit lososi nebo sav¢i GnRHa vjednorazové davce 25 pg.kg™.
K a¢innégjsi indukci ovulace (plati i pro vyssi teploty) dochazi pfi aplikaci
druhé davky GnRHa, a to nejlépe 2-3 dny od prvni injekce (Svinger a Kouril,
2014). | ptes dobrou u¢innost dvou po sobé nasledujicich davek s sebou tato
metoda nese vysoké riziko poranéni a uhynu generacnich ryb, a to zejména
u choulostivych rybich druht, ke kterym peled bezpochyby pati (Svinger
a Kouril, 2012). Z ptipravkd s prodlouZzenym uvolfiovanim byla u siha Uspésné
pouzita kombinace GnRHa a Freudova inkompletniho adjuvancia (Svinger
a Kouril, 2014). Nicméné tato metoda nenasla prozatim SirSiho komerc¢niho
uplatnéni stejné tak jako aplikace GnRHa implantatd, které nejsou vhodné pro
drobné a choulostivé ryby kvali nutnosti pouZziti Sirokych implanta¢nich jehel.

Cilem tohoto experimentu bylo porovnat ucinnost dvou typd mikrocastic,
které byly formovany za pouziti Resomeru 653H a Resomeru 753H na ovulaci
a kvalitu jiker u jikernac¢ek siha peledé. Béhem testovani byla také zjistovana
hormonalni odezva na jednotlivd hormonalni oSetreni.

Material a metody

Experiment s genera¢nimi rybami siha peledé probéhl v prosinci roku
2018. Pohlavné zralé jikernacky (200ks) byly nahodné rozdéleny do 4 skupin
a umisténé do 4 oddélenych nadrzi pfipojenych na pritocny systém a bylo jim
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ponechano 7 dni na aklimatizaci. Ryby nebyly v pribéhu celého experimentu
krmeny a obsah kysliku (10,3 = 1,0 mg.I") a teplota vody (6,6 + 0,8 °C) byly
kontrolovany dvakrat denné. Po aklimatizaci byly ryby anestezovany v roztoku
hrebickového oleje (0,03 mlI") a jednotlivé skupiny ryb intraperitonealné
injikovany dle nasledujiciho schématu:

Kontrolni skupina (K): fyziologicky roztok (Braun, Melsungen AG),
jednodavkova injekce 0,9% Nadl,

mGnRHa: injekce ptipravku Supergestran (Nordic Pharma, Jesenice, Ceska
republika) 25 pg mGnRHa.kg" (D-Tle6, Pro9, NEt-mGnRHa, lecirelin),

PLGA 753: PLGA mikrocastice formulovany za pouziti Resomeru RG 753H
s enkapsulovanym mGnRHa, 10denni uvolfiovani GnRHa v celkové davce
50 pg.kg’ mGnRHa ([D-Ala6, des-Gly10]GnRH-ethylamide, alarelin),

PLGA 653: PLGA mikrocastice formulované za pouziti Resomeru RG 653H
s enkapsulovanym mGnRHa, 10denni uvolfovani mGnRHa v celkové davce
50 pg.kg?’ mGnRHa ([D-Ala6, des-Gly10]GnRH-ethylamide, alarelin).

Obr. 10. 0dbér krevnich vzorkt: z ocasniho ndsadce siha peledé (Foto: |. Knowles).

U jikernacek byla odebirana krev (Obr. 10.) pfi zahajeni testovani a déle 4,
8 a 12 dni po injikaci. Kontrolovano bylo dosazeni ovulace, a to v pravidelnych
intervalech ¢tyf dnl. V pripadé uvolnéni jiker pfi jemné masazi brisni dutiny
byly jikernacky vytirany pres sitko do samostatnych pfedem oznacenych
misek. Ziskané jikry byly vazeny a vzorek neoplozenych jiker byl pouzit
k nasledné kalkulaci absolutni a relativni plodnosti. Sperma od spontanné
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spermiujicich mli¢akda bylo odebirdno do 3ml stfikacek (Obr. 11) a nasledné
aplikovano na vytrené jikry. Jikry od kazdé jikernacky byly oplodnény stejnym
objemem spermatu od tfech mlicakG. Sperma bylo smichano s jikrami
a gamety aktivovany vodou z lihné. Po jemném zamichani byly jikry umisténé
na horizontalni tfepacku po dobu jedné hodiny. Od kazdé jikernacky byly
odebrany tfi vzorky, kazdy obsahujici ~150 oplozenych jiker, které byly nasledné
spocitany a inkubovany v malych oddélenych inkubatorech (1,71) vybavenych
nastavitelnym pritokem s pfirozenou teplotou vody (Kallert, 2009). V priibéhu
inkubace bylo v pravidelnych intervalech kontrolovano pH (7,6 + 0,1) a obsah
rozpusténého kysliku (10,4 = 1,1 mg.I"). Inkubatory byly pravidelné cistény
a odumfelé jikry byly odstranény 3ml plastovou pipetou a 50. den inkubace
zaznamenan pocet jiker v o¢nich bodech.

Obr. 11. 0dbér spermatu od mli¢dka siha peledé (Foto: J. Knowles).

Vysledky

Vsechny hormonalni stimulace byly asociovany se signifikantné vy3ssi
synchronizaci ovulace ve srovnani s kontrolni skupinou, nicméné zadné
statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi hormonalnimi pfipravky nebyly
nalezeny. Prvni ovulace byla ve viech hormonalné stimulovanych skupinach
zaznamenana ¢tyfi dny po oSetfeni, zatimco prvni ovulace v kontrolni skupiné
nastala az po 12 dnech od zahajeni experimentu. U ostatnich skupin se jiz
v tento den se procento ovulujicich jikerna¢ek pohybovalo v rozmezi 70-90 %
(Obr. 12).
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Obr. 12. Procento vytrenych jikernacek siha pelede stimulovanych riznymi prepardty
v priibéhu celého testovdni. Skupiny s rozdilnymi indexy znaci signifikantni rozdilnost
(P < 0,05).

Doba latence (¢asové obdobi od hormonalniho oSetfeni ryb do vytéru)
byla signifikantné kratsi u vSech hormonalné stimulovanych skupin ve srovnani
s kontrolou, ale zadné signifikantni rozdily nebyly mezi témito skupinami
nalezeny. Statisticky prikazné rozdily ve smyslu absolutni a relativni plodnosti
jikernacek nebyly mezi skupinami zaznamenany. Absolutni plodnost se
pohybovala primérné v rozmezi 9 202 + 1 026 a pramérna relativni plodnost
byla 19 987 + 1 209 jiker.kg' pro vSechny testované skupiny. Mezi jednotlivymi
skupinami nebyly zjistény ani Zadné staticky prikazné rozdily v procentu jiker
v o¢nich bodech (Obr. 13).
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Obr. 13. Absolutni, relativni plodnost a procento jiker v o¢nich bodech u jikernacek
siha peledé v priibéhu testovani (0, 4, 8 a 12 dnui). Vysledky jsou zndzornény jako primer
(sloupec) a smérodatnd odchylka (chybovd tsecka).
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Hladina testosteronu v krevni plazmé jikernacek se snizila smérem k ovulaci.
Toto snizeni bylo pomalejsi u kontrolni skupiny ve srovnani se skupinami
s hormonalni stimulaci. 8. den po zahdjeni experimentu vykazovaly viechny
stimulované skupiny nizsi hladinu tohoto hormonu ve srovnani se skupinou
kontrolni. Koncentrace testosteronu byla na konci experimentu (12. den)
pfiblizné na shodné Urovni u vSech testovanych skupin bez signifikantnich
rozdild (Obr. 14).

Koncentrace E2 vykazovala také klesajici tendenci smérem k ovulaci
s minimalnimi hodnotami 8. den po injekci u skupin hormonalné stimulovanych
a 12. den u skupiny kontrolni. Skupina PLGA 753 vykazovala 8. den po stimulaci
signifikantné nizsi hladinu E2 ve srovnani s kontrolou a mGnRHa. Na konci
experimentu obé skupiny stimulované mikroc¢asticemi vykazovaly zvysSujici se
urovné E2 oproti skupiné kontrolni (Obr. 14).

mK @AmGnRHa
OPLGA 653 EPLGA 753

= = ~ N
o [0} o [

Testosteron (ng.ml-t)

©w

(=

mK BmGnRHa
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E2 (ng.ml?)
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Obr. 14. Zmeény v koncentracich testosteronu a E2 v krevni plazmé jikernacek siha
peledé v pribéhu testovani (0, 4, 8 a 12 dna). Vysledky jsou zndzornény jako primér
(sloupec) a smérodatnd odchylka (chybovd tsecka). Signifikantni rozdily mezi skupinami
v dobé odbéru vzorki jsou oznacleny lisicimi se pismennymi indexy (P < 0,05).
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Zavérem lIze konstatovat, Ze pozvolné uvolfovani mGnRHa z PLGA
mikroc¢astic a jednorazova injekce mGnRHa jsou t¢innou hormonalni stimulaci
k indukci a synchronizaci ovulace jikernacek siha peledé. Mezi jednotlivymi
hormonalnimi oSetfenimi a typem PLGA mikrocastic nebyl detekovan zadny
vyznamny rozdil a je tedy moZné povazovat oba typy mikrocastic za vhodné
k indukci ovulace u tohoto druhu.

4.6.2. Stika obecna (Esox lucius)

Stika obecna je jednim ze zakladnich druhd sladkovodnich a brakickych
ekosystém( severni polokoule (Balik a kol., 2006) a v soucasné dobé je
povazovana za slibného kandidata pro diverzifikaci intenzivni akvakultury
s vysokym ekonomickym potencidlem diky jeji schopnosti akceptovat
granulované krmivo (Kucska a kol., 2005). Pfirozeny vytér nastava kazdoro¢né
na jare, kdy se teplota vody pohybuje v rozmezi 5-12 °C (Farrell a kol., 1996).
PFi produkci Stiky se viceméné spoléha na jarni vylov zralych genera¢nich ryb
z mélkych rybnikd, které jsou nasledné uméle vytirany bez nebo s pomoci
hormonalni stimulace (Szabo6, 2001). Hlavnimi nevyhodami tohoto typu
reprodukce jsou rozdily ve fazich zralosti jednotlivych jedincl a vysoka zavislost
na faktorech prostredi. Tato omezeni snizuji moznosti produkce larev stejného
stari, které jsou potfebné pro Uspésnost nasledného odchovu (Bondarenko
a kol., 2015a). Dalsi nevyhodou jarniho vylovu generac¢nich ryb je vyvolani
stresu, ktery maze negativné ovlivnit kvalitu gamet a sniZeni kvality a kvantity
spermatu u mli¢akd (Cejko a kol., 2016).

Pri umélé reprodukci se nej¢astéji voli mli¢aci o mensi kusové hmotnosti
do Tkg (Bondarenko a kol., 2014). Za ucelem ziskani spermatu od mli¢aka
se obvykle voli mezi dvéma metodami. V prvnim pfipadé se jednad o pouZiti
uvolnéného spermatu, jez se ziskdva od samcu, které je nutné predem
hormonalné stimulovat. Pro hormonalni stimulaci se vtomto pfipadé nej¢astéji
pouzivd susend kapfi hypofyza (2 mg.kg’' Zivé hmotnosti). Nicméné tato
metoda s sebou nese nékolik zasadnich nevyhod, jako je nizky objem spermatu
a vysoka kontaminace spermatu mo¢i & krvi (Svinger a kol., 2012). V ryba¥ské
praxi se proto casto voli metoda druha, kterou je vyuziti tzv. testikularniho
spermatu, které je ziskdvano z usmrcenych mli¢aka. Vypreparovana varlata jsou
nasledné rozstiihana a propasirovana pres jemnou tkaninu pfimo na ovulované
jikry. Nicméné i vtomto pfipadé je doporucovano pouziti hormonalni stimulace,
které ve varlatech zvySuje produkci spermii (Hulak a kol., 2008). Vyzkum
v oblasti umélé reprodukce Stiky obecné je vsak v soucasné dobé zaméren
spiSe najeji stimulaci za vyuZiti GnRHa. Nahrazeni dehydratované kapfi hypofyzy
GnRHa s anebo bez dopaminniho inhibitoru nebylo nicméné doposud Uspésné
(Szabo, 2001; 2008). Nizka efektivita GnRHa u Stiky je pfipisovana jeho nizkym
davkam (do 50 pg.kg’) a kratkodobému pasobeni (Bondarenko a kol., 2015b).
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U¢elem tohoto experimentu bylo posoudit G¢innost dlouhodobého
uvoliiovani mGnRHa z PLGA mikrocastic (s anebo bez jednorazové injekce
dopamin inhibitoru) ve srovnani s dehydratovanou kapfi hypofyzou na stimulaci
spermiace mli¢akda Stiky obecné. DalSim cilem testovani bylo zjistit vliv
téchto hormonadlnich stimulaci na mnozstvi a kvalitu spermii, stejné tak jako
na hormonalni reakci mli¢ak na tato hormonalni oSetreni.

Material a metody

V poloviné bfezna 2019 byli mli¢aci Stiky obecné (40ks) vyloveni ze
zemnich rybnikd a transportovani na Experimentdlni rybochovné pracovisté
a pokusnictvi FROV JU. Rybam byl ponechan jeden tyden na aklimatizaci a poté
byli mli¢aci ndhodné rozdéleni do ¢tyr skupin (n = 10) anestezovany v roztoku
hrebickového oleje (0,05 ml.I"). Jednotlivé skupiny ryb intraperitonealné
injikovany (Obr. 15) dle nasledujiciho schématu:

Kontrolni skupina (K): fyziologicky roztok (Braun, Melsungen AG),
jednorazova injekce 0,9% NaCl.

CP: dehydratované kapfi hypofyza (FROV JU Vodrany), jednorazova injekce
v davce 2 mg.kg™.

PLGA: PLGA mikroc¢astice formulovany za pouziti Resomeru RG 753H
s enkapsulovanym mGnRHa, ¢tyfdenni uvolfiovani mGnRHa v celkové davce
20 pg.kg’ mGnRHa ([D-Ala6, des-Gly10]GnRH-ethylamide, alarelin).

PLGA + MET: PLGA mikroc¢astice formulovany za pouziti Resomeru RG
753H s enkapsulovanym mGnRHa plus jednorazova injekce dopamin inhibitoru
Metoclopramide (Sigma-Aldrich, USA), Metoclopramide v davce 20 mg.kg™
a PLGA mikrocastice se ¢tyfdennim uvolfiovanim mGnRHa v celkové davce
20 pg.kg’ mGnRHa ([D-Ala6, des-Gly10]GnRH-ethylamide, alarelin).
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Obr. 15. Intraperitonedini injekce hormondinich pripravki u mii¢dka stiky obecné
(Foto: J. Knowles).

Sperma a krev bylo od mli¢akd odebirdano 0, 48 a 96 hodin po injekci. Pred
odbéry byly ryby anestezovany a nejprve bylo odebrano sperma tak, aby se
predeslo pfipadnym ztratam spermatu. Sperma bylo uvolnéno jemnou masazi
dutiny bfisni. Sperma bylo odebirdno do predem zvazenych a oznacenych
3ml injek¢nich stfikacek (Obr. 16). Kazdy odebrany vzorek spermatu byl
zvazen a hmotnost kazdého odebraného vzorku spermatu (mg) byla pouzita
jako zastupce pro objem (ml), coz umoznilo vypocet celkového poctu
spermii na jednoho mli¢aka (koncentrace spermatu x hmotnost spermatu
(mg) x 10° spermii.ml ") a relativni hmotnost spermatu (g spermatu.kg™ télesné
hmotnosti ryby). Sperma bylo uchovano na ledu 0-2 °C a transportovano
do laboratore, kde bylo nasledné analyzovano. Po odbéru spermatu byl kazdé
rybé odebran vzorek krve do predem heparinizovanych injek¢nich stfikacek.
Odebrané vzorky krve byly okamzité odstifedény pfi 5000 RPM a 10 °C po dobu
10 minut. Odstfedénd krevni plazma byla odseparovana a uchovana pfi -80 °C
pro pozdéjsi laboratorni analyzy.
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Obr. 16. Odbér spermatu mlicdk tiky obecné do injekéni stiikacky (Foto: J. Knowles).

Vysledky

MnozZzstvi celkového ziskaného spermii bylo signifikantné vy$si 48 hodin
po hormonalni stimulaci u skupin CP a PLGA ve srovnani s vychozimi
hodnotami pfi zahajeni experimentu. Po 96 hodinach se celkové mnozstvi
spermii signifikantné zvysilo u kontrolni a CP skupiny ve srovnani s hodnotami
na pocatku experimentu. Mezi jednotlivymi skupinami pfi jednotlivych ¢asovych
odbérech nebyly nicméné Zzadné prikazné rozdily pozorovany. Relativni
mnoZzstvi spermatu kopirovalo celkové mnozstvi ziskaného spermatu (Obr. 17).
Koncentrace spermii v prib&hu experimentu se s pofadim odbéru zvysovala.
Mnozstvi spermii signifikantné vzrostlo 48 a 96 hodin po hormonaini stimulaci
u skupin stimulovanych CP a PLGA + MET ve srovnani s vychozimi hodnotami.
Celkové mnozstvi spermii je graficky znazornéno na Obr. 17.
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Obr. 17. Celkové a relativni mnoZstvi spermii u mli¢aki $tiky obecné v pribéhu

experimentu (0, 48 a 96 h). Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami v dobé odbéru
vzorkt jsou oznaceny malymi indexy a statisticky vyzmané rozdily ve skupiné v prubéhu
experimentdlniho obdobi jsou oznaceny velkymi indexy (P < 0,05). Vysledky jsou
zndzornény jako pramer (sloupec) + smérodatnd odchylka (chybovd usecka).

Prdmérna hodnota VAP (10 s po aktivaci) byla na poc¢atku experimentu
na hodnoté 110,71 + 2,3 pm.s' a 96 hodin po injekci vykazovaly hormonalné
stimulované skupiny vy$si hodnoty ve srovnani s kontrolni skupinou. Hodnoty
VCL se snizily 48 hodin od injekce u skupiny injikované CP. U kontrolni skupiny
bylo zjisténo sniZzeni VCL 96 hodin po zahdjeni experimentu ve srovnani
s ostatnimi hormonalné stimulovanymi skupinami. ZvySend hodnota VSL
byla zaznamendna u skupiny PLGA 96 h po stimulaci ve srovnani s ostatnimi
skupinami. Veskerd data parametrd pohyblivosti spermii jsou prehledné
shrnuta v Tab. 1.
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Procento pohyblivych spermii bylo prokazatelné nizsi na po¢atku testovani
u ryb stimulovanych CP se zvySujicimi se hodnotami jiz 48 hodin po hormonalni
stimulaci. Obdobné zvySeni motility spermii bylo pozorovano také u mli¢aka
stimulovanych PLGA mikrocasticemi ve srovnani s pocate¢nimi hodnotami.
Zmény v motilité spermii jsou graficky zaznamenany na Obr. 18.
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Obr. 18. Motilita spermii u mli¢dkt Stiky obecné v pribéhu pokusu (0, 48 a 96 h).
Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami v dobé odbéru vzorki jsou oznaceny
malymi indexy a statisticky vyznamné rozdily ve skupiné béhem experimentdiniho
obdobi jsou znaceny velkymi indexy (P < 0,05). Vysledky jsou zaznamendny jako primér
(sloupec) + smérodatnd odchylka (chybova tsecka).
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Analyza steroidl z krevni plazmy neprokazala zadné rozdily mezi skupinami
v koncentraci E2 v pradbéhu experimentu. Hladina E2 vykazovala pomérné
stabilni hodnoty v pribéhu celého experimentu s primérnou hodnotou
347,4 £ 24,3 mg.ml'. Zmény byly zaznamenany v koncentraci 11-KT, kdy
skupiny injikované hormonalnimi preparaty vykazovaly nizsi hodnoty tohoto
steroidu jak ve srovnani s vychozimi koncentracemi, tak i kontrolni skupinou.
Naproti tomu hladina testosteronu vykazovala opacny trend nez hladina 11-KT.
Koncentrace testosteronu se zvysila u vdech hormonalné stimulovanych skupin
ve srovnani s kontrolni skupinou. Grafické znazornéni zmén v plazmatické
koncentraci testosteronu a 11-KT je uvedeno na Obr. 19.
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Obr. 19. Zmeény v plazmatické koncentraci testosteronu a 11-KT u mli¢dka stiky
obecné v pribéhu pokusu (0, 48 a 96 h). Signifikantni rozdily mezi skupinami jsou
oznaceny malymi indexy (P < 0,05). Data jsou prezentovdna jako primér (sloupec) *
smérodatnd odchylka (chybovd usecka).
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Na zavér lze konstatovat, pozvolné uvolfiovani mGnRHa z mikrocastic
mélo pozitivni vliv na relativni mnozstvi ziskaného spermatu. V ostatnich
sledovanych parametrech, jako je motilita spermii, rychlost pohybu spermii
¢i hladiny pohlavnich steroidd, byla ucinnost PLGA mikrocastic srovnatelna
s akutni injekci dehydratované kapfi hypofyzy.

4.6.3. Candat obecny (Sander lucioperca)

Candat obecny je vysoce cenény druh s obrovskym potencialem v evropské
sladkovodni akvakulture (Wang a kol., 2009). Jednim z nejvétSich problému
pfi chovu tohoto druhu je jeho uméla reprodukce (Philipsen a Van der Kraak,
2008). V soucasné dobé je nejvice vyuzivan pfirozeny vytér (Steffens a kol.,
1996) nebo podpora pfirozeného vytéru za pouziti umélych hnizd, ktera jsou
umisténa pfimo do chovné nadrze (Malinovskyi a kol., 2018). Kromé vyhod, jako
je nizka potreba prace a manipulace s rybami, vsak tyto metody maji vyznamné
nevyhody. Mezi né napftiklad patfi nizka oplozenost, ¢asté vytéry mimo hnizdo
(Zarski akol., 2015) ¢ nemoznost provedeni triploidizace (Dadras akol., 2021).

Uziti hormonalni stimulace je nutné pred samotnym umélym vytérem.
K hormonalni stimulaci je u candata nej¢asté&ji vyuzivdano hCG a GnRHa (Zarski
a kol.,, 2015). Nicméné hCG muze mit negativni efekt na kvalitu gamet
(Zarski a kol., 2012) a muaze zvysit produkci kortizolu, ktery nasledné jesté
vice negativné ovliviiuje kvalitu pohlavnich produktd (Zarski a kol., 2019).
Kromé hormonalni substance mize ovSem i forma jeho aplikace vyrazné
ovlivnit G¢innost stimulace (Schreck a kol., 2001). Toto stanovisko bylo autory
této publikace ovéreno u jikernacek candata obecného, které vykazovaly
mnohondsobné vyssi ovulaci po aplikaci PLGA mikrocastic s navazanym
mGnRHa (5 pg.kg') ve srovnani se skupinou injikovanou pouze samotnym
mGnRHa (20 pg.kg"). Procento vytrenych jikernacek ve skupiné injikované PLGA
mikroc¢asticemi bylo 100% ve srovnani se 40% vytfenych jikernacek, které
byly hormonalné oSetfené mGnRHa a zadnou vytfenou jikernackou z kontrolni
skupiny. V ostatnich parametrech, jako je mnozstvi ziskanych jiker, doba latence
¢i lihnivost, nebyly mezi jednotlivymi oSetfenimi nalezeny zadné signifikantni
rozdily (Knowles a Podhorec, 2020). K dopInéni a rozsifeni technologie vyuziti
PLGA mikrocastic u ryb byli zvoleni i samci, jelikoz hodnoceni spermii mize
pomoci urcit efekt hormonalniho osetfeni na jejich mnozstvi a kvalitu. Kromé
toho muze poskytnout informace tykajici se optimdlniho ¢asu spermii pro
jejich odbér a také jejich schopnost oplodnit vajicko (Teletchea a kol., 2009).

Cilem tohoto testovani bylo porovnat vliv dlouhodobého uvolfovani
mGnRHa enkapsulovaného v PLGA mikrocdasticich s jednodavkou aplikaci
mGnRHa a kontrolni skupinou. Dalsim cilem bylo ur¢it vliv jednotlivych
hormonalnich oSetfeni na spermiaci, kvantitu a kvalitu spermii a hormonalni
odezvu u mli¢akd candata obecného.
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Material a metody

V brfeznu roku 2019 byli mli¢aci candata obecného (40ks) vyloveni
ze zemnich rybnikd a umisténi do sadky, kde jim byl ponechan tyden
na aklimatizaci. Na konci aklimatiza¢niho obdobi trvajictho 10 dnd a kdy
voda dosahla teploty 15 °C, byli mli¢aci vyloveni a nahodné rozdéleni do 4
skupin. Pred aplikaci jednotlivych preparatt byly ryby anestezovany v roztoku
hrebickového oleje (0,04 mlI7"), byl jim odebran vzorek krve a jednotlivé
skupiny ryb intraperitonealné injikovany (Obr. 20) dle nasledujiciho schématu:

Kontrolni skupina (K): fyziologicky roztok (Braun, Melsungen AG),
jednorazova aplikace 0,9% NaCl v davce 1 ml.kg™.

mGnRHa: stimulace pfipravkem Supergestran (Nordic Pharma, Jesenice,
Ceska republika) v davce 12,5 ug mGnRHa.kg' (D-Tle6, Pro9, NEt-mGnRHa,
lecirelin).

PLGA 1: PLGA mikrocastice formulovany za pouziti Resomeru RG 753H
s enkapsulovanym mGnRHa, pétidenni uvolhovani mGnRHa v celkové davce
1 pg.kg’ mGnRHa ([D-Ala6, des-Gly10]GnRH-ethylamide, alarelin).

PLGA 10: PLGA mikroc¢astice formulovany za pouziti Resomeru RG 753H
s enkapsulovanym mGnRHa, pétidenni uvolhovani mGnRHa v celkové davce
10 pg.kg mGnRHa ([D-Ala6, des-Gly10]GnRH-ethylamide, alarelin).

Obr. 20. intraperitonedini injekce mli¢dka canddta obecného (Foto: J. Knowles).
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Sperma bylo od mli¢akd odebirdno 48 a 72 hodin po injekci (Obr. 21).
Sperma bylo odebirdano do pfedem zvazenych a oznacenych 5ml injek¢nich
stfikacek. Po odbéru bylo sperma uchovano na ledu 0-2 °C a transportovano
do laboratofe. Vzorkovani krve probihalo vzdy v pravidelnych intervalech
24 hodin (0, 24, 48, 72 hodin po injikaci). Vzorky krve byly okamzité odstfedény
(5 000 RPM, 10 °C, 10 min) a ziskana krevni plazma byla odseparovéna
a uchovana pfi -80 °C pro pozdé&jsi laboratorni analyzy. Analyzy pohlavnich
steroidd probihaly dle metodiky uvedené v kapitole 4.3.

Obr. 21. 0dbér spermatu u mli¢dka canddta obecného (Foto: J. Knowles).

Vysledky

Zadné statisticky priikazné rozdily nebyly detekovany v mnoZstvi spermii,
tak i v jejich motilité. Grafické znazornéni koncentrace a motility spermii
u mli¢dkl candata obecného je zndzornéno na Obr. 22.
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Obr. 22. Zmény v mnoZstvi spermii a procento pohyblivych spermii u mli¢dkd canddta
obecné v pribéhu experimentu (48 a 72 h). Vysledky jsou prezentovdny jako primer
(sloupec) a smérodatnd odchylka (chybovd usecka).

Zadny ze zkoumanych parametr(i pohyblivosti spermii (VAP, VCL, VSL) se
nelisil mezi jednotlivymi skupinami v priibéhu celého testovani. Podrobna data
VAP, VCL, VSL ziskana 10 s po aktivaci spermii jsou zaznamenana v Tab. 2.

Tab. 2. Pohybové charakteristiky spermii u mli¢dkd canddta obecného ziskand
10 s po aktivaci. Data jsou prezentovdna jako primeér + smérodatnd odchylka.
VAP VCL VSL
Skupina 48 96 48 96 48 96
K 1069+3,7 935+51 825+12 762+46 235+19 272+1,1
mGnRHa 96,8+55 1032+45 820+21 83625 300+£16 309%1,6
PLGA1 902+34 976*55 772+34 796%*40 294+13 339%2]1
PLGA10 106,5+44 1034+45 834+28 81,1+14 260+1,7 314%27
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Analyzy pohlavnich steroid ukazaly zvySeni hladiny testosteronu u vsech
hormonalné stimulovanych skupin jiz po 24 hodinach od zahajeni experimentu.
Obé skupiny injikované PLGA vykazovaly stabilné zvySené hodnoty PLGA
po celou dobu experimentu, zatimco skupina injikovana mGnRHa vykazovala
snizujici se trend po 72 hodinach od injekce. Hladiny 11-KT se mirné zvysily
24 hodin po injekci a poté nasledné pozvolna klesaly s postupujici spermiaci,
nicméné zadné signifikantni rozdily mezi skupinami nebyly potvrzeny. Velmi
nestabilni koncentrace v krevni plazmé byly zaznamenany u E2. Nestabilni
hladiny tohoto hormonu byly zaznamenany jak mezi skupinami, tak i uvnitf
skupin samotnych. Vzhledem k tomu, Zze E2 muze byt konvertovan pfimo
z testosteronu lIze predpokladat, ze tyto nestabilni hladiny E2 mohou
byt zplsobené jeho nedostate¢nou konverzi z tohoto hormonu. Graficky
zaznamenané zmeény v koncentracich pohlavnich steroidd jsou zaznamenany
na Obr. 23.
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Obr. 23. Hiadiny pohlavnich steroidii (Testosteronu, 11-KT, E2) v krevni plazmé
mli¢dka canddta obecného zaznamenané v pribéhu pokusu (0, 24, 48 a 72 h). Vysledky
jsou zaznamendny jako prumér (sloupec) a smérodatnd odchylka (chybovd usecka).
Signifikantni rozdily koncentrace testosteronu mezi skupinami jsou oznaceny malymi
pismeny (P < 0,05). V hladindch 11-KT a E2 nebyly zaznamendny zZddné statisticky
prukazné rozdily a tato indikace tedy chybi.
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Z vySe uvedenych vysledkl vyplyva, Zze mezi jednotlivymi hormonalnimi
stimulacemi nebyly nalezeny zadné statisticky priikazné rozdily a jednotlivé
hormonalni osetfeni jsou v U¢inku na spermiaci, kvalitu a kvantitu spermii
srovnatelné.

4.6.4. Okoun ficni (Perca fluviatilis)

Okoun Fi¢ni je novym a velmi cenénym druhem v intenzivni akvakulture,
ktery mGze vyznamné pfispét k jeji diverzifikaci, predevsim v Evropé (Fontaine
a Teletchea, 2019). Okoun fi¢ni se rozmnoZzuje v obdobi od dubna do kvétna,
kdy teplota vody presdhne 10 °C (Gillet a Dubois, 2007). Genera¢ni ryby
jsou ve vytérovém obdobi nejcastéji ziskavany vylovem z rybnikd, nicméné
reprodukéni obdobi mize u okouna trvat déle nez dva tydny, coz vyrazné
komplikuje nasledny odchov larev a organizaci na lihni (Kucharczyk a kol.,
1996b). Z téchto divodu mulze byt vhodné pouziti hormonalni stimulaci
a synchronizace vytérd okouna fi¢niho. Za timto ucelem bylo u okouna pouzito
mnoho druhd hormonalni stimulace, jako je napf. hCG, CPE, GnRHa, GTH
a dopaminnich inhibitord (Dabrowski a kol., 1994; Kucharczyk a kol., 1996a;
Kouril a Linhart, 1997). Nezavisle na teploté, velikosti generacni ryby, zralosti
pohlavnich zlaz ¢i hormonalni stimulace byla ve vyse uvedenych experimentech
synchronizace vytérd pozorovana v mensi ¢i vétsi mife. Nicméné kvalita jiker se
vyrazné lisila jak mezi experimenty, tak v rdmci jedné testované skupiny (Koufil
a kol., 2020). Dle nasich informaci nebyl u okouna doposud pouzit zadny
systém pro dlouhodobé uvoliiovani Ié¢iv, ktery ma u mnoha druhd ryb pozitivni
ucinky na kvalitu pravé pohlavnich produktd.

Cilem tohoto technologického postupu bylo ovéfit a porovnat U¢innost
nékolika rGznych davek mGnRHa enkapsulovaného v PLGA mikrocasticich
na ovulaci a ostatni reproduk¢ni parametry jikernacek okouna fi¢niho. Dil¢im
cilem této prace bylo zjistit hormonalni zmény v hladiné pohlavnich steroidd
analyzou krevni plazmy.

Material a metody

Jikernacky okouna fi¢niho (75ks) byly vyloveny na pocatku dubna ze
zemnich rybnik a transportovany na Experimentalni rybochovné pracovisté
a pokusnictvi FROV JU. Zde byl rybam poskytnut tyden na aklimatizaci a poté
byly jikernacky nahodné rozdéleny do péti skupin, kazda ¢itajici 15 jikernacek.
Kazda ze skupin byla umisténa do oddélené nadrze pfipojena na recirkulacni
systém s teplotou vody 13,5 = 0,2 °C. a obsahem rozpusténého kysliku
9,58 + 0,82 mg.I". Po uplynuti aklimatiza¢niho obdobi byly jednotlivé skupiny
intraperitonealné injikovany nasledujicimi preparaty v davce 1 ml.kg™
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Kontrolni skupina (K): fyziologicky roztok (Braun, Melsungen AG),
jednorazova injekce 0,9% NaCl.

mGnRHa: injekce ptipravku Supergestran (Nordic Pharma, Jesenice, Ceska
republika) v davce 12,5 pg mGnRHa.kg" (D-Tle6, Pro9, NEt-mGnRHa, lecirelin).

PLGA 10: PLGA mikroc¢astice formulovany za pouziti Resomeru RG 653H
s enkapsulovanym mGnRHa, pétidenni uvolhovani mGnRHa v celkové davce
10 pg.kg mGnRHa ([D-Ala6, des-Gly10]GnRH-ethylamide, alarelin).

PLGA 20: PLGA mikrocastice formulovany za pouziti Resomeru RG 653H
s enkapsulovanym mGnRHa, pétidenni uvolhovani mGnRHa v celkové davce
20 pg.kg’ mGnRHa ([D-Ala6, des-Gly10]GnRH-ethylamide, alarelin).

PLGA 30: PLGA mikroc¢astice formulovany za pouziti Resomeru RG 653H
s enkapsulovanym mGnRHa, pétidenni uvolhovani mGnRHa v celkové davce
30 pg.kg’ mGnRHa ([D-Ala6, des-Gly10]GnRH-ethylamide, alarelin).

Odbér krve byl proveden pfi zahajeni testovani (0) a dale 14, 28 hodin
po injekci a v dobé ovulace jikernacky. V pfipadé, ze jikernactka nedosahla
ovulace, byl posledni krevni vzorek odebran po 1 tydnu od injekce. Stav ovulace
zacal byt u jikernacek kontrolovan 24 hodin po aplikaci preparat( a poté byly
jikernacky kontrolovany kazdé 4 hodiny. V pfipadé ovulace byla jikernacka
odlovena z nadrze, zabalena do vlhké tkaniny a vytirana klasickou suchou
metodou (Obr. 24) do pfedem zvazenych a oznacenych misek. Po vytfeni
jikernacek byly jikry zvazeny (Kern PCB 800) a nasledné odebran vzorek jiker,
ktery byl pouzit pro vypocet plodnosti jikernacky.

Vytiené jikry byly oplozeny spermatem, které bylo odebirano od mli¢aka,
ktefi prirozené uvolfiovali sperma. Sperma bylo odebirano do 5ml injek¢nich
stiikacek a k osemenéni jiker jedné jikernacky bylo pouzito sperma alespon
od tfi mli¢dkd (2ml spermatu na 100g jiker). Po pfidani spermatu k jikram
byla smés promichana a gamety aktivovany ¢istou vodou z lihné. Po jemném
promichani (4 min) byla smés proplachnuta ¢istou vodou a vzorky jiker (cca
100 kusl) byly inkubovany v malych plastovych inkubatorech umisténych
ve Zlabech pfipojenych na recirkula¢ni systém s teplotou vody 15,2 = 0,2 °C.
Po 6 dnech od pocatku inkubace bylo makroskopicky poc¢itano mnozstvi jiker
v ocnich bodech, které bylo pouzito k hodnoceni kvality jiker.
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Obr. 24. Detailni pohled na mocopohlavni papilu pfed umélym vytérem a umély vytér

jikernacky okouna ricniho (Foto: J. Knowles).

Vysledky

U vSech skupin injikovanych hormonalnimi pfipravky byl umély vytér
uspésny. Procento vytfenych jikernacek se u viech hormonalné stimulovanych
skupin pohybovalo v rozmezi 75-100% a mezi individudlnimi skupinami
nebyl zaznamenan Zadny signifikantni rozdil. Z kontrolni skupiny neovulovala
7adnéa z jikernacek. Zadny rozdil nebyl nalezen ani v dobé latence, ktera byla
68,1 = 5,7 hodin pro vSechny hormonalné injikované skupiny, pficemz prvni
ovulace byla zaznamenana 41 hodin po stimulaci. Procento ovulujicich
jikernacek a doba latence je graficky zaznamenano na Obr. 25.
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Obr. 25. Procento vytrenych jikerna¢ek a doba latence u okouna fi¢niho u jednotlivych
testovanych skupin. Data jsou prezentovdna jako primér (sloupec) a smérodatnd
odchylka (chybovd tsecka).

Vliv hormonadlini stimulace na mnozstvi ziskanych jiker nebyl prokazan.
Absolutni plodnost se pohybovala prdimérné v rozmezi 32 143 * 15 945 pro
vsechny hormonalné stimulované jikernacky. Primérna relativni plodnost byla
155 286 *+ 35 214 jikerkg'. Pozitivni vliv hormonalniho oSetfeni na kvalitu
jiker byl prokdzan u skupiny PLGA 10 ve srovnani s mGnRHa skupinou (Obr.
26). Procento jiker v o¢nich bodech se u této skupiny pohybovalo na drovni
90,3 + 1,9 %, zatimco u skupiny mGnRHa byla tato hodnota pouze 73,8 + 3,0 %.
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Obr. 26. Procento jiker v oénich bodech u jednotlivych skupin okouna fié¢niho. Data
jsou prezentovdna jako primeér (sloupec) a smérodatnd odchylka (chybovd usecka).
Signifikantni rozdily mezi skupinami oznaceny malymi indexy (P < 0,05).

Vysoké koncentrace E2 a testosteronu byly mérfeny 14 hodin po zahajeni
testovani u skupin, které byly hormonalné stimulované. Nasledné koncentrace
obou téchto hormont klesaly smérem k ovulaci, vyjma kontrolni skupiny, ktera
méla hladinu téchto hormond po celou dobu experimentu na stejné Urovni
(Obr. 27). Vysoké koncentrace E2 a testosteronu na pocatku experimentu
naznacuiji jejich ddlezitou roli v kone¢ném zrani ovocyt(. V predchozich studiich
bylo prokazano, ze c¢astd manipulace a stres mize u ryb zpulsobit snizené
hladiny E2 a testosteronu (Schreck a kol., 2001). Lze tedy predpokladat, ze pfi
umeélém vytéru na rybarskych podnicich (bez odbérl krve, nutnych k zachyceni
pribéhu ovulace) mohou byt koncentrace téchto hormont jesté vyssi.
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Obr. 27. Zmény v hladiné E2 a testosteronu v krevni plazmé jikernac¢ek okouna
ficniho odebranych v riznych &asovych intervalech (0, 14, 28 a pfi ovulaci ¢i ukonceni
experimentu). Data jsou prezentovdna jako primér (sloupec) a smérodatnd odchylka
(chybovd usecka). Signifikantni rozdily mezi skupinami v dobé odbéru vzorkd jsou
oznaceny malymi indexy (P < 0,05).

V pribéhu testovani byl prokazan pozitivni vliv dlouhodobého uvolfiovani
mGnRHa 10 pg.kg’ mGnRHa na mnozstvi jiker v o¢nich bodech. V ostatnich
reprodukénich parametrech nebyl nalezen Zadny prikazny rozdil. Zavérem
Ize fici, Ze mezi jednotlivymi hormonalnimi stimulacemi, stejné tak jako mezi
jednotlivymi davkami mGnRHa nebyl nalezen Zadny statisticky prikazny rozdil
a ucinky jednotlivych hormonalnich oSetfeni jsou srovnatelné.
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5. EKONOMICKY PRINOS

Technologie pouziti PLGA mikro¢astic umoznuje vyuziti dlouhodobého
uvolfiovani mGnRHa z PLGA mikrodastic jako alternativniho zpdsobu indukce
ovulace a spermiace u mnoha hospodarsky vyznamnych druhd ryb. Vysledky
testovani prokazaly, Ze uclinek tohoto oSetfeni je srovnatelny s jinymi
hormonalnimi preparaty, jako je aplikace ¢istého mGnRHa nebo dehydratované
hypofyzy. Nicméné je nutné podotknout, Ze diky vyuziti PLGA mikrocastic
jako nosi¢e hormonalnich substanci dochazi k eliminaci pouziti opakovanych
injekci, a tim i zlepSeni welfare ryb. Pfi aplikaci PLGA mikrocastic Ize navic
pfistoupit ke snizeni celkové Gcinné davky mGnRHa, jejiz pofizeni je zpravidla
velmi ekonomicky nakladné. Dalsi nespornou vyhodou je také to, Ze PLGA je
schvalena Americkym Gradem pro kontrolu potravin a léciv a Evropskou Iékovou
agenturou.

Pfesny odhad ekonomického zhodnoceni pro rybaiské podniky je velmi
komplikovany kvali vysoké rozmanitosti jak jednotlivych podnikd, tak i druhm
ryb, u kterych je mozné vySe uvedenou technologii aplikovat. Pfedpokladané
ekonomické prinosy jsou tvorené zejména snizenymi davkami ucinného
mGnRHa a mohou se pohybovat v radech milion ¢eskych korun.

6. UPLATNENI TECHNOLOGIE V PRAXI

Popsana a v provoznich podminkach ovérend technologie milze byt
uplatnéna na vsech rybarskych podnicich, lihnich, védecko-vyzkumnych
pracovistich nejen v Ceské republice, ale pravdépodobné i zahrani¢i. Jedna se
o technologii, kterda midze pro rybarskou praxi znamenat relativné jednoduchy
zpusob stimulace, synchronizace a zlepSeni efektivity umélé reprodukce
mnoha vyznamnych druh ryb.
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