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Abstrakt

Primordialni gonocyty (PGC), jsou embryonalni zarode¢né buniky, tedy prekurzory
spermii a vajicek. Tyto bunky lze identifikovat, izolovat, péstovat v bunéénych kulturach,
dlouhodob¢ uchovévat zamrazené v tekutém dusiku a transplantovat do recipienta stejného
nebo blizkého druhu, ktery je v idealnim ptipad¢ sterilni. Transplantované bunky se v téle
recipienta mohou vyvijet a recipient pak mize v dospélosti produkovat gamety donora.
Takovy jedinec se potom nazyva chiméra zarodecné linie. Manipulace se zarodecnymi
buiikkami pak mutze piinaset fadu vyhod jako je naptiklad uchovani zarode¢nych bunck
ohrozenych nebo vzacnych druhit v genovych bankach, zkraceni genera¢niho intervalu
u pozdné dospivajicich druhii v pfipadé¢ vhodné zvoleného recipienta apod. Cilem této

bakalarské prace je shrnuti poznatkti o PGC ryb a jejich mozné vyuziti.

Kli¢ova slova: primordialni gonocyty, zarode¢né kmenové bunky, chiméra

zarodecné linie, transplantace, ndhradni rodice



Abstract

Primordial gonocytes (PGC) are embryonic germ cells and they are precursors
of sperm cells and oocytes. We can identify, isolate and grow them in cell’s culture. We can
store them in a frozen state in liquid nitrogen for long term. We can transplant these cells
into recipient of the same or a close related species, which is sterile in the ideal case.
The cells which are transplanted can develop in recipient’s body so this recipient can produce
the donor’s gametes after maturation. Such individual is called germline chimera.
The manipulation with germ cells can provide several benefits, for example preservation
of germ cells from endangered or valuable species/stains in a gene bank. Or we can shorten
generation interval that is convenient for late adolescent species in a case of appropriately
chosen recipient. The aim of this thesis is to summarize knowledge about fish PGCs

and a possible using of these cells for transplantations.

Keywords: primordial gonocytes, germ stem cells, germline chimera,
transplantation, surrogate parents
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CXCR4b receptor 4b, chemokine (C-X-C motif)

CXCRT7b receptor 7b, chemokine (C-X-C motif)

FACS prutokova cytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting)
GFP zeleny fluorescenc¢ni protein (Green fluorescent protein)
HMGCoAR hydroxymethyl-glutaryl-koenzym A reduktaza

MO antisense morpholino oligonukleotid

MRNA medidtorova RNA (messenger RNA)

PBS fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)

PGC primordialni zarode¢né bunky (primordial germ cells)
SDF-1 faktor (Chemokine stroma-cell derivated factor)
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1 UVOD

Zarodecné buiky jsou jedinym typem bunc¢k schopnych generovat zcela novy
a jedine¢ny organismus. Aby ovsem mohly vykonavat tuto specifickou funkci a soucasné si
zachovaly totipotenci, musi zdrode¢né buiiky potlacovat somatickou diferenciaci pomoci
specializovaného mikroenvironmentu a vyuziti specifického systému RNA regulace (Cinalli
et al., 2008). Prekurzory zarodecnych bunék nazyvame primordidlni zarodecné bunky
(PGC). Tyto embryonalni zarode¢né bunky jsou prekurzory saméich a samiéich pohlavnich
bunék (spermie a 00Cyty) a jsou proto velmi dulezité z hlediska pfenosu genetické informace
Z rodicl na potomky. Aby se ale toto viibec uskutecnilo, je nutna migrace téchto bunck z
extragonadalni oblasti do mista, kde nasledn¢ probiha diferenciace. Timto mistem je oblast
budoucich gonad, zarode¢na ryha. Charakteristika primordialnich zarodecnych bun¢k je
popsana u mnoha zivo¢isnych druht od Drosophily, ptes ptaky, az po ¢lovéka (Braat et al.,
1999). Modely vzniku a migrace PGC se ovSem ¢asto vyrazné li§i. Modelovym druhem u
ryb je predevsim déanio pruhované (Danio rerio), mnoho experimenti je téz provadéno na
pstruhu duhovém (Oncorhynchus mykiss), karasu stéibtitém (Carassius auratus) a dalsich
(Xu et al., 2010).

Embryonalni zarode¢né bunky hraji vyznamnou roli v oblasti transplantaci, kdy jsou
bunky z donora jednoho druhu ryb transplantovany do recipienta stejného (vnitrodruhova
transplantace), nebo jiného druhu (mezidruhova transplantace). Vysledkem takové
transplantace je vznik jedince, nazyvaného chiméra zarodeéné linie. Pro uspésné ziskani
chiméry zarodecné linie musi zdrodecné bunky projit nékolika po sobé jdoucimi procesy.
Od znaceni a izolace, aZz po samotnou transplantaci zarode¢nych bunék. Transplantace
zarode¢nych bunék ryb naléza Siroké uplatnéni v oblasti bioinZenyrstvi, kryoprezervace
a zefektivnéni chovu pro komeré¢ni Gcely. Diky moZnosti uchovani rybich PGC v tekutém
dusiku s naslednou transplantaci do vybraného recipienta je v souc¢asné dob&é mozné uchovat
a obnovit kompletni genetickou informaci ohrozenych druht. Dalsi uplatnéni transplantace
muze byt naptiklad zkraceni genera¢niho intervalu pti pouziti pozdné dospivajiciho donora
a recipienta s kratsi dobou dospivani.

Cilem této bakalaiské prace je vytvoreni literarni reSerSe shrnujici problematiku

transplantace embryondlnich zarode¢nych bunck se zaméfenim na pouziti u ryb.



2 VLASTNI LITERARNI RESERSE

2.1 PRIMORDIALNI ZARODECNE BUNKY (PGC)

Primordialni zdrode¢né bunky jsou embryondlni prekurzory gamet (oocytl,, nebo
spermii). Gamety jsou po oplozeni v dal$i generaci zodpovédné za vznik nového jedince
(Yoshizaki et al., 2003) a prenaseji genetickou informaci rodi¢i na potomstvo. Toho se
vyuziva pravé béhem transplantaci, kdy jsou PGC od donora izolovany a posléze
transplantovany do ur¢eného recipienta, ¢imz ziskdvame chiméru zarode¢né linie (Yamaha
et al., 2007). Vzhledem k tomu, Ze PGC ryb na rozdil od téch u mysi a zab, nemohly byt
diive identifikovany pomoci molekularnich markeri, byly pouzity popisné studie PGC
morfologie, vychazejici z pouziti svételné a elektronové mikroskopie, diky niz je mozné
definovat morfologické charakteristiky primordialnich zarode¢nych bun¢k v embryich ryb
(Ko¢ & Yiice, 2012).

Ve srovnani se somatickymi buiikami jsou primordialni zarode¢né bunky vétsi
(10-20 um). Zaroven maji i vé&tsi jadra (6-10 um), ktera obsahuji jedno, nebo dvé
prominentni jadérka srovnomérné distribuovanym chromatinem a zietelnou jadernou
membranou (Braat et al., 1999). Jadra primordialnich zarodeénych bunék pokryvaji vétsinu
cytoplasmy buriky a jejich okraje jsou ptevazné nepravidelné. Cytoplazma je husta, s mnoha
glykogenovymi granuly, ribozomy a mitochondriemi. Naopak endoplazmatické retikulum
a Golgiho syst¢tm nejsou dostatecné vyvinuty (Yon & Akbulut, 2015). Bé&hem
ultrastrukturdlni analyzy PGC byl nalezen i takzvany ,nuage®, tento termin pochazi
z francouzského slova a byl prvné zaveden roku 1957 (André & Rouiller, 1957). Nuage,
neboli agregace RNA a proteint, se jevi jako elektrodenzni cytoplazmatické inkluze, ¢asto
pozorované ve spojeni s mitochondriemi (mitochondrial cloud). Pravé diky této specifické
zarodecné cytoplasmé a velké velikosti, jsou zarode¢né bunky dobfe rozeznatelné (Eddy,
1975; Olsen et al., 1997).

Zarode¢na plazma obsahuje hned nékolik RNA molekul dilezitych pro pozdéjsi
specifikaci PGC. Patii mezi n¢ dead end, vasa, nanos, nebo napiiklad olvas (homolog vasa
RNA umedaky japonské). Vasa mMRNA je ATP-dependentni RNA helikaza z rodiny DEAD-
box (Herpin et al., 2007). Geny typu nanos byly zkoumany naptiklad u dania pruhovaného,
kde konkrétné nanos-1, ktery je exprimovan v zarode¢né plazmé, ovlivituje pozd&jsi migraci
a preziti primordialnich zarode¢nych bunék (Koprunner et al., 2001). Periferni cytoplazma
vykazuje vysokou aktivitu alkalické fosfatdzy, kterd se pouZzivé jako enzymaticky indikator.
Alkalicka fosfataza je enzym, ktery miZzeme najit jak v buiice samotné, tak v jeji membrané.
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Tento enzym je aktivni pii pH 8,5-10 se schopnosti odstépovat fosfatové skupiny. Aktivita
alkalické fosfatazy byla pozorovana i v periferni cytoplazmé primordialnich zarode¢nych
bunék, za pouziti elektronového a svételného mikroskopu. V roce 1997 bylo u dénia
pruhovaného (Danio rerio) zjisténo, ze PGC jsou, s mateisky dédénou mRNA, lokalizovany
Vv terminalnich oblastech ¢asné délici ryhy (Yoon et al., 1997).

PGC jsou morfologicky velmi podobné napi#i¢ rtiznymi druhy. Specifikace
zarode¢nych bunék ryb byly zkoumany hlavné u ryb kostnatych (Teleostei) a to za pouZiti,
jiz zminéné, elektronové a svételné mikroskopie (Kog¢ & Yiice, 2012). Hlavnim modelovym
druhem pro studium zarode¢nych bunék, jejich migrace a vizualizace je ddnio pruhované
(Danio rerio). Experimenty provadéné na tomto druhu jsou vyhodné z hlediska kratkého
generacniho intervalu, externiho oplozeni a snadno pozorovatelnych embryi, kterd jsou
vhodna pro ruzné Dbiologické manipulace, jako je transplantace, vizualizace

a znaceni (Ma et al., 2001).



2.2 SPECIFIKACE PGC

Typy specifikace zarodecnych bunck byly studovany pievazné u ryb kostnatych
(Teleostei) za pouziti svételné a elektronové mikroskopie. Na zakladé téchto studii byly
objeveny dva typy specifikace PGC. Prvnim typem je dédi¢nost asymetricky lokalizovanych
cytoplazmatickych determinanti od matky, ulozenych v malé castioocytu. Tyto
cytoplazmatické determinanty nazyvame zdrodecna plazma. Determinanty dale specifikuji
buiky, které je zdédi, na buiiky zarodec¢né. Na konci embryogeneze Se pak takto vyvinuté
primordialni zarode¢né bunky stavaji prekurzory pro reprodukéni buniky a mohou dale
diferenciovat v gamety. Druhym zptisobem specifikace PGC je specifikace diky induktivnim
signalim (epigeneze) pochazejicim ze somatickych bunék. U tohoto typu specifikace
dochdzi k formovani malého poctu zarodecnych bunck, jako odpovédi na signaly

vychazejici piimo z embrya (Dosch, 2015; Herpin et al., 2007).

Obrazek 1. Klicova stadia embryonalniho
vyvoje u dania. Zarode¢na plazma (A-D)
a PGC (E-A) jsou znazornény Cervené.
Zeleny box zna¢i kliCové stadium
oogeneze a lokalizaci zarode¢né plazmy.
(A1,A2) stadia oocytu. (B) zygota po
oplodnéni se zarodecnou plazmou
lokalizovanou na vegetativnim polu. (C)
stddium dvou bungk. (D) stadium 4
bunék. (E) stadium 512-bunék, 2,75 h po
oplodnéni, zarodecna plazma generuje 4
shluky PGC. (F) 4 shluky PGC zacinaji
migrovat. (G) stadium 80 % epibolie
PGC migruji dorsalné. (H) PGC dorazily
na dorsalni stranu a dale migruji smérem
k mistu budoucich gonad. (I) stadium 15-
somiti, PGC dorazily na misto
diferenciace.

Ptevzato a upraveno podle Roland Dosch
(2015)

Pravé u dania pruhovaného byla potvrzena existence prvniho typu specifikace, tedy
pomoci maternalni zarode¢né plazmy spolu s n¢kolika RNA molekulami jako je vasa
a nanos. Tento model specifikace je diky tomu povaZovan za univerzalni napfi¢ riznymi
druhy ryb, ovSem najde se 1 par vyjimek, u kterych nalézame jisté odliSnosti. Patfi mezi né
medaka japonska (Oryzias latipes) u které se misto RNA molekuly vasa vyskytuje jeji
homolog olvas. Rozdil se pak projevuje v misté lokalizace PGC, u medaky japonské
se nachazeji ve struktufe nazyvané embryonalni §tit. Spolu s tim bylo zjisténo, ze pravé vasa
mRNA, ktera je lokalizovana v zarode¢né plazmé (plati pro danio pruhované), neurcuje
stejné struktury u medaky. Toto zjiSténi otevielo cestu pro studium odlisSnych mechanismi

fidici PGC specifikaci u zminénych druha (Herpin et al., 2007).
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2.3 MIGRACE PGC

Migrace je velmi dulezity d¢j uplatiiujici se v mnoha biologickych procesech.
Muzeme se s ni setkat naptiklad pfi imunitni odpovédi, hojeni tkani, Sifeni nddorovych
bunék (metastaze) a hlavné pfi embryonalnim vyvoji (Knaut et al., 2003). Béhem ¢asného
embryonalniho vyvoje se PGC objevuji v misté, které¢ je velmi vzdalené od finalniho mista
jejich dalsiho vyvoje, jimz je rozvijejici se zarode¢na ryha (Garcia-Castro et al., 1997). Proto
musi tyto buiiky migrovat. Proces migrace PGC byl studovén jak na daniu pruhovaném, tak
na mysSich, kuratech a dalSich organismech. Diky tomu byly objeveny dvé cesty migrace
PGC. Prvni moznosti migrace, kterd je typicka pro ptaky, je pomoci krevniho systému.
Druhou je vyuziti sttevniho endodermu, z kterého za¢ina migrace do zarode¢né ryhy (Saito
etal., 2014; Xu et al., 2010). Migrace PGC u vétSiny druhti ryb je druhého typu, tedy probiha
pfes stfevni endoderm. Tento typ migrace je zaroven typicky i pro mys a Drosophilu (Braat
etal., 1999).

2.3.1 GENY A MOLEKULY KONTROLUJICI MIGRACI

Diky praci se znaCenim PGC a funkéni analyzou riznych regulatorti zarodecnych
bunck, bylo nalezeno mnoho genli a signalnich drah uplatitujicich se pti migraci PGC.
Prokazalo se, ze migrace rybich PGC zavisi pfevazné na soucastech zarode¢né plazmy a na
jeji celkové integrité (Xu et al., 2010).

Hlavni komponentou fidici migraci PGC je chemokininovy faktor SDF-1. Tento faktor
je sekretovan somatickymi (t€lnimi) bunkami (Saito et al., 2011). Pravé SDF-1
je exprimovan v oblastech kam migrace PGC smétuje. Receptorem pro SDF-1 je CXCRA4b,
ktery je naopak exprimovan piimo migrujicimi PGC. CXCR4b se neuplatiiuje pouze
v migraci PGC u ryb, ale naptiklad uz v roce 1996 bylo zjisténo, ze u ¢lovéka hraje tento
receptor dilezitou roli pfi vstupu HIV-1 do bun¢k (Feng et al., 1996). Druhym dulezitym
receptorem pro spravny chod migrace PGC je Receptor CXCR7b. Ten se uplatiuje
piedevsim v somatickych tkanich a je exprimovan prakticky v celém embryu (Blaser et al.,
2005; Doitsidou et al., 2002; Minina et al., 2007; Richardson & Lehmann, 2010).

Pro ptesné fizeni migrace je dilezity gradient vznikajici odjimanim SDF-1 pomoci
endocytického piijmu (Saito et al., 2011). Pokud je narusena funkce Receptoru CXCR7b,
tak miizeme u PGC zjistit naruSenou bunécnou polaritu spolu s nespravnou migraci. To je
zajimavé vzhledem k faktu, ze CXCR7b je prvotné diilezity pfedevSim pro somatické bunky.

Tyto zjisténi utvrzuji v tom, Ze Receptor CXCR7b vaze faktor SDF-1 a naopak odjima
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v buinice chemokininy jako vysledek internalizace (Boldajipour et al., 2008). Pravé
internalizace a kontrola intenzity signalizace jsou vice nez dilezité pro kontrolu migrace
in vivo, coz umoziuje bezchybny piesun PGC do jejich cilového mista, kde se posléze
rozvijeji gonady (Minina et al., 2007). Existuji i dal$i mechanismy fidici migraci PGC,
naptiklad u dania pruhovaného (Danio rerio), u kterého se uplatiuje fizeni migrace diky

faktoru hydroxymethyl-glutaryl-koenzym A reduktazy (HMGCOAR) (Thorpe et al., 2004).

a b ¢ Anterior d

Anterior

N

'“*D_o‘me-gt'ége* , | Twelve somites | if24 hours post-
Top view } | Frontal view | Frontal view fertilization
—— ESMGNRSE  S——— Lateral view

f g T —
2 |  SDF-1 nﬂise*pression -" SDF-1 misexpression after
} SDF-1 depletion l ‘ after SDF-1 depletion SDF-1 and CXCR4b depletion

L

Obrazek 2. (a-d) normalni migrace PGC (Cervené tecky) podle vysledki Doitsidou et al 2002 a Knaut et al. 2003. (a) ¢tyfi
shluky PGC pochazejici z ndhodnych mist podél okrajii embrya a migrujici smérem k dorsalni sttedové linii. (b) Na za¢atku
somitogeneze (formovani segmenttl), SDF-1 RNA (zelené) je silné exprimovano blizko prvniho segmentu a pravé sem
PGC sméfuji. (c) Béhem somitogeneze se &tyfi shluky PGC pohybuji smérem k mistu s vy$§imi hodnotami SDF-1. (d) Na
konci embryonalniho vyvoje PGC asociuji s butikami exprimujici SDF-1 v mist& budoucich gonad (zeleny pruh). (e-g)
studie SDF-1 a piislusného receptoru CXCRA4b. (e) po tom co je SDF-1 vycerpano (modro-Sedy pruh) se zarodeéné bunky
rozptyli po celém embryu. (f) Nasledné exprimovani SDF-1 na jiném misté 14ka PGC na novou pozici. (g) PGC, které
vyCerpaly CXCR4b (fialoveé) jiz nemigruji smérem k SDF-1, které je exprimovano na nové pozici.

Pfevzato a upraveno podle Kunwar a Lehmann (2003)


http://www.nature.com/nature/journal/v421/n6920/full/421226a.html

2.4 VIZUALIZACE BUNEK

NejbéznéjsSim zpusobem vizualizace PGC u rybich embryi je pouziti uméle
syntetizované GFP-nosl 3’UTR mRNA, ktera se injikuje do embrya ve stadiu 1-4 bunck
(Higaki et al., 2010). Pro aspésnou injikaci je potieba embrya nejdiive dechorionovat. Tato
dechorionace probiha nejcastéji za pouziti 0,1% trypsinu, 0,4% mocoviny v Ringerové
roztoku, ten se sklada ze 128 mM NaCl, 2,8 mM KCI, 1,8 mM CaCl: a 0,1 M TAPS s
pH 8,5. Pouziti bud’ trypsinu, nebo kombinace trypsinu a mocoviny zavisi na druhu ryb,
naptiklad pro danio pruhované je vhodné pouziti pouze 0,1% trypsinu. Naopak pro karase
stiibfitého (Carassius auratus) je typické pouziti 0,1% trypsinu v kombinaci s 0,4%
mocovinou (Yamaha et al., 1986). Dechorionovat jikry lze i manualné za pouziti pinzet
(Kobayashi et al., 2004).

Jelikoz pracujeme s zivymi zarode€nymi buiikami, je dilezité provadét vizualizaci
neinvazivni metodou, tedy znaCenim pomoci GFP, kterd buiky nikterak neposkodi. Pro
znaceni je dalezité pouzit GFP geny fizené regulacnimi oblastmi v danych bunkéch. Jednim
zZ téchto genu je naptiklad vasa, ten je exprimovan v riznych organismech od Drosophily az
po ¢loveéka. Pro zkoumani vasa genu je vhodnym druhem pstruh duhovy (Oncorhynchus
mykiss), at’ uz z hlediska komer¢niho, tak z hlediska snadné manipulace (Okutsu et al.,
2006).

Vyuzitim transgenni linie nesouci gfp fizeny promotorem vasa (vasa::gfp) mizeme
pozorovat naslednou expresi gfp v zarode¢né linii bunék a to i v dalSich generacich (Goto-
Kazeto et al., 2010). Kromé pstruha duhového jsou rozsahlé studie vizualizace za pomoci
vasa genu provadény i u modelového dania pruhovaného (Fan et al., 2008). U ryb
chrupavcitych, pod néz spadaji jesetefi, byla nové vyvinuta metoda vizualizace PGC
in vivo za pouziti FITC-dextran (fluorescein isothicyanate-dextran). FITC-dextran je
injikovany pfimo do vegetativniho polu embrya, mista lokalizace zarode¢né plasmy, ve
stadiu 1-4 bunék (Saito & Psenicka, 2015). Techniky vizualizace PGC jsou vyuzivany pro
studium vyvoje PGC zahrnujici migracni a proliferatni znaky Vv embryich, larvach

a juvenilech (Robles et al., 2015).
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Obrazek 3. Lokalizace PGC u dvou ruznych vyvojovych stadii embryi lina (Tinca tinca). Po injikovani EGFP mRNA do
embryi ve stadiu 1-4 bunky, emituji PGC zelenou fluorescenci. Métitko 500

Pievzato a upraveno z Linhartova et al. (2014)

FLUORESCENCE

Obrazek 4.Ttransgenni gfp::vasa larva dania pruhovaného (Danio rerio).
Vyfoceno v laboratofi zarode&nych bunék, VURH, Vodiany (2016)



2.5 CHIMERY ZARODECNE LINIE

Chiméra je jedinec, ktery se sklada z bun¢k pochazejicich z riznych jedinci. Pokud
se u jedince chimérismus tyka pohlavnich bunék, nazyvame tohoto jedince chimérou
zarode¢né linie. Takovy jedinec miiZze vzniknout transplantaci PGC, nebo transplantovanim
spermatogonii/oogonii. Chiméry zéarodec¢né linie jsou dilezit¢ pro techniku takzvané
produkce pomoci nahradnich rodicu, kdy ziskavame gamety cilového druhu pomoci druhu
hostitelského. Produkce téchto chimér je vyhodna naptiiklad z hlediska ziskani gamet
ohrozenych druhi, u kterych diky vyuziti nahradnich rodi¢i (chiméry zarode¢né linie),
muzeme rapidné snizit dobu sexualniho vyvoje a tim i zkratit genera¢ni interval (Lacerda et
al., 2013; Okutsu et al., 2006). Aby byl vznik chiméry efektivni, musi byt recipient
sterilizovan.

Pokusy o vytvofeni chimér zarode¢né linie jsou provddény u mnoha druhl ryb.
Napiiklad u déania pruhovaného, byl vroce 1992 proveden experiment transplantace
blastomer z geneticky pigmentovaného jedince (donora), do albinotického recipienta
ve stadiu mid-blastuly. Po né¢kolika desitkach hodin byla pozorovana pigmentace v téle

embrya recipienta a tudiz ispé$ny vznik chiméry (Alvarez et al., 2007; Lin et al., 1992).

+/+ alb/alb

Obrazek 5. Diagram experimentu vytvofeni pigmentované chiméry u dania pruhovaného (Danio rerio)

Pfevzato a upraveno podle Lin et al. (1992).

U medaky japonské (Oryzias latipes) byl také proveden experiment, zaloZzeny na
vytvofeni chiméry z transplantovanych blastomer (Hong et al., 1998). Zaroven byly u tohoto
druhu téz pokusy s transplantaci wild-type bunék do albinotického recipienta (Alvarez et al.,
2007).



2.6 STERILIZACE

Pti produkci chimér zarodecné linie je nezbytné, aby byl recipient sterilni. Mohlo by
totiz dochazet ke kompetici mezi PGC donora a endogennimi PGC recipienta a nebyl by
tudiz zajistén zisk pouze donorovych gamet. Existuje n¢kolik metod jak sterilizaci provést.
Patii mezi n¢ sterilizace pomoci operace, ozafovani, chemické/hormonalni oSetfeni, nebo

manipulace s genovou expresi (Robles et al., 2015; Saito & Psenicka, 2015).

2.6.1 HYBRIDIZACE

Alternativni metoda sterilizace, kdy dochazi k vytvofeni hybrida, diky vzdalené
pribuznym rodiovskym druhtim. Tito hybridi jsou sterilni z divodu komplikaci vzniklych
parovanim chromozomu b&hem meidzy. Touto metodou ale neni vzdy zajistén tspéch,

jelikoz mnohdy jsou i vznikli hybridi stale plodni (Robles et al., 2015).

2.6.2 TRIPLOIDIZACE

Je druh genomové manipulace, ktery patii mezi nejcastéjsi a nejjednodussi zptsoby
sterilizace recipienta. Pro indukci triploidie je nutné pouzit hydrostaticky tlak, teplotu, nebo
chemicky Sok ihned po oplozeni, coz zajisti naruseni zadrzeni druhého meiotického
polového téliska, které obsahuje haploidni sadu matefskych chromozomu (Robles et al.,
2015). Nespravny vyvoj reprodukéniho systému u triploidnich ryb je zpusoben pravé
pritomnosti tfeti sady chromozomi, kterd zabrafiuje normdalnimu procesu parovani
homolognich chromozému (Gomelsky, 2003). Dalsim zptisobem vzniku triploidie je kiiZeni

mezi diploidnim a tetraploidnim jedincem (Piferrer et al., 2009).

2.6.3 CHEMICKA STERILIZACE

Pfi této metodé sterilizace se vyuziva spojeni vysoké teploty (35 °C), ktera obecné
aktivuje proliferaci spermatogonii, spolu s chemickym osetfenim. V tomto ptipadé spolu
s pouzitim busulfanu (1,4-dimethanesulfonyloxybutane), neboli nespecifického alkyla¢niho
¢inidla pouzivaného i pfi 1écbé rakoviny. Tato kombinace zplsobuje zanik rychle se délicich

bunék (lwamoto et al., 2004; Lacerda et al., 2013; Robles et al., 2015).

2.6.4 POTLACENI EXPRESE GENU

Docasna inhibice exprese gend dualezitych pro vyvoj PGC je také jednou
z pouzivanych metod sterilizace. Mezi cilové geny patii naptiklad jiz zminéné vasa, nanos,
nebo dead end (dnd). Potlaceni exprese se muize provadét za pouziti antisense mopholino

oligonukleotidti (MO). Casto vyuzivanym postupem sterilizace je pomoci dnd MO, ktery je
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injikovan do embryi nejlépe ve stadiu 1-2 bunék. dnd MO nasledné blokuje translaci dead
end mRNA a zplsobuje ztratu migrac¢ni schopnosti PGC (Ciruna et al., 2002; Saito et al.,
2008).

2.7 TRANSPLANTACE ZARODECNYCH BUNEK

Transplantace muzeme rozdé€lit na nékolik typt. Pokud transplantujeme bunky
od darce geneticky identického s recipientem, hovofime o transplantaci syngenni. Druhym
typem je transplantace bun¢k od geneticky neidentického jedince, ale z téhoz zivocisného
druhu nazyvana alogenni. Posledni mozZnosti je transplantace mezi jedinci pochazejicimi
z odlisnych druht, nazyvana transplantace xenogenni (Hotejs$i & Bartliikova, 2009).

V piipad€, ze transplantujeme primordidlni zarode¢né buiiky, hovoiime o vzniku
chiméry zarode¢né linie (Yamaha et al., 2007). Chiméry zarode¢né linie jsou poté pouzity
k ziskani potomstva pochazejiciho ze zarodecnych bunek donora (Gossler et al., 1986; Saito
et al., 2010). Pro ziskani této chiméry existuji rizné metody transplantace zarodeénych
bungk. Patii mezi né transplantace blastomer, neboli buiiky vzniklé délenim zygoty (Yamaha
et al., 2007), transplantace blastodermalniho $tépu (Yamaha et al., 1998) a transplantace, pii
které jsou PGC vizualizovany pomoci GFP, izolovany a nasledné transplantovany do
recipienta (Saito et al., 2008). Dalsi velmi pouzivanou metodou transplantace zarode¢nych
bunék je transplantace spermatogonii (Lacerda et al., 2006), ptipadné oogonii (Yoshizaki et
al., 2010).

2.7.1 TRANSPLANTACE BLASTOMERY SPOLU S PGC

Poprvé byl tento zpuisob transplantace PGC proveden na daniu pruhovaném v roce
1992 (Lin et al, 1992). Metoda probiha za pouziti sklenéné mikrokapilary
a mikromanipuldtoru, kterymi jsou postupné nasavany blastomery donora (pfiblizné po
5-20 blastomerach) obsahujici jak PGC, tak somatické bunky. Tyto vy¢lenéné blastomery
jsou dale transplantovany do blastodisku recipienta. (Yamaha et al., 2007; Zou & Wei,
2010). Embryo recipienta je dechorionované a nachazi se ve stadiu blastuly o poctu ptiblizné
1000 bungk (Alvarez et al., 2007). Recipienta je nutno pied transplantaci jesté sterilizovat,
aby nedochazelo ke kompetici bunék a vznik chiméry byl tispésny (Lacerda et al., 2013).
Viz kapitola Sterilizace. Blastomery rybiho embrya jsou v casném vyvoji vysoce

pluripotentni. Tato vlastnost byla prokazana na experimentu s karasem stiibtitym (Carassius
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auratus), kdy bylo vyuzito metody nazyvané ,,sandwiching*, pfi které se ¢ast blastodermu,
ze spodni Casti blastomery, mikrochirurgicky odfizla a byla vloZzena mezi dvé casti
blastodisku embrya donora. Nasledné bylo mozné sledovat vyvoj embrya
S transplantovanym S$tépem blastodermu, které se vyvijelo uplné normalné, jako by byl
blastoderm ptvodni (Yamaha et al., 1998; Yamaha et al., 2007). Jedinym problémem, této
jinak jednoduché metody transplantace, je pfitomnost mnoha somatickych bungk,
odfiznutych spolu s malym mnozstvim PGC. Tyto somatické buiiky pak snizuji GspéSnost

produkce gamet donora (Robles et al., 2015).

2.7.2 TRANSPLANTACE PGC

Transplantace samotnych PGC je vyhodna piedevsim pii transplantaci mezi riiznymi
druhy ryb, kde neni omezena migrace PGC somatickymi buiikami donora (Saito et al., 2010).
Tento zpisob transplantace byl poprvé popsan v roce 2008 (Saito et al., 2008), kdy bylo
zvoleno danio duhové (Danio albolineatus) v roli donora a danio pruhované (Danio rerio)
jako recipient. Nejprve se provedlo znaceni PGC embryi ve stadiu somitogeneze za pomoci
GFP-nosl 3’UTR mRNA. Diky tomu bylo mozné rozeznat jednotlivé PGC. Ty byly
nasavany sklenénou mikrokapilarou z embryi ve stadiu 10-15 somitt. Vzdy jediné PGC bylo
transplantovano do margindlni oblasti blastodisku embrya recipienta, které se nachazelo ve
stadiu blastuly. Samoziejmé musel byt zastaven vyvoj vlastnich PGC v embryich recipienta
(danio pruhované), to bylo zajisténo diky injikovani dnd MO.

Aby byla ovéfena spravna funkce gamet chimérickych jedincti, byli chiméricka
samice a samec umisténi do tfeci nadrze. Ziskana oplodnéna vajicka byla na pohled shodna
s vajicky dania pruhovaného, ovSem vzor zbarveni se shodoval s donorem, tedy daniem
duhovym. Plivod dédnia duhového byl rovnéz potvrzen genetickymi markery. Bylo tim
prokazano, Ze metodu transplantace samostatnych PGC lze vyuZit 1 u blizce ptibuznych

druha (Saito et al., 2008).

2.71.2.1 Izolace PGC pomoci FACS

Existuje nékolik zptisobii jak izolovat PGC. Nejbéznéjsi metodou je manualni izolace.
Alternativni metodu izolace PGC popsala ve své praci Goto-Kazeto v roce 2010. Jedna se o
metodu izolace bun€k za pouziti pritokové cytometrie (FACS). Izolace se provadi u embryi
ve stadiu somitogeneze. Tyto embrya jsou nejprve dechorionovéna, zaroven je za pouZiti

fosfatového pufru (PBS) odstranén Zloutek. Nasledné je pak moZné, pomoci enzymatické
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disociace, izolovat fluorescenc¢né znacené PGC (Goto-Kazeto et al., 2010). Diky pritokové
cytometrii je mozné rozd¢lit bunky na GFP-positivni a GFP-negativni s tim, ze PGC lze
vedle GFP-positivniho signalu odliSit rovnéz diky rozdilné velikosti (pfiblizné 20 um
prumér), excentricky umisténym jadrim a na granule bohaté cytoplazmé (Kobayashi et al.,

2004; Yoshizaki et al., 2003).

Chimera se sterilizaci hosta

(blokovani vlastnich P/GC)

— dead end morpholino antisense
oligonucleotide (dnd MO)

DsRed nos7 3’'UTR mRNA
Biotin-dextran

Germ-line chimera
Obrazek 6. Experiment transplantace PGC zna¢enych DsRed nosl 3’'UTR mRNA. Embrya recipienta byla sterilizovana
pomoci injikace dead end morpholino antisense oligonucleotidu. GFP nosl 3’'UTR mRNA bylo pouZito pro kontrolu

eliminace PGC. DsRed nos1 3’UTR mRNA znacené larvy (Cervené) jsou vysledkem uspésné transplantace.

Pievzato z prezentace k predmétu Biotechnologie akvakultury, FROV JCU

2.7.3 TRANSPLANTACE SPERMATOGONI{

Tato metoda transplantace zarodecnych bunék je dnes nejvice pouzivanou. Poprvé
byla vyzkousena v roce 1994 (Brinster a kol.) na my$im modelu. Uspé&snost transplantaci
spermatogonidlnich zarodecnych bun€k piimo do testes recipienta je velmi vysoka
a umoziuje Z recipienta ziskavat nejen sperma, ale i vaji¢ka pochazejici od donora. Jako
modelovy druh pro transplantaci spermatogonii byl pouzit v roce 2006 pstruh duhovy
(Oncorhynchus mykiss). Spematogonialni zarode¢né bunky, ulozené v testikularnich
bunikdch a izolované z dospélého samce pstruha duhového, byly transplantovany
do peritonealni dutiny Cerstvé vylihnutych embryi obou pohlavi. Testikularni buniky posléze
diferencovaly do spermii u samci a funk¢nich vaji¢ek u samic recipienti. Jak spermie, tak

vajicka ziskana od recipienti byla schopna produkce normalniho potomstva (Okutsu et al.,
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2006). Stejné transplantacni experimenty se spermatogonialnimi bunikami byly provedeny i
u tlamouna nilského (Oreochromis niloticus), kde byly spermatogonie transplantovany
pomoci urogenitalni papily do dospélce (Lacerda et al., 2006). Stejné jako u vSech metod
transplantace je nutné recipienta sterilizovat, jinak mize dochazet ke kompetici zarode¢nych

bunék.

Donor gametogenesis after germ cell transplantation
in different developmental phases of recipient fish i

(A) Primordial Germ Cell Transplantation in Fish Embryos

lond% p \ 7 ; S ‘
\:” & / >

Recipient embryo g Adult Fish Donor gameles prodection

(B) Germ Cell Transplantation in Newly Hatched Fish Larvae

y ‘r\'—
;/ &=

o
Donor gametas production

Donor gametes
preduction

Adult Racipient Fish

Obrazek 7. Ukazka riznych technik transplantace zarode¢nych bungk, za sou¢asného vyuziti donort a recipientti vV riznych
vyvojovych stadiich. (A) transplantace PGC z embryi donora ve stadiu blastuly. PGC jsou injikovana do blastodisku. Takto
vzniklé chiméry jsou chovany az do dosdhnuti pohlavni dospélosti, kdy jsou schopny produkce gamet donora. (B)
Transplantace zarode¢nych bunék do nové vylihlych larev. (C) Transplantace zarode¢nych bunék do dospélce. Pii této
metodé jsou spermatogonialni kmenové buriky transplantovany piimo do testes pohlavné dospélych jedincii, kde se posléze
obnovi gametogeneze a produkce zivotaschopnych gamet donora.

Pievzato a upraveno podle Lacerda et al. (2013)
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2.8 VYUZITI PGC

Primordialni zarode¢né bunikky mohou nalézt Siroké spektrum vyuziti. Diky moznosti
transplantace, vzniku chimér zarodecné linie, kryoprezervace a vizualizace, se stavaji
dalezitym nastrojem pro vyzkum. Vyzkum PGC ryb ma mnoho vyhod, ryby patii do velmi
pocetné skupiny obratlovct, jejich embryonalni vyvoj je zaroven relativné jednoduchy
a probihda mimo télo samice, je tudiz vhodny pro rizné experimenty tykajici se
embryonalnich zarode¢nych bunék. Mezi rybami je i mnoho ohrozenych druht, které Ize
V dnesni dobé pomoci nahradni reprodukce uspesné zachovavat. Nahradni reprodukce navic
umoziuje mnoho genetickych vylepseni u recipienta jako je zkraceni generacniho cyklu
(transplantace mezi druhem s dlouhym genera¢nim cyklem a druhem s kratkym genera¢nim
cyklem), zvySeni poctu produkovanych gamet, zachovani genetické riznorodosti diky
transplantaci smési zarode¢nych bunék pochazejici z riiznych jedinct do jednoho, ktery se
stdva chimérou zarodecné linie (napf. u pstruha), nebo zvyseni rozsahu adaptace na vodu
mezi moiskymi a sladkovodnimi druhy ryb (Robles et al., 2015).

Kromé ohrozenych druhli najdeme mezi rybami i fadu komercéné dulezitych druht,
jejichz chov je mozné diky transplantacim a studiim PGC zefektiviiovat. Prikladem miiZe
byt losos keta (Oncorhynchus keta) patfici do kostnatych ryb, které se tfou jen jednou za
zivot. Pokud by bylo sperma tohoto druhu mozné ziskavat od nahradnich rodi¢ti opakované,
tak by bylo mozné snadnéjsi genetické vylepSeni zminéného druhu. Jako nahradni rodi¢
(recipient) by zde mohl byt zvolen pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) (Yamaha et al.,
2007).

Existuji 1 pokrocilejsi metody tykajici se prace s rybimi PGC, jako napftiklad vytvareni

1zogennich, nebo transgennich linii.

2.8.1 OHROZENE DRUHY A NAHRADNI REPRODUKCE

Diky transplantaci je mozné zachovat ohrozené druhy ryb. Transplantace muze
probéhnout jak mezi embryi, tak i v pozdé&jsich stadiich vyvoje, jako je larvalni, juvenilni
a dospélé stadium. Pro ohroZeny druh vétSinou plati néjaka biologicka nevyhoda v podobé
dlouhého genera¢niho intervalu, malého poctu produkovanych gamet, nebo celkové
velikosti ryby (je nevyhodné dlouhodob¢ udrzovat velké ryby v nadrzich). PGC ohrozenych
druht se proto transplantuji do jinych druhid s opa¢nymi vlastnostmi. Transplantace je tedy
xenogenni (transplantujeme do jiného, neptibuzného druhu) a probihé za pouziti ndhradnich

rodict (Robles et al., 2015). Mnoho pokusi bylo provedeno u celedi lososovitych
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(Salmonidae) (Lacerda et al., 2013; Okutsu et al., 2006; Takeuchi et al., 2004). Napiiklad v
roce 2004 byl proveden experiment u lososa masu (Oncorhynchus masou), jako recipienta
a pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss), jako donora. Oba druhy sice spadaji pod
lososovité ryby, ale fylogeneticky jsou odd€lené vice nez 8mil let. Vysledkem transplantace
bylo uspésné piijeti PGC donora v téle recipienta, bez jakéhokoliv imunitniho odmitnuti
a tudiz vytvoreni chiméry zarode¢né linie, ktera produkovala normélni potomstvo se znaky

donora (Takeuchi et al., 2004).

2.8.2 KRYOPREZERVACE

Toto vyuziti PGC, v podobé uchovani v tekutém dusiku v genovych bankach, je
vyhodné hlavné z hlediska zachovéani druhli ryb, kterym hrozi vyhynuti nebo u jinak
vzacnych druhd, linii ¢i jedincd. Takto uchované PGC lze vyuZit pozdé&ji diky technice
transplantace PGC po rozmrazeni piimo do xenogenniho recipienta a to dokonce i tehdy,
kdyz uz donor vyhynul (Hiemstra et al., 2005; Kobayashi et al., 2003; Okutsu et al., 2006).
Naproti tomu kryoprezervace rybich oocytli neni v souc¢asné dobé mozna z diivodu nizké
permeability membrany oocytl pro kryoprotektant, velkému obsahu zloutku a vysoké
citlivosti na ochlazeni (Guan et al., 2010; Higaki et al., 2010). Nyni jsou proto genové banky
ryb odkazany pouze na uchovani spermii, z toho divodl neni Sance uchovat specifickou
maternalni genetickou informaci jako je mtDNA, pfipadné¢ sami¢i sex chromozomy.
Zamrazovani PGC je tudiZ vhodng&jsi alternativou uchovani kompletni genetické informace
jedince. Piikladem je metoda kryoprezervace provadéna u dania pruhovaného (Danio rerio),
kdy se uchovavaji pouze zelen¢ znaena PGC téchto ryb. Tyto PGC jsou izolovany z embryi
ve stadiu 10-15 somitd a nasledné mohou byt transplantovany do sterilniho recipienta.
Bohuzel tato moZnost je stile diskutabilni vzhledem ke ztratam bunék bé&hem
kryoprezervace a celkovému malému mnozstvi ziskanych bungk, téch je kolem dvaceti
z jednoho embrya (Higaki et al., 2010).

V tekutém dusiku ovSem nemusi byt uchovany vzdy jen izolované PGC. Je mnoho
uspésnych experimentli s uchovanim celych zamrazenych embryi riznych druht ryb jako je
danio pruhované, kapr, nebo platys, ze kterych se PGC izolovaly az po rozmrazeni (Higaki

etal., 2010).
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Target Donor Species (i.e. Beluga)
Reproductive cycle: 18-20 years~

Purificaiton of
spermatogonial

Qogonia Germ-line Chimera
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Germline Chimera
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Target species
(Beluga)

Characterization of
PGCs/SPG/O0G

DONOR germ cells

Identification of
Offspring

HOST embryo
Transplantation

5

Host Embryy"
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===

Host species (Sterlet)
Reproductive Cycle: 4-5 years

Advantages of this new technique
Shorten the reproduction period
Reduce the space for keeping
Preservation of genetic resorces in LN
Maintenance of target species as cells

Sterilization

Obrazek 8. Diagram manipulace se zarode¢nymi bunikami. Nejdiive dochazi k vybéru vhodného donora a recipienta
s odpovidajicimi charakteristikami (zkraceni reprodukéniho cyklu, mensi velikost). Prvnim krokem je identifikace a izolace
PGC, nebo spermatogonii/oogonii (2,3) a nasledné transplantace do sterilniho hosta (4,5). Nasledn€ vznikd chiméra (6),
ktera produkuje potomstvo identifikovatelné diky testim kiiZeni, pigmentaci, nebo genotypu (7). Navic mohou byt buiiky
uchovany v tekutém dusiku (8), nebo v kultute (9).

Ptevzato a upraveno podle V. Robles et al. (2015)
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3 ZAVER

Prace shrnuje problematiku transplantace embryondlnich zarode¢nych bunék
se zamétenim na pouziti u ryb. Pro studium zarodecnych bunék je tato pocetna skupina
obratlovcu velmi dilezita, at’ uz z hlediska snadno realizovatelnych experimentt S embryi
ryb, tak pro mnoho existujicich moznosti jak dale s rybimi PGC v laboratofi pracovat.
Samotné transplantaci zarode¢nych bunék predchazi mnoho ukont a procest, kterymi musi
PGC, pro efektivni vysledek transplantace, projit.

Dulezitost PGC tkvi v pfenosu genetické informace z rodict na potomky. Primordiélni
zarode¢né buiky jsou totiz prekurzory samcich a samicich pohlavnich bun¢k (spermii
a oocytl). Pro spravny vyvoj musi tyto bunky migrovat embryem do cilového mista,
ve kterém nasledné probiha diferenciace a vyvoj budoucich gonad. Charakteristika PGC je
popsana u mnoha zivoc¢i$nych druhti od Drosophily, zastupce ptakid, mysi, az po samotného
¢loveéka (Braat et al., 1999). Modely vzniku a migrace jsou ov§em u riznych druhi rozdilné.
Jako modelovy druh pro praci s rybimi PGC je pouzivano danio pruhované (Danio rerio),
na kterém byl proveden nespocet experimentt tykajicich se prace se zarode¢nymi bunikami.

Aby bylo docileno tspésné transplantace, musi PGC projit n¢kolika kroky. Jedna se
o samotny vybér vhodného donora a recipienta spliiujici stanovené charakteristiky pro
transplantaci (reproduk¢ni cyklus, pocet produkovanych gamet, velikost), nasledné
0 vizualizaci a izolaci PGC z embrya donora. Vizualizace se provadi diky injikovani
GFP-nosl 3’UTR mRNA piimo do bunék embrya. Izolované a oznacené PGC jsou pak
transplantovany do embrya recipienta. Stadium embrya pro transplantaci se odviji
od samotné metody transplantace. Naptiklad pro metodu transplantace blastomer se embryo
donora i recipienta musi nachazet ve stadiu blastuly.

Uspésnym vysledkem transplantaci je vznik chiméry nazyvané chiméra zarode¢né linie.
Tyto chiméry v sobé nesou a nechaji vyvijet zarodecné buiiky donora a pfi reprodukci
produkuji gamety obsahujici znaky donora. I pro efektivni vznik chiméry zarodecné linie je
nékolik podminek, jako je sterilizace hosta. Pokud by se totiz recipient nesterilizoval, mohlo
by dochazet ke kompetici bunék donora a endogennich bunék recipienta, coz by snizovalo
uspés$nost vzniku chiméry zarodecné linie.

Chiméry zarodec¢né linie nalézaji Siroké uplatnéni v oblasti bioinZenyrstvi. V soucasné
dob¢ patii mnoho druhti ryb k ohrozenym a pravé v takové situaci se mize vyuzit chimér
zarode¢né linie, pfes néz se, napiiklad diky xenotransplantacim, docili opétovné produkce

ohrozeného druhu. Jinou metodou, jak zachovat ohrozené druhy, je kryoprezervace, pii které
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se izolované zarodecné bunky uchovavaji v tekutém dusiku. Chiméry hraji dulezitou roli
I v komerénim vyuziti ryb. Pravé diky chiméram je moznost jak tuto efektivitu chovu
komer¢né dilezitych druhi ryb, jako je naptiklad celed’ lososoviti, vylepsit.

ZarodeCnym bunkam se dostava velké pozornosti a zajisté jesté piijde mnoho novych

objevu tykajici se jak jejich vyvoje, migrace, specifikace, tak dalsiho mozného vyuziti.
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