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1. UVOD

Jeseteti (Acipenseriformes) jsou nejstar§im fadem ryb z t¥idy paprskoploutvych ryb
(Actinopterygii). Fosilni zaznamy jeseterd sahaji az do svrchni kiidy (Grande
a Bemis, 1991) a analyza mitochondrialni DNA naznacuje, Ze se tento fad ryb odchylil
od staroveké kostnaté linie zhruba pted 300 miliony let (Inoue a kol., 2005).

Jeseteti vajicka maji holoblasticky typ ryhovani, stejné jako Zaby (Elinson, 2009).
Paradoxné je vyvoj jesetetich embryi vice podobny drépatce (Xenopus), nezli kostnatym
rybam (Teleost), a to nejen ve zpusobu ryhovani, ale i v mnoha dalSich aspektech
(Ballard a Ginsburg, 1980; Bolker, 1993a). Fylogeneticka pozice jeseteri je posazena
mimo skupinu kostnatych ryb (Bolker, 2004) a studie jesetefi embryogeneze spolu
s PGC nam tak poskytuje cenny nastroj pro srovnani kostnatych ryb a obojzivelniki.

PGC je embryondlni zarode¢nd buika specializovana pro tvorbu gamet. PGC
vznikaji béhem embryondlniho vyvoje mimo budouci lokalizaci zirode¢né ryhy,
prekurzoru gonad. U nékolika modelovych zvifat byly vznik a migra¢ni modely PGC
studovany a je jiz znamo, Ze se tyto modely od sebe 1isi. Poznatky z Zivého zobrazeni
dynamickych procesti vyvoje primordialnich gonocyta (PGC) a manipulace s nimi
muze déle poskytnout poznatky pro humalni medicinu, napt. pro vyvoj reprodukénich
technik (Xu a kol., 2010). U jeseter, v zajmu reitrodukce téchto ohrozenych druht
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a pro jejich vyhodné chovatelské vlastnosti, se zvySuje akvakulturni chov. V poptedi
uvedenych z4jmu je zefektivnit chov téchto ryb. Jednim z vhodnych a vyvijejicich se
nastrojii je manipulace s PGC. Mikromamipulacemi s PGC mulzeme zefektivnit
reprodukci jeseterii. Naptiklad kryokonzervaci a kultivaci PGC a tvorbou tzv. chiméry
zarode¢né linie, pii které dochazi k vyvoji gamet z darcovskych PGC v hostiteli,
pomoci niz muzeme zkratit generacni interval téchto dlouho dospivajicich ryb.
Mikromanipulace se zarode¢nymi bunkami, véetné PGC jsou zatim vyzkouSeny jen
u modelovych druhti ryb. Prvnim a hlavnim pozadavkem pro provedeni techniky
transplantace PGC u jeseterii je zvladnuti metodiky znaceni PGC. Ta se
u vétsiny druhtt modelovych ryb provadi injekaci fluorescentu GFP nosl 3'UTR mRNA
provadét do mist lokalizace prekurzoru PGC, kterym je u jeseterti tzv. Balbianiho
cytoplazma obsahujici "nuage" (Dvotak, 2011).

Cilem této prace bude pfiprava a injekace sondy GFP nosl 3'UTR mRNA,

sledovani migrace a izolace PGC pro dal$i manipulace.

2. LITERARNI PREHLED

2.1. Embryologie jesetert

Pocatek vyvoje embryi zacind oplozenim, splynutim samcich a samicich gamet
(spermii a jiker). Oplozené jikry jsou jiZ novym organismem, embryem, které se za
ptiznivych podminek transformuje a prochazi fadou po sob& jdoucich stadii.
Z biologického hlediska se v pribéhu vyvoje ryb rozeznavaji stddia: embryonalni,
prelarvalni, larvalni, juvenilni, adultni a senektivni (Detlaff a kol., 1993). Embryonéalni
vyvoj kon¢i poc¢atkem piijmu exogenni vyzivy, respektive stddiem larvy.

Jak uz bylo zminéno embryologie jeseterovitych v rannych fazich vyvoje
(ryhovani, morulace, blastulace a gastrulace) je podobna vyvoji bezocasych
obojzivelniki. Objem zloutku je hlavnim faktorem rozdili ve vytvareni vzorQ
zarode¢nych ryh u zivoc¢icht (Cooper a Virta, 2007). U vajicek jeseterti a bezocasych
obojzivelnikii dochézi k holoblastickému ryhovani, tj. k ryhovani dochazi po celém
povrchu jikry. Na animalnim p6lu probiha symetrické ryhovani, kdezto vegetativni pol
jikry se ryhuje nesymetricky (heterolecitdln€). Jeseteti embrya tvoii samostatny

blastocel a archenteron a neurdlni trubice se vyviji z formujicich se neuralnich vald,



které se proti sobé ohybaji, az se uzaviou do trubice (Ginsburg a Dettlaff, 1991).
Naproti tomu vétSina kostnatych nevykazuje zaddnou strukturu odpovidajici vyznamné
segmentace dutiny, oznacované jako blastocel a archenteron a neurdlni trubice vznika
ze dvou mezistadii, neuralni ty¢e a neurdlniho kylu, ktery se utvafi z neuradlni desky
(Kimmel a kol., 1995). Navic se embrya kostnatych ryb podrobuji meroblastickému
ryhovani, kdy pouze animalni polovina vajicka, tj. blastodisk podléhd ryhovani.
U embryi bichirt (Polypterus), kteti také patii do fylogeneticky davné skupiny,
prochazeji embrya holoblastickym ryhovanim podobnym obojzivelnikiim a jeseterim
(Bolker, 1993a,b, Takeuchi, 2009b,c). Zastupce starych primitivni druht jak jsou:
kostlin (Lepisosteus) a kaproun (Amia) jsou povazovany za piechodné faze od
holoblastického k meroblastickému ryhovani. Vytvareji obii Zloutkové blastomery ve
vegetativni Casti a ryhovani probiha pievazné v animalni ¢asti vajicka (Long a Ballard,
2001; Ballard, 19864a,b).

Vétsina poznatkli jesetefi embryologie je zalozend na studiich nékolika druhii
jesetert (Dettlaff a kol., 1993; Conte a kol., 1988; Beer, 1981; Wang, 1984). Vyvoj
embryi U jeseterll nékolika druht vykazoval identické ryhovani a prvni morfologické
odli$nosti nastaly az v prelarvalni a larvalni fazi. Z tohoto diivodu bude popsan vyvoj
embrya v obecngjsi formé.

Pro popis vyvoje embrya jesetert bylo stanoveno 36 etap dle (Dettlaff a kol., 1993),

viz Priloha I.

2.1.1. Neoplozena jikra

Neoplozena jikra je v zavislosti na druhu kulovitého tvaru, napf. jeseter rusky
(A. gueldenstaedti), nebo spise elipsovitého (vejcitého), napt. vyza velka (Huso huso)
a jeseter hvézdnaty (A. stellatus) (Dettlaff a kol., 1993). Velikost ovulovanych jiker
u jednotlivych druhii je variabilni, napfiklad u jesetera sibifského (A. baerii) 2,5-2,8
mm, jesetera malého (A. ruthenus) 1,8-2,8 mm a vyzy velké 3,3—4,5 mm (Hochleithner
a Gesner, 2001). Vétsina jiker je bridlicovité Seda, s vyjimkou animalniho polu, ktery je
obvykle svétlejsi, obklopeny 2 az 3 tmavymi soustfednymi kruhy. Priimér svétlého
polového mista, intenzita pigmentace a Sitka soustfednych kruhl spolu se svétlou
oblasti mezi krouzky se li§i nejen u jiker riznych ryb, ale také u jiker od jedné ryby.
U albinotickych ryb jsou jikry svétle zluté az bilé barvy. Dalsi vyjimku ptedstavuji jikry

A. gueldenstaedti colchinus, u kterého je animalni p6l pigmentovan intenzivnéji natolik,
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ze je tmavsi nez vegetativni pol. Existuji dalsi barevné variace, napt. nékteré jikry jsou
upln¢ Sedé a jiné maji bilé skvrny na animalniho pdlu — obvykla znamka piezralych
jiker. Variace jsou casto odrazem v odliSnostech zralosti a stavu jiker. Avsak
k porovnani barev jakozto indikator kvality jiker neni v soucCasné dobé dostatek

informaci (Dettlaff a kol., 1993).

2.1.2. Oplozeni jikry

Spermie jeseterovitych ryb proniké do jikry mikropylarnimi otvory na animalnim
poOlu. Pii prichodu spermie mikropylem dochézi u spermie k tzv. akrozomalni reakci.
Akrozomalni reakce zahrnuje exocytdézu syntetizovaného materidlu ze  tii
endonuklearnich kanalkd a implanta¢ni jamky a vzpficeni posterolateralnich vybézk,
které s nejvétsi pravdépodobnosti slouzi k ukotveni spermie v mykropildrnim otvoru pii
oplozeni jikry (P$enicka a kol., 2010; DiLauro a kol., 1998). Syntetizovany material je
vystielen vpted v podobé dlouhého jemného filamentu, ktery Vv piedstihu zkontaktuje
hlavi¢ku spermie s cytoplazmatickou projekci jikry (cast jikerné cytoplazmy vchlipujici
se do mykropilarniho otvoru) a zahaji fadu zmén v jikfe. Akrozomalni reakce spermii
U jesetert je v podstaté podobna akrozomalni reakci spermii U bezobratlych Zivocicht
(Dan, 1976; 1970) a mihule (Lampetra fluviatilis) (Nicander a Sjo:den, 1971; Jaana
a Yamamoto, 1981). U téchto Zivocichli je vSak akrozomalni reakce mechanismem
slouzici k ptfekonavani vaje€nych membran jako bariér mezi spermii a vajickem.
Jeseteroviti si tento prastary mechanismus uchovali navzdory skutecnosti, Ze jikerné
obaly maji hned nékolik mykropilarnich otvori a jikerné obaly tak nepfedstavuji
ptekazku pro proniknuti spermie. Pocet, struktura a velikost mikropyli se u rtiznych
druhti jeseterti li§i. Ale také pocet mikropyli se miZe li$it mezi jikrami jednoho druhu.
Primér mikropyle neni vyrazné S§irSi nez je Sitka hlavicky spermie. Vnitini primér
mikropyle muze ptispivat k zamezeni polyspermie (PSenicka a kol., 2010).

Kontaktem spermie s cytoplazmou vaji¢ka dochazi k aktivaci mnohych reakci
a procesl ve vajicku jako jsou: kortikalni reakce, bobtnani jikernych oballl, otaceni jiker
animalnim pélem nahoru, morfologické zmény lepivost jiker atd.

Kortikalni reakce zacina do 2 s od splynuti gamet (Ginsburg, 1961; 1987).
V pribéhu kortikalni reakce alveolarni granule bobtnaji, az prasknou a jejich obsah je
rozlit pod zona radiata interna (tzv. L1 vrstva vajicka) za vzniku perivitelinniho

prostoru. Ke kortikalni reakci dochazi v centru animalni oblasti jikry, mista kde spermie
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pronikla pies mikropyle. Odtud se kortikalni reakce $ifi ve vSech smérech jako, tzv.
fertilizacni vlna, rychle pokryva celou animalni oblast a pfes ekvatoridlni oblast jikry
dosahuje vegetativniho polu (Dettlaf a kol., 1993). Perivitelinni prostor obklopuje cely
obvod jikerné cytoplazmy a vstupuje do zbyvajicich prazdnych mikropyli, u kterych
nedoslo k penetraci spermii a blokuje tim tak vznik polyspermie. U mikropyle, kterym
prosla spermie dochézi k ,,zaliti" mikropyle cytoplazmou za vzniku tzv. fertiliza¢niho
konusu (Cherr a Clark, 1985). Spermie ptichazejici do styku s obsahem kortikalnich
granuli jsou aglutinovany, kdy se povrch spermii stava lepkavy, bi¢iky jsou k sobé&
pfipojeny, tvoii smycky a spermie ztraceji schopnost pohybu vpted (Ginsburg, 1961).
Vzhledem k nékolika moznym blokacim vzniku polyspermie, oplozeni jiker
mize byt polyspermni pouze zfidka kdy. K polyspermii dochazi jen ve vyjime¢nych
situacich jako je soucasny prinik né€kolika spermii pfes nckolik mikropyli. Jikerné
obaly po oplozeni bobtnaji, povrch jikry se stava lepivy. Jiz 1 hod. po oplozeni nastanou
zmény mezi jikernymi membranami (Dvotak 2011). Alveolarni vrstva (L3) a zona
radiata externa (L2) se oddeli od zona radiata interna (L1). Stejny proces byl
zdokumentovan PSenickou a kol. (2010) i u neoplozenych jiker jesetera. Tohoto
procesu, oddéleni L3 a L2 vrstvy od zbylé LI, lze vyuzit i v praxi napf. pro
mechanickou dechorionaci jiker (pomoci pinzet) k usnadnéni penetrace kapilary v ramci

mikromanipulacnich technik (Dvotrak 2011).

2.1.3. Pocatec¢ni ryhovani

Pocatek embryogeneze je zaznamendm mitotickym délenim bunky (vajicka) ve
velky pocet mensich bunék (ryhovani vajicka). Nerovnomérné rozdéleni zloutkovych
inkluzi u jiker jesetera zplsobi v pozd¢jsich fazich embrogeneze nepravidelné ryhovani.
V animalni ¢asti jikry, kterd obsahuje malé nutricni inkluze v relativné nizké
koncentraci, se tvofi malé blastomery. Ve vegetativni casti je mnoho velkych
zloutkovych granuli s lipidovymi inkluzemi a blastomery jsou pak mnohem vétsi. Prvni
ryha se zacina tvofit v animalni oblasti a postupuje k vegetativni ¢asti jikry. Druha
délici ryha se formuje kolmo Kk prvni $tépné brazdé pied tim, nez je prvni zcela
kompletni. Prvni dé€lici ryha je uzaviena ve vegetativnim polu, kdyZz se druha St€pna
brazda  blizi  k ekvatoridlni ~ oblasti a  embryo se  rozdéluyje na
4 rovnomérné blastomery. Poloha S§tépné ryhy u jiker jesetert striktné dodrzuje

Hertwigovo pravidlo, podle kterého je osa ryhy orientovdna ve sméru maximalni délky
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volné cytoplazmy s inkluzemi, tedy tieti St€épena ryha je poloZena meridialné spise nez
ekvatorialng, jak je tomu u zvifat s menSim mnozstvim zloutku u vajicek, napiiklad
obojzivelnikd. Vzor tvofeny dé¢lici ryhou vSak neni obvykle geometricky zcela
pravidelny a blastomery maji razné tvary a velikosti. Malé protahlé nebo kulovité
blastomery jsou nékdy formovany béhem tietiho ryhovani. Jesté vétSi rozmanitost ve
Stépném vzoru je pozorovana v prubéhu ctvrtého déleni vytvofenim ,,hromadky*
s mnoha blastomery na animalni polokouli. Animalni polokoule je lehce pigmentovana,
zatimco vegetativni polokoule je tmava (Dettlaff a kol., 1993). Ptiblizn¢ 6-10 hod. po
oplozeni, v obdobi pocateéniho ryhovani jsou embrya nejvice nachylna k otfesim

(Conte a kol., 1988).

2.1.4. Pozdni ryhovani

Bunécné deleni pokracuje tak, Ze se animdlni pdl St€pi do mnoha malych, ale
rozeznatelnych blastomer s rtznou pigmentaci, které vytvari ,,oblazkovy* vzhled.
Stiedni pasmo stfedné velkych blastomer odd€luje animalni a vegetativni pol.

Vegetativni pol je rozdélen do vétsich blastomer (Dettlaff a kol., 1993).

2.1.5. Blastulace

U rané blastuly se povrch vznikajiciho embrya jevi jako zrnity diky piechodu
v pigmentaci a nerovnomeérnosti povrchového reliéfu. Jednotlivé blastomery se
jevi vizualné hladkym (Conte a kol., 1988).

Béhem blastulace embrya dochéazi v animalni ¢asti k pocatku formovani blastocelu
(prvotni dutiny) a desynchronizaci déleni bunék vedoucimu k ¢astecnému roztiidéni
bunék do dvou na sebe dosedajicich listi: epiblast (budouci ektoderm) a hypoblast,
tj. mezo-endoderm (budouci endoderm a mezoderm). Ke konci blastuly vznika ostré
rozhrani mezi svétle zbarvenou animalni oblasti a tmave pigmentovanou ,,popraskanou

vegetativni oblasti (Dettlaff a kol., 1993).

2.1.6. Pocatecni gastrulace

Gastrulace je charakteristickd bunécnymi pfesuny, se kterymi je spojen vznik
zarode¢nych vrstev. Béhem gastrulace zaujme zarode¢ny material embrya své konecné
umisténi.
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Na zacatku gastrulace dochazi k tvorbé pigmentovaného pasu v ekvatorialni roving,
v misté budoucich prvoust (blastoporu), tj. mista formace svétlého srpku (pilmésice).
Naésledné prostfednictvim blastoporu dochdzi k tzv. involuci. Pfi involuci se
mezo-endodermalni vrstva bun¢k pohybuje (vchlipuje) smérem dovnitt dutiny ptes
dorzalni ¢ast prvoust a tvofi dva zarodeéné listy, endoderm a mezoderm. Buriky, které
nemigruji dovnitf embrya (epiblast) vytvari ektoderm a podileji se na tzv. epibolii.
Prvotni dutina blastocel se v pribéhu involuce zmensuje, az zmizi a involuce bunék
vede Kk tvorb¢ druhé embryonalni dutiny, prvostfeva (archanteronu). Jak jiz bylo
zminéno, spolu s involuci je spojen epibolicky pohyb bunék epiblastu, pii kterém bunky
epiblastu situované na animalni ¢asti obrustaji celou plochu vegetativni ¢asti embrya.
Vizualné se epibolie projevuje zatlaGovanim plivodné tmavé zbarveného vegetativniho
polu rozsifujici se svétlou ¢asti z animalni ¢asti embrya (Dettlaff a kol., 1993). Pti
dokonceni epibolie (pokryti svétlé casti 2/3 povrchu embrya) Se prvousta uzaviraji

a formuje se tzv. zloutkovy bod — yolk plug (Conte a kol., 1988).

2.1.7. Formovani Zloutkového bodu

V tomto okamziku pigmentovany pas prvoust tvofi kruh (prstenec) kolem embrya.
Epibolicky pohyb bunék pokracuje pies vegetativni oblast. Builky migruji ptes
vegetativni polokouli ve vytvofeném kruhu, ktery piedstavuje okraj blastoporu. Jak
epibolie pokracuje, postupujici okraj blastoporu se postupné sbihd, ¢imZ se sniZuje
velikost kruhu a oblast exponovaného Zzloutkového bodu. Zloutkovy bod se ve
vegetativni Casti projevi tmavym zbarvenim proti svétlejSi animalni oblasti. Béhem této
a maly Zloutkovy bod na boc¢ni stranu. Jak se okraj blastoporu postupné pfiblizuje
(sbihd), tak se Zloutkovy bod zmenSuje, az zmizi. Se zanikem Zloutkového bodu je
spojeny Vznik $térbinovitych prvoust s tenkou ryhou, kterd oznacuje embryonalni osu,
a jemné pigmentované linie nastifiuji vyvijejici se embryo (Dettlaff a kol., 1993). Od
obdobi formace zloutkového bodu (konce gastrulace) do zacatku neuralace je u embrya

zvysena citlivost k otfesim (Conte a kol., 1988).

2.1.8. Neuralace
Neurulace zacina, kdyz se bo¢ni okraje blastoporu sblizi a soucasné zZloutkovy bod

Vv této vzniklé depresi zmizi. Neurdlni ryha zac¢ind jako vyvySend pigmentovana deska
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rozSitfujici se z blastoporu. Béhem rané neurulace je neurdlni deska Sirokd a na jejim
pfednim konci se tvoii hlavova ¢ast embrya (neuralni valy kolem hlavové ¢asti). Jak
vyvoj pokracuje, neuralni valy v hlavové oblasti jsou jasn¢ zietelné a tvofi prohluben ve
tvaru ,,diamantu®. Neuralni deska s neuralnimi valy se ztencuji, prostupuji do oblasti
trupu a objevuji se zédklady exkrecniho systému (pfedledvin). Neuralni valy se postupné
ptiblizuji, az se pfehnou do sebe a vytvoii neuralni trubici, nejprve ve stfedni oblasti,
pak v ocasni a hlavové oblasti. Vyvoj pokracuje, oblast hlavy se prodluzuje
a tvori tfi vacky prvotniho mozku. V této fazi jsou podél trupu vytvaieny bo¢ni somity

(nediferenciované mezodermalni segmenty) (Dettlaff a kol., 1993).

2.1.9. ProdlouZeni predledvin a po¢ate¢ni organogeneze

U embrya se trup postupné zuzuje a predledviny se z trupu rozsituji vpied. Spolu
s prodluzovanim ptedledvin se vyviji pfedni hlavova oblast a zaklady o¢i. Somity jsou
ziejmé po vetsi délce trupu. V této fazi embryo zietelné vycnivd nad povrch
zloutkového vacku a uvoliiuje zaklad ocasu od povrchu Zloutkové hmoty. Na embryu
zacina byt patrny zaklad kulici zlazy, hypofyzy, prodlouZzené michy, dychacich organt
(branchialni oblouky) a 2 pary rudimentalnich visceralnich obloukt (Dettlaff a kol.,
1993).

2.1.10. Formovani srdce

Srdce se prvné vytvoii jako rovna trubice hlavé oblasti embrya. Srdecni trubice se
postupné ohyba do tvaru S, zacina bit a svaly trupu jiz reaguji zaSkubem na mechanické
podrazdéni. V této fazi se zacinaji tvorit 2 ¢ichové a sluchové vacky a slabé pod koznim
epitelem se objevi oci.

Podél trupu se zacinaji tvofit ledvinové kanalky spolu se zakladem mocové papily.
Ocas je znacn¢ profiznut nad Zloutkovou oblast a je dorzoventralné¢ zploStély

s rudimentem ploutevniho lemu (Dettlaff a kol., 1993).

2.1.11. Doba pred lihnutim

Tésné pred lihnutim se Spicka ocasu piiblizuje k srdci, kaudalni ¢ast trupu a ocas se
zaCinaji napfimovat. Posléze se ocas embrya prodluzuje, az se dotkne hlavy a zkrouti
0 90 ° tak, aby dorzoventraln¢ zplostéla strana lezela v jedné roviné

s povrchem chorionu (Conte a kol., 1988). Stievo se jevi jako pigmentovana trubice,
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ktera se rozprostira od kranidlniho okraje zloutkového vacku az k papile. Ploutevni lem
se zvetsi, rozsiti se dorzdln¢ od trupu, kolem ocasu a ventralné k okraji Zloutkového
vacku. Nosni jamky, pigmentované oc¢i a sluchové vacky jsou jasné viditelné (Dettlaff

a kol., 1993).

2.1.12. Masové lihnuti

Lihnuti nastane, jakmile larvy prolomi jikerné membrany. Uginkem enzymatické
chorionazy, produkovanou epidermalnimi bunkami kulici zlazy dojde k zeslabeni,
nekdy az k protrzeni obala jikry (Lugowska a Sarnowski, 2011). Nésledné aktivnim
pohybem embrya dojde k uvolnéni jedince z jikry, obvykle ocasem napied (Dettlaff
a kol., 1993). Hlavni kuleni nastava druhy az tieti den od zaznamenani pocate¢niho
kuleni. Po masivnim kuleni se jiz ,,dokuluji“ malo zivotné nekvalitni larvy (Gela a kol.,
2012).

Kdyz opusti embryo jikerné obaly, télo trupu se narovnava a spicka ocasu se mirné
zveda. U lihnouciho se embrya je podél trupu vyvinutych 55 az 60 somitti (od hlavy
k ocasni ploutvi). Zloutek je vejéity a ,,zrnity. U srdce miize byt pozorovano Gerpani
cervenych krvinek prostfednictvim parovych Cuvierovych trubic do ob&hové sité na
ventralnim povrchu Zloutku. U vylihlého embrya jsou vyrazné nosni jamky a oci

(Dettlaff a kol., 1993).

2.2. Zarodecné bunky

Ryby, stejné¢ jako mnoho jinych zivocichidi, maji dvé hlavni bunécné linie,
zarode¢nou a somatickou linii bun&k. Zarodecné a somatické linie jsou soucasti prvnich
udélosti embryonalniho vyvoje. Tyto dvé hlavni bunécné linie maji odlisné Zivotni faze.
Buniky somatu tvofi télo odpovédné za individualni Zivot a jsou ,,smrtelné“. Naopak
zarode¢né buiky jsou ,,nesmrtelné®, protoze jsou zodpovédné za Zivot jednotlivych
druht prostfednictvim gamet pienasejici genetické informace z jedné generace na dalsi
(Ikenishi, 1988).

U mnoha organisml, vcetné ryb se zarodecné bunky tvofi na pocatku
embryonalniho vyvoje. Prvotni zarodecné buiikky (PGC) vznikaji v embryu v mistech
prekurzoru téchto bunck a béhem embryondlniho vyvoje migruji do oblasti genitalni
brazdy (oblasti budoucich gonad). V souladu stim by se daly u PGC stanovit

nasledujici faze: premigra¢ni (vznik), migracni a postmigracni.
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2.2.1. Diferenciace zarodec¢nych bunék.

K oddéleni zarodecné linie a somatické dochédzi brzy pted, nebo v pribéhu
embryonalniho vyvoje. Obecné se daji rozeznat dva ruzné zplsoby diferenciace
zarode¢nych bunék. U organismi jako octomilka (Drosophila) (Santos a Lehmann,
2004), hlistic (Caenorhabditis) a bezocasych obojzivelnikti (Ikenishi, 1988), ptaki
(Tsunekawa a kol., 2000) a kostnatych ryb (Olsen a kol., 1997; Yoon a kol., 1997) je
zarodecna linie oddélena od somatu béhem pocatecniho ryhovani pomoci specifickych
cytoplazmatickych determinantii — zarode¢né cytoplazmy. Tento model formace PGC se
nazyva preformace. Studie embryi bezocasych obojzivelnikii vykazuji jeseterim
podobny embryonalni vyvoj a jsou prvnimi experimentalnimi dikazy o preformaci
a roli zarode¢né plazmy ve vajicku pfi tvorbé zarodecnych bun¢k obratlovct (Bounoure,
1939). Zarodecna plazma je prekurzorem zarodecnych bunék.

U savca (Eddy 1975), ocasatych obojzivelnikd (Maufroid a Capuron, 1985), zelv
(Bachvarova a kol., 2009) jsou PGC vytvateny od zacatku (de novo), tj. jinymi bunikami
v Casném vyvoji embrya bez materndlniho determinantu, zarode¢né plazmy. U téchto
organismil jsou zarode¢né bunky pozorovdny az v pozdnim vyvoji jako vysledek
induktivniho signalu sousedni tkané (extracelularni signaly vyvolavajici tvorbu PGC
z pluripotentich prekurzorti). Tento vyvoj zarodeCnych bunck se nazyva epigeneze.
Naptiklad u podrobné zkoumanych mysi bylo prokazano, ze jsou PGC specifikovany
primitivnim ektodermem, indukci z endodermélnich blastomer (Sutasurja a Nieuwkoop,
1974). Nasledné¢ na to Lawson a kol., 1999 popsali signaly proteinu bone
morphogenetic protein 4 (BMP4) vychazejici z extraembryonalniho ektodermu, ktery
zajistuje vznik PGC. Z nedavnych studii vypliva, ze epigeneze, tj. tvorba PGC u mysi,
respektive savcl je ovlivnéna komplexem nékolika signali riznych proteini (Johnson

akol., 2011).

2.2.2. Struktura a lokalizace zarodec¢né plazmy

Zarode¢na plazma je ribonukleovy proteinovy komplex zahrnujici desitky rznych
RNA a proteinovych slozek. Tyto komponenty se sestavuji do cytoplazmatické
architektury zavislé na cytoskeletu. Struktura zarode¢né plazmy u studovanych zvitat
n¢kolika druhtt sdili spolecné charakteristiky, které je mozné urCit na zakladé
pozorovani pod elektronovym mikroskopem. Zarodecnd plazma je bohatd na

mitochondrie a strukturdlni komponenty obecné nazyvané jako elekrodenzni granule,
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tzv. nuage. Pfesné slozeni téchto granuli neni znamo. Neékolik studii ukazuje, ze
obsahuji, nebo jsou spojeny s proteiny ucastnicich se zpracovani RNA a RNA, kter¢é je
koduji (Anderson a Kedersha, 2006). Obecné je zarodeéna plazma v oocytech
organizovana asymetricky. U oocytt drapatky vodni (Xenopus leavis) (Houston a King,
2000) a dania pruhovaného (Danio rerio) (Kosaka a kol., 2007) nuage spole¢né
s mitochondriemi tvofi oblast zndmou jako ,mitochondrialni oblak®. V pozorovani
u drapatky se zarodecna plazma skladdala ze seskupeni nékolika desitek az stovek
mitochondrii a nuage, tzv. Balbianiho cytoplazma. V pribéhu previtelogenéze
avitelogenéze oocyti Balbianiho cytoplazma migrovala od jadra oocytu
k vegetativnimu polu, kde se pak rozptylila ve vegetativni cytoplazmé (Houston a King,
2000; Kloc a kol., 2001; Kloc a kol., 2002). Béhem a nasledné po oplozeni je zarode¢na
plazma vajicka drépatky nestejnorod¢ rozptylena ve vegetativni oblasti vajicka, kde je
béhem ryhovani bun€k nerovnomérné oddélovéna a specificky zabudovana do né€kolika
vegetativnich blastomer (Johnson a kol., 2011). Transplantaci vizualizované zarode¢né
plazmy u drapatky do abnormalni polohy hostitelského vajicka bylo zjisténo, ze PGC
mohou byt specifikovany a produkovany i v abnormalni poloze darcovské zarodecné
plazmé (Tada a kol., 2012). To znamend, Ze zarodecnd plazma nachézejici se ve
vegetativnim podlu je nezbytnym faktorem pro produkei funkénich PGC.

U jesetera ruského byla v previtelogennich oocytech pozorovana podobna
zarodecna plazma, nazvana stejné jako u drapatky Balbianiho cytoplazma. Ta nebyla
omezena na zietelné cytoplazmatické telisko, ale obklopovala cely zarodecny vacek.
U oocytu v této fazi méla Balbianiho cytoplazma sférickou strukturu s mitochondriemi,
prvky endoplazmatického retikula, Golgiho komplexy a nuage granule (Zelazowska
a kol., 2007). Tato charakteristika se podoba nékterym bezobratlym a obratlovcim,
véetné drapatky a kostnatych ryb. Dale byla tato zarode¢né plazma také pozorovéana ve
vegetativnim poélu jikry u jesetera sibifského tésné po oplozeni (Dvotak, 2011).

Jak uz bylo zminéno, u embryi kostnatych druhti ryb, jako je naptiklad danio,
probiha meroblastické ryhovani. Jikry téchto ryb jsou bohaté na Zloutkové bunétnou
masu a delici ryha nemiize proniknout do vegetativni ¢asti jikry. U dania bylo zjisténo,
Zze se zarodecnd plazma premistuje z vegetativni Ccasti, stejného mista jako
u zab a jesetert k délicim brazdam do animalni ¢asti embrya (blastodisku) (Raz, 2003),
coz bylo potvrzeno i1 u dalSich sledovanych druhti kostnatych ryb, zlat¢ho karase

(Carassius auratus) (Kitauchi a kol., 2012) a medaky (Oryzias latipes) (Herpin a kol.,
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2007), kde se zarode¢na plazma hromadila kolem distalnich konct §t€pné brazdy ve
stadiu 2—4 bungk. Theusch a kol. (2006) pozorovali migrace jednotlivych druhi RNA
zarodecné plazmy. Zplsob piemisténi zarodecné plazmy, resp. jednotlivych RNA nebyl
pIln¢ objasnén, protoze jednotlivé RNA byly do animalni ¢asti odvadény rtiznymi
cestami.

Charakteristickym znakem zarode¢né plazmy jsou zarode¢né granule nuage, jejichz
uloha neni zatim jasna. Nuage jsou specifické pouze pro zarode¢né bunky a byly
pozorované ve vétsing fazi gametogeneze ryb (PGC, oogonie, oocyty, spermatogonie)
(Eddy, 1975; Wallace a Selman, 1990). Podle Touryho a kol. (1977) a Azeveda (1984)
jsou nuage prostoupeny fibronuklearnim materialem a obsahuji proteiny a RNA. Tito
autofi se dale domnivaji, ze se nuage ucastni na vytvafeni novych mitochondrii
a ribozomu. Podle dalSich studii pfedstavuji tlozisté RNA a proteinil, které mohou byt
dilezité pro vznik, nebo diferenciaci PGC (Williamson a Lehmann, 1996; Ikenishi,
1998). U medaky v pocatecnich fazich embryogeneze byly nuage pozorovany ve vétsim
mnozstvi v pozdni migraci PGC, nez na zacatku pozorovani, z ¢ehoz vypliva, zZe
probiha neo-syntéza tohoto materialu (Hamaguchi, 1985). S opakovanou neo-syntézou
nuage je spojena i zména jejich struktury, vyplyvajici ze ztrat nékterych jejich slozek,
struktufe jsou vSak popsany na zacatku migrace PGC, nuage se tedy mohou podilet na
diferenciaci zarode¢nych linii.

Podle nedavnych studii by méla existovat maternalné kédovana autonomni regulace
vzniku PGC. U had’atka (Caenorhabditis elegant) a octomilky je transkripéni aktivita
PGC potlacena RNA polymerazou II (polll) (Johnson a kol., 2011). Stejny obecny
mechanismus, ktery inhibuje transkripci PGC je popsan u octomilky a hlistic. Nicméné
molekuly odpovédné za tuto aktivitu jsou Pgc a Piel (Nakamura a Seydoux, 2008).
Predpoklada se, Ze molekuly, které inhibuji aktivitu, tj. polll, Pgc a Piel jsou soucasti
zarode¢né plazmy, acCkoli toto bude tfeba jesté prokazat. Venkatarama a kol. (2010)
zjistili u drépatky, Ze v obdobi tvorby zarodecnych vrstev (od poloviny blastuly ptes
neurdlni fazi) je potlaena transkripéni aktivita PGC, ale molekuly ovliviiujici
transkripéni aktivitu PGC zatim nebyly popsany. Jak jiz bylo uvedeno vyse, zarode¢na
plazma je nezbytna pro vznik PGC. Gen vasa kodujici mRNA zarode¢né plazmy byl
prvnim markérem u dania (Olsen a kol., 1997; Yoon a kol., 1997). Kosaka a kol.(2007)

popisuje geny daz, nanos a vasa jako RNA markéry kodujici zarodecnou plazmu
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u dania. Bontems a kol. (2009) nasli u dania gen bucky ball (buc) dulezity pro
shlukovéni zdrode¢né plazmy.

U dania, zlatého karase je exprese vasa MRNA omezena na oblast zarodecné
plazmy, coz znamena, Zze vasa mRNA je soucasti zarodecné plazmy (Knaut a kol.,
2000; Kitauchi a kol., 2012; Knaut a kol., 2002). Oocyty dania se podobaji drapatce
(Johnson a kol., 2011) a Vasa RNA markér byl u drapatky také exprimovan (Komiya
a kol., 1994). U medaky (Oryzias latepis) byl ziskan homolog vasa genu — olvas
(Shinomiya a kol., 2000) a markér boule, ktery patii do skupiny geni DAZ (Xu a kol.,
2009). Dale byl napiiklad nanos gen jako markér tispé$né vyzkousen u embryi sedmi
druhd kostnatych ryb: zastupct Clupeiformes (sled’ — Clupeapallasii), Cypriniformes
(danio pruhovaného, danio perlové — Danio albolineatus, zlaty karas, mienka —
Misgurnu sanguillicaudatus), Beloniformes (medaka) a Perciformes (hlavace —
Leucopsarion petersii) (Saito a kol., 2006). Gen nanos, jako markér se udrzitel napti¢
fadou téchto kostnatych ryb. Déle byl vasa gen jako markér uspéSné pouzit u pstruha
duhového (Oncorhynchus mykiss) (Yoshizaki a kol., 2005). Bylo navrhnuto, ze
spektrem organizmu (Extavour a Akam, 2003).

Johnson a kol. (2011) popisuji u jesetera ostrorypého (A. oxyrhynchus) diftzni
expresi vasa a dazl kolem cytoplazmy oocytu v ruznych stadiich, v porovnani
s drapatkou nebo daniem nebyla exprese RNA markérii zarode¢né plazmy lokalizovana

v omezeném prostoru cytoplazmy oocytu.

2.2.3. Migrace a vznik PGC

U ryb a dalSich organismi vznikaji PGC jako mal4 populace bunék oddélend od
somatickych bun¢k (Wylie, 1999; Raz, 2002). V rybach vznikaji gamety z velkého
mnozstvi zarodeénych bungk, ty vSak pochazeji jen z nékolika desitek PGC (Saito
a kol., 2006). Jak uz bylo zminéno, PGC vznikaji v pocateénim vyvoji embrya v misté,
které neni kone¢nym mistem jejich urceni. Tyto zarode¢né builkky pak musi migrovat
pfes tkan¢ v urcitych fazich embryondlniho vyvoje z mista svého vzniku smérem ke
genitalni brazdé nebo jeji predpokladané oblasti (Braat a kol., 1999), zde se namnozi
a diferencuji do gamet. Migrace PGC nastane velmi brzy, davno pied rozvojem
pohlavni brazdy. Procesy migrace PGC byly rozsahle studovany napf. u Zab, ocasatych

obojzivelnikd, octomilky, kufat, mysi a nékolika zastupct kostnatych ryb (Whitington
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a Dixon, 1975; Nieuwkoop a Sutasurya, 1979; Santos a Lehmann, 2004; Shinomiya
a kol., 2000; Shinomiya a kol., 2000; Raz, 2003; Saito a kol, 2006). Je znamo, Ze
existuji dvé hlavni migraéni cesty PGC. Jednou z nich je krevni ob¢h, ktery je pouzivan
u ptaki. Druhd migracni cesta je pies ,,stfevo®, ktera se odehrava u vSech dalSich
zkoumanych organizmii.

U histologického a morfologického zkoumani migrace PGC né€kolika druhi ryb
bylo zjisténo, ze PGC migruji stfevni sténou, podobné jako u octomilky a mysi (Braat
a kol., 1999a). Dale nasledujici studie pomoci molekularnich markéri toto potvrdily.
U jeseter byly PGC lokalizovany 6 dni po oplozeni konvenénim a elektronovym
mikroskopem (Grandi a kol., 2007; Grandi a Chicca, 2008) a v soucasné dob¢ byl
popsan pivod PGC a jejich migra¢ni chovani (Saito a kol., 2014). U kostnatych ryb jsou
PGC specifikovany v okrajové (marginalni) oblasti blastodisku, v tésné blizkosti
zloutkové syncytidlni vrstvy, v pfedpokladané mezo-endodermalni oblasti ve stadium
blastuly jak je tomu napf. u dania pruhovaného (Braat a kol.,1999b). Béhem rané
somitogeneze jsou tyto bunky zarovnany na obou stranach trupu, pak se shlukuji pobliz
Zloutkového rozsifeni a migruji podél hranice téla mezodermu pies stievo k oblasti
budouci gonadalni brazdé, za vzniku dvou bilateralnich skupin, které nakonec zaujmou
misto budoucich gonad (Raz, 2003). Podobna migrace PGC byla pozorovana u dalSich
zastupcu kostnatych ryb (Shinomiya a kol., 2000; Saito a kol., 2006).

U dréapatky jsou PGC specifikovany ve vegetativnich blastomerach, nasledné na to
jsou PGC spolu s nékolika endodermalnimi buiikami pasivné piemistény do centra
endodermu (spodni ¢ast archanteronu), pfes archenteron se nejspiSe pasivné presunuji
k animalni ¢asti endodermu, kde se spoji s mezodermem. PGC spolu s mezodermem
Castecné aktivné migruji (autofi se domnivaji o pocateCnim castecném pohybu
mezodermalnich buné€k) pfes mesenterium, az dosdhnou dorsalni stény télni dutiny, kde
jsou tyto bunky rozdéleny na pravou a levou stranu (Whitington
a Dixon, 1975).

U ocasatych obojzivelniki PGC nemigruji pies endoderm archanteronu. PGC
u téchto organismi vznikaji v predpokladané bocni list€¢ mezodermu a migruji dorzalné
spolu s mezo-endodermalnim meziprostorem a mezenteriem, kde se pak tyto buiky
rozd€luji na pravou a levou stranu a tvoii genitdlni brazdu (Nieuwkoop a Sutasurya,

1979).
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Migrace PGC zavisi na bunééné autonomnich a neautonomnich mechanismech.
Pohyby PGC muzeme rozdé€lit na aktivni a pasivni. Pasivni pohyby zavisi hlavné na
prestavbé bunck v gastrulaci (napt. epibolie). Aktivni migrace se odviji od vlastni
pohyblivosti PGC.

Brzy po vzniku, PGC u dania podstoupi piechod z kulatych nepohyblivych bunék
do ,polarizovanych®  migraénich  bunék pro  aktivni pohyb  (Blaser
a kol., 2005). Ackoli molekularni nebo cytoskeletalni zaklad pro tento piechod neni
jasny, do pfemény PGC pted jejich migraci byly zapojeny dva geny (fosfatidylinositol3-
kinaza (PI3K) a dnd gen) (Weidinger a kol., 2003). Rybi PGC pozorované v umélych
kulturach si udrzuji svoji motilitu a bunécna motilita PGC se tak zda byt autonomnim
procesem (Blaser a kol., 2005; Li a kol., 2009).

PGC béhem své migrace k budouci gonadé podstoupi fizenou migraci. Do migrace
PGC drapatky se k orientaci sméru pohybu PGC zapojuji nckteré bunky. Adheze
a migrace PGC je inhibovana puasobenim hibetniho okruzi s fibronektinem, coz
naznacuje, ze orientace fibronektinu obsahujici extraceluldrni matrix je dilezitym
faktorem pro migraci PGC u tohoto druhu (Heasman a kol., 1981). Na druhé strané
u dania nebyl pozorovan vztah mezi PGC a endodermalnimi buitkami béhem migrace,
a misto toho mnoho studii ukazalo uzsi propojeni PGC s hlavnim mezodermem (Yoon
a kol., 1997; Braat a kol., 1999b; Weidinger a kol., 1999). U drapatky bylo dale
navrhnuto, Ze se SDF-1/CXCR4 signalizace chemokinil podili na fizeni sméru migrace
PGC smérem genitalni brazdé (Takeuchi a kol., 2010).

Stejné jako u drdpatky se rybi PGC stéhuji pomoci urcitych ptitahujicich a naopak
tlumicich chemokint, které ptisobi na receptory molekul v PGC. Naptiklad se migrace
PGC u dania tidi ligandem SDF-1a. Vazba tohoto ligandu na jeho receptor CXCR4b
aktivuje signalizacni kaskddu vedouci k bun&tné polarizaci PGC a sméruje migraci
smérem ke zdroji atraktantu, tj. k pohlavnich brazdé (Doitsidou a kol., 2002; Knaut
a kol., 2003). Kromé SDF-1a a CXCR4b mohou existovat jiné chemokinni receptorové
pary, které usmérnuji migraci PGC, protoze PGC dania migruji pfes mnoho tkani
produkujici SDF-1, ale postupem migrace tkanémi tvotici SDF-1 tento atraktant PGC
ignoruji (Kunwar a Lehmann, 2003). Migrace PGC u medaky je ovladana dvéma sdfl
geny (SDFla a SDF1b) vzniklymi duplikaci genomu. Tyto dva geny se Castecné
prekryvaji a spolupracuji ve spravném umisténi PGC (Herpin a kol., 2007). U dania byl

dale popsan mechanismus fizeni migrace PGC (Thorpe a kol., 2004), ve kterém je
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klicovym faktorem hydroxymethyl-glutaryl-koenzym A reduktaza (HMGCOAR). Tento
gen koduje klicovy enzym v biosyntéze cholesterolu, jehoz Cinnost je nutna k tvorbé
Geranyl-geranyl transferazy (GGT1) substrati, GGT1 spousti zvlastni prenylace
(lipidace) potiebné pro migraci PGC. Inhibice GGT1 méla za nasledek abnormalni
migraci zarodecnych bunék. Bylo prokazano, ze migrace PGC zkoumanych ryb zavisi
na né€kolika komponentech zarodecné plazmy a na integrit¢ zarode¢né plazmy.
Naptiklad, PGC nemohly spravné migrovat pii vyrazeni (knock downu) nékterych
slozek zarode¢né plazmy jako nanos (Koprunner a kol., 2001) a dnd (Weidinger a kol.,
2003). Knock down téchto slozek zpuisobil, Ze PGC nebyly lokalizovany (Blaser a kol.,
2005). U medaky je vasa gen pro migraci PGC buné¢né nezavisly (Li a kol., 2009).

Identifikace vice cilovych gend a urceni jejich role by mohla poskytnout nové
vyhledy k pochopeni molekuldrnich mechanismi iniciace motility a zahajeni migrace,
tj. kriticky krok pro normalni vyvoj zarode¢né linie s kone¢nou plodnosti organismu,
a nabizi nastroje pro manipulace s témito kroky v inzenyrstvi zdrode¢nych linii.

U Zab a ryb je mitoticka PGC aktivita béhem embryogeneze nizka, PGC zistavaji
béhem své migrace mitoticky klidné a rapidni zmnozeni zarode¢nych bunék se spusti az
v budoucich gonadach. U parmic¢ky (Barbus conchonius) byla pozorovana nizka
mitoticka aktivita PGC, pramémy pocet PGC dosahl 18. Mitoticka aktivita PGC pak
vV pllce somitogeneze zanikla a k masivnimu rozmozeni PGC doSlo az v misté
budoucich gonad, téméf 3 tydny po oplozeni (Timmermans a Taverne, 1989). Pocet
PGC v urcitych vyvojovych stadiich v ramci jednoho druhu muize naznacit genetickou

Cistotu populace, pozorovano u drapatky (Akita a Wakahara, 1985).

2.2.4. Vlastnosti a nastroje k analyze PGC

Diive bylo pozorovani PGC odkazano pouze na histologické nalezy vychazejici
z vlastnosti téchto bun€k. PGC se lisi od somatickych bunék v né€kolika morfologickych
charakteristikach (buiika o relativné velké velikosti s velkym jadrem, kulatého tvaru
s pritomnosti nuage) a polohou této bunky (Braat a kol., 1999; Nagaia kol., 2001).
Identifikace vasa genu u dania pruhovaného jako prvniho markéru zarode¢nych bunék
m¢él vliv na studium zarode¢nych bunék na molekularni urovni (Yoon a kol., 1997).
Vasa byl naklonovan u nékolika dal$ich druht ryb (Shinomiya a kol., 2000; Y oshizaki
a kol., 2000). Pouziti vasa proteinu napfi¢ nékolika druhy ryb (kmeny) ukazalo

zachovani sekvence, umoziujici profilovani exprese vasa proteinu pfes imunozbarveni
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pomoci ,anti-Vasa“ protilatky u riznych druhti ryb. Naptiklad anti-Vasa protilatka,
ktera byla vyrobena pomoci rekombinace vasa proteinu karase stfibfitého jako antigen
je pouzivana pro imunohistochemii k detekci distribuce vasa proteinu v saméich
a samic¢ich zarode¢nych burikach nejen u karase stiibfitého (Carassius carassius), ale
také u nékolika dalSich druht ryb ruzné fylogenetické piibuznosti (Xu a kol., 2005).

Markéry zarodecnych buné€k jsou u ryb stale nové zjistovany. Patii mezi né nanos,
dnd, dal, sdfl/cxcr4, boule a buc. Pouziti antisense RNA téchto gent jako sondy
usnadiiuje jejich jednoznacnou detekci PGC pomoci in situ hybridizace. Vasa-pozitivni
buniky jsou distribuovany do ruznych casti embrya v urcitych fazich vyvoje a ne
vSechny vasa-pozitivni bunky se vyviji do PGC. Pro zlepseni detekce PGC je vhodné
pouzit vice genetickych markéru (Li a kol., 2009). Proto byla u medaky vyvinuta dualni
fluorescenéni in situ hybridizace (FISH). Tento dvoubarevny postup umoziuje souc¢asné
oznacovani PGC s nejméné dvéma genetickymi markéry zarodecnych bun&k. Touto
metodou se vyrazné zleps$i vizualizace a dokumentace dynamicky vyvijejici se
zarodecné bunky.

Pro vizualizaci PGC u ryb se prozatim pouzivaji pfedevsim: vasa promotor (VAS)
a nanos promotor (NOS) spojeny GFP nebo RFP. Metoda zaloZena na mRNA reportéru
GFP nebo RFP, ktery je syntetizovan jako fluze na nepiekladané oblasti 3'(3'UTR)
zarodecného genového markéru, jako je napt. nanos (Ciruna a kol., 2002; Koprunner
a kol., 2001). Lokalizace RNA se uréuje podle cis-elementi v RNA. Ty jsou umistény
obvykle, ale ne vyhradng, vramci 3'UTR zprostiedkujici interakce mezi trans-
pusobicimi bilkovinnymi faktory a RNA. U nékterych ryb, jako je naptiklad danio,
existuje evoluéné zachovana oblast vasa3'UTR cil RNA translace do zarode¢nych
bunék a tento vasa3'UTR pracuje také u drapatky (Xu a kol., 2010). Oblast nos13'UTR
u dania kontroluje specifickou expresi PGC u nékolika dalSich druht ryb, vcetné
medaky (Saito a kol., 2006; Ding a kol., 1993). 3'UTR ovliviiuje RNA stabilitu, funkce
pro lokalni koncentraci RNA, a/nebo jeji translaci. U dania mRNA vasa (Wolke a kol.,
2002) a nanosl(nosl) (Mishima a kol., 2006) jsou selektivné degradovany
v somatickych buikach, ale stabilizovany a translatovany v PGC. Tento mechanismus
usnadnuje identifikaci domn¢lé lokalizace sekvenci RNA zarodecné plazmy a PGC
(Rangan a kol., 2008). Tato technika vyuziva lokalizaci projevu (exprese) z injekované
syntetické RNA, ale ne exprese ze stabilni transgenni linie. Tato metoda se nazyva

lokalni RNA exprese (LRE). Kromé rychlosti a jednoduchosti poskytuje LRE jednu
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dalsi vyhodu, tj. vSestrannost: znacena RNA odvozena z PGC a zarodecné plazmy je
pouzitelna i u jinych druhti ryb (Saito a kol., 2006). V disledku toho ma LRE stale vyssi
vyuziti pro oznacovani PGC v dynamickych procesech jako migrace, proliferace
a preziti béhem embryonalniho vyvoje ryb (Herpin a kol., 2007; Weidinger a kol.,
2002). U LRE je vsak rozdilna stabilita a translace injekované RNA a potiebna exprese
pfed formovanim PGC nenastane, tzn. pocatek PGC specifikace nelze pfesné touto
metodou stanovit. Mnozstvi RNA aplikované do embrya vyzaduje zkusenosti k ziskani
pifiméfeného kontrastu pro jasné pozorovani a naslednou dokumentaci. Kromé toho,
mnozstvi injekovanych embryi v kazdém experimentu je omezeno a rizna embrya
mohou vykazovat rozdily v relativni (PGC versus soma) a absolutni intenzité signalu
(napt. PGC signal mezi embryi). LRE byla omezena na znaceni PGC v pocatec¢nich
(napt. nanos3 u medaky) je lepsi nez siln¢jsi promotor (vasa u medaky), pokud se

pozorovani PGC zaméii na pocatecni faze vyvoje, nebo naopak (Xu a kol., 2010).

2.3. Reprodukéni technologie vyuzivajici PGC

2.3.1. Kultivace zarode¢nych bunék

Pro zékladni studie a inZenyrstvi zarodecnych bunék skytaji kultury zarode¢nych
bunék obrovsky potencial. Buné¢éna kultura PGC a vyvinutych zarodecnych bunék byla
zkouSena u mysi, kufat a ryb, viz niZe. V prub¢hu Zivota dospélce u vétSiny zvifat samci
zarode¢né bunky u testes produkuji spermie, které prenaseji genetickou informaci mezi
generacemi. Na pocatku spermatogeneze jSOU prospermatogonie, ty pokracuji
v proliferaci a vyvijeji se v nediferencované spermatogonie typu A, saméi zarodecné
buriky, které maji schopnost sebeobnovy (Brinster, 2002). Vzhledem k tomu, Ze dospélé
testes obsahuje zarodecné kmenové bunky, bylo vyvinuto usili k izolaci
a kultivaci bunécnych kultur. U mys$i bylo nékolik bunéénych linii kultivovano
z dospélého testes (Hofmann a kol., 1994, Guan a kol.,, 2006). U medaky byla
kultivovana bunécna linie spermatogonii z dospélych testes (Xu a kol., 2010).

Kultivace PGC je vsak prozatim ve fazi pocatecniho vyzkumu. Matsuietal a kol.
(1992) uspésné kultivovali mysi PGC, coz vedlo k tvorbé embryonalnich zarode¢nych
bunék. Kultury PGC byly také zalozeny u kutat (Van De Lavoir a kol., 2006). Fan a kol.
(2008) navrhuje vhodné metody pro kultivaci PGC dania. Laboratof Yoshizaki
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izolovala pstruzi PGC a zkoumala jejich rustové reakce v kratkych casech kultivace (Xu

akol., 2010).

2.3.2. Tvorba zarode¢nych chimér

Pochopeni a znalost vyvoje zdrode¢nych bun¢k poskytuje zaklad pro inzenyrstvi
zarode¢nych bun¢k. Jednim takovym piistupem je transplantace zarode¢nych bunék do
hostitele.

Chiméra je jedinec, jehoz télo je tvofeno z bun¢k pochdzejicich ze dvou riiznych
jedinct. V pfipad€, ze jsou chimérismem postizeny pohlavni bunky hovoiime o tzv.
zarode¢né chiméfe. Zarode¢nou chiméru lze vytvorit transplantaci darcovskych PGC
nebo spermatogonii do embrya piijemce (Braat a kol., 1999a).

U modelovych druhli ryb byly znaéné pokusy v tvorbé zarodecnych chimér. Hong
a kol. (1996) uvadi chimérickou kolonizaci bun¢k v zarodeéné linii u medaky. Ma a kol.
(2001) popisuji tvorbu zarode¢né chiméry u dania. Uspéchy u tchto ryb vyvolaly
obdobné pokusy u akvakulturnich druhti. Kolonizace transplantovanych zarodecnych
bunék byla popsana i u nékolika moiskych druht ryb (Chen a kol., 2007; Chen a kol.,
2004). Probihajici prace si kladou za cil dosazeni vysoké uclinnosti pii tvorbé
zarodecnych chimér, zpravidla vhodnym nacasovanim izolace a transplantace
zarode¢nych bunck.

V soucasné dobé je u embryi ryb vyvinuto nékolik transplantacnich technik

zarodeénych linii (Okutsu a kol., 2006a).

2.3.2.1. Transplantace PGC

Jednou z metod tvorby zarodeénych chimér je metoda transplantace PGC.
U nc¢kolika druhli ryb byla pouzita mikroinjekace ¢asti blastomery ve fazi blastuly,
napiiklad u dania (Lin a kol., 1992), pstruha duhového (Takeuchi, a kol., 2001)
a medaky (Wakamatsu a kol., 1993) nebo vytvofeni tzv. sandwich chiméry, vloZzenim
spodni ¢asti blastodermu mezi oddélené casti blastuly piijemce (Lina kol., 1992;
Wakamatsu a kol., 1993; Yamaha a kol., 2001). U téchto metod se transplantuje ¢ast
blastuly s pfedpokladanym vyskytem PGC spolu se somatickymi bunikami. Saito a kol.
(2008) pak transplantovali mezi riznymi druhy dénia izlované PGC. Z embryi ve fazi
somitll se izoluji PGC. Izolované PGC se pak transplantuji do hostitelského embrya

(u kostnatych ryb do okrajovych ¢asti blastodisku, pfevazné ve fazi somiti).
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2.3.2.2. Transplantace zarode¢nych linii

Transplantace spermatogonialnich zarodeénych linii (GCT) byla plavodné
vytvofena u kutat (Tajima a kol., 1993) a mysi (Brinster a Zimmermann, 1994). GCT
byla aplikovdna u mnoha zivocisnych druhd, véetné domacich savca (Honaramooz
a kol., 2002), ptaka (Kang a kol., 2008) a ryb (Kim a Broxmeyer, 1998). Vzhledem
k dostupnosti pro in vitro fertilizaci a embryogenezi je pouziti GCT u ryb relativné
snadné (Okutsu a kol., 2006b; Takeuchi a kol., 2009a). Transplantace rybich GCT byla
poprvé popsana u pstruha duhového ,,naroubovanim* smési testikularnich bun¢k do
izogenetické nezral¢ gonady s nizkou ucinnosti darcovsky odvozené spermatogeneze
(Naglera kol., 2001). Dale byla provedena uspésna kolonizace piijemce gonady
transplantovanymi syngennimi nebo xenogennimi spermatogoniemi (Okutsu a Kol.,
2006a). Lacerda a kol. (2010) navrhli novou metodu pro rychlou obnovu
transplantovanych zmrazenych a cerstvych spermatogonii, kde jsou spermatogonie
injekovany do testes dospélych ryb, u kterych byla potlacena endogenni
spermatogeneze busulfanem. Nedavné studie u lososovitych odhalily dva ptedpoklady
pro integraci intraperitonealné transplantovanych darcovskych spermatogonii. Jednim
z nich je vek larev pfijemce, ktery ma vliv na ucinnost kolonizace darcovskych PGC
nebo spermatogonii. Druhym piedpokladem je, ze pouze spermatogonie typu A maji
schopnost kolonizovat genitalni brazdu ptijemce (Takeuchi a kol., 2003; Okutsu a kol.,
2006a). Proto je v zajmu objevit markéry pro spermatogonie. U pstruha se zda byt
takovym markérem Notch1(Yano a kol., 2009).

2.3.2.2. Sterilizace hostitele pro produkci zarode¢nych chimér

Nezbytnou podminkou pro produkei potomstva zarode¢nych chimér je odstranéni
nebo sniZeni poctu endogennich PGC embrya piijemce. ZvySeny podil heterogennich
PGC v zarode¢né chiméfe nam neposkytne dostate¢nou produkci potomstva
zarodecnych bunék darcovského pivodu.

Strategii sterilizace hostitele je nckolik. Nejjednodussi metodou sterilizace
recipienta je triploidizace pomoci retence druhého polového téliska nebo hybridizace.
Tyto metody jsou ovsem pouzitelné pouze v nekterych ptipadech. OvSem u jeseterti
nebyla prozatim prokazana sterilita u triploidi ani Zadnych kombinaci hybridu.
Alternativni metodou vhodnou pro tyto ryby je doCasné vyfazeni exprese genu jako je

vasa, nanos, dnd vyskytujicich se predevsim v PGC pomoci antisense morpholino
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oligonukleotidu (MO). MO docasné modifikuje expresi uréitych gent. Proces funguje
na dvou urovnich, pii splicingu pre-mRNA a translaci mRNA. Pted splicingem se MO
navaze na znamou sekvenci vasa, nanos, dnd genu v pre-mRNA. Kodujici extrony se
znamou sekvenci genu jsou pii splicingu spole¢né s nekddujicimi introny vystiihany
a docasné¢ se tak vytradi ¢innost zndmych gent. Pii druhém mechanismu ptsobeni se
morfolino navdze na usek mRNA a zablokuje translaci mRNA na ribozomu. Naptiklad
vyfazeni dnd ve fazi blastuly morfolinem ovliviiuje pieziti a migraci PGC do gonad, coz
hostiteli pln€¢ otevie moznost pro kolonizaci transplantované darcovské PGC
(Kobayashi a kol., 2004). Morfolino je v soucasné dob¢ Siroce uzivano a pouzivaji se
modifikace  tohoto oligonukleotidu, napfiklad casto pouzivany morfolino
fosforodiamidatovy oligonukleotid MPO (Sumanas a Larson, 2002). Dale byly
syntetizovany a testovany nckteré molekuly na bazi DNA a RNA, peptidické nukleové
kyseliny (PANs) (Egholm a kol., 1992) a molekuly s kratkymi useky podobnym
nukleovym kyselinam (Weller a kol., 1991; Huang a kol., 1991).

Dalsi metoda null mutation, pfi které trvale vyfadime znamé geny zarodecné
plazmy je jiz genovd modifikace organismu a z diivodu stfetd s legislativou je pro
sterilizaci hosta méné¢ vhodnd. A nakonec strategie chemickych latek potlacujici
gametogenézy v podobé koupeli a krmiv v riznych vyvojovych stadiich nezarucuji

100% ucinnost a dostatecnou bezpecnost zdravi ohrozujici prace.

2.3.3. Perspektivy vyuZziti zarodecnych bunék

Rybi zarode¢né buiky ziskaly rostouci zajem ze tiech divodd. Za prvé, ryby
nabizeji jedineéné snadnou embryologii pro experimentovani a Zivé zobrazeni
dynamickych procestt vyvoje PGC. Za druhé, ryby piedstavuji velkou skupinu
obratlovcli s mnoha ohroZenymi druhy. Kultivace zarode¢nych bunék a transplantace
poskytuje mocny néstroj pro kryokonzervace a Siteni téchto druhti ndhradni reprodukei.
Za tieti, ryby jako obratlovci maji mnoho spole¢nych ryst se savci, véetné ¢lovéka. Je
vSeobecné pfijimano, ze Udaje ze zdrodecnych bunek ryb vnesou nahled do pochopeni
rozmnozovani a neplodnosti. Naptiklad neddvné narozeni ryby Holly demonstruje
moznost semi-klonovani jako nové reprodukéni techniky. Semi-klonovana ryba Holly
(Yi a kol., 2009) byla vytvoiena za piedpokladu, ze haploidni kmenové buiikky embrya
jsou schopné napodobovat spermie k produkci plodného potomstva. Tato ryba pochazi

z mozaiky oocytu, kterd méla haploidni meiotické jadro oocytu a transplantované
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haploidni mitotické¢ kultury bunécnych jader. Toto mitoticko-meiotické spojeni
podporuje normalni vyvoj, prokazujici proveditelnost semi-klonovani v reprodukéni
medicing.

U ryb se experimentalni analyza funkce geni ve vyvoji zarodeénych linii
predevsim spoléha na knock down pozorovaného genu. VSechny geny zarodecné linie,
které byly v rybach analyzovany, se zdaji byt nezbytnymi pro tvorbu PGC. Presné
uréeni role téchto genli napomtize ke zlepSeni metodik vizualizace piivodu a migrace
PGC u jednotlivych druhii a knock down téchto genii poskytne U¢innou metodu
sterilizace hosta pro transfer PGC.

Vyvoj technologie mobilnich embryondlnich kmenovych bunék bude
v budoucnosti velmi zddouci. Vytvareni stabilnich kultur PGC bude piedstavovat dalsi
budouci smér. lzolace, kryokonzervace a transplantace zarode¢nych bunék z ryb
v kombinaci s mezidruhovym transferem PGC dokonce i u nékterych fylogeneticky
velmi vzdéalenych druhti, tj. xenogeneticka transplantace, mad vyznam udrzitelné
akvakultury a zachovani biologie. Tyto nabizené¢ moznosti mtizou vést k posileni stavi
ohrozenych druhti a zefektivnit produkci komeréné chovanych ryb. Naptiklad
mezidruhovy piesun PGC mulZe napomoci ke zkraceni genera¢niho intervalu
u n¢kterych dlouho dospivajicich druhti ryb tim, ze transplantujeme zarodecné bunky
dlouho dozravajicich ryb (naptiklad jesetefi) do embryi rychleji dospivajicich druhd.
Transplantované buniky by se pak teoreticky pfi jejich zrani fidily hormondlni Grovni
hosta. Touto myslenkou se zabyva napi. Tokijskd univerzita Marine Science and
Technology, kde uvadéji dva druhy Celedi makrelovitych, tufidka obecného (Thunnus
thynnus) dospivajiciho v 7-8 letech pti 300 kg v roli donora PGC a makrelu obecnou
(Scomber scombrus) v roli hosta dospivajici v pulce roku Zivota pii 0,3 kg. Pokud by se
transplantovand PGC ujala, tak zde méame predpoklad az 16 nasobného zkraceni

genera¢niho intervalu (Yoshizaki, 2010).

3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Piiprava GFP nosl 3'UTR mRNA

3.1.1. Transformace plazmidové DNA pomoci bakterii
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DNA plazmidy nesouci GFP nosl 3'UTR mRNA, pfipravené v Japonsku (Faculty
of Fisheries Sciences, univerzita Hokkaido, Hakodate), byly dodany na tvrdém papite
s oznacenim mista jejich lokalizace (jednotliva kolecka) a uchovéany piti 4 °C az do
pouziti. KoleCko s plazmidem (obsahujici nejméne¢ 10 pg DNA) bylo vystiizeno,
rozpusténo v 50 pl 10 mMTris-HCL) a uchovano na ledu. Poté byla DNA namnoZena
za pomoci bakterii E. coli (Topota Cloning Kit; Life Technologies, s. r. o; Ceska
republika). Do zkumavky s bakteriemi E. coli (50 pl) bylo pfeneseno 4 ul roztoku
plazmidu. Vznikly liga¢ni roztok (dispreze plazmidu a bakterii) byl 30 min. inkubovan
na led€. Pro inzerci DNA (plazmidu) do plazmidu bakterii byla zkumavka s ligacnim
roztokem zahtata (heatshock) na 30 s, ponofenim do horké ldzn¢ s vodou o teploté
42 °C a nasledné zchlazena po dobu 2 min. na ledé. V poslednim kroku bylo ptfidano
950 pl S. O. C. média (médium se pouziva k ziskani maximalni uc¢innosti transformace
E. coli (Life Technologies, Ceska republika) vytemperovaného na pokojovou teplotu.
Takto pfipravena suspenze byla inkubovana na termobloku po dobu 45 min. pti 37 °C
s intenzitou michani 150 rpm. V prubéhu inkubace byly pfipraveny Ampicilonové
agarové plotny na Petriho misky pro rust bakterii dle firemniho protokolu (Invitrogen,
katalog. ¢. Q602-20) a po ztuhnuti byly plotny zahtaty v inkubatoru na 37 °C. Vyhodou
pouziti imMedia™ Growth Media je modro/bilad selekce bakterii (blue/white colors
creening), coz je zpusob, kterym Ize orientacné rozliSit kolonie bakterii obsahujici
plazmid s vloZenou cizi DNA od kolonii, které obsahuji pouze intaktni plazmid bez
vlozené cizi DNA.

Po inkubaci byla suspenze bakterii rozprostiena sterilni sklenénou ty¢kou po celé
plose agarovych ploten (cca 100 pl suspenze bakterii na 1 Petriho misku). Pro zamezeni
kontaminace s vn&jS§im prostfedim bylo pracovano po celou dobu za sterilnich
podminek (rukavice, sterilni laboratorni material, flow-box). Takto pfipravené Petriho
misky byly pro narist kolonii bakterii vloZzeny do inkubatoru na 10-14 hod. pi1 37 °C.
Nasledujici den byly vypichnuty (dotknutim S$picky) pouze bile kolonie do 10 pul PCR

H20 a uchovany pfi -20 °C pro nésledné pouziti, viz nize).

3.1.2. Polymerazova Fetézova reakce (PCR)
Tento krok je nezbytny pro rychlé zmnoZeni poZadovan¢ho Useku DNA a pro
ovéfeni, zda dané ,,vypichnuté bilé kolonie* obsahuji ve svém plazmidu ndmi vlozenou

DNA.
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Prvnim krokem byla ptiprava 10 ul PCR mixu o slozeni: 5 ul PPP Master Mixu
(Top-Bio, CR); 0,4 ul primeru 1F se 100 pmol'ul* CTGACCCTGAAGTTCATCTG;

0,4 pl primeru 2R se 100 pmol'ul'l GGCGETTATGTTTGTCAAACTG; a 4,2 ul
templatu (DNA vypichnutd z 1 kolonie bakterii a rozpusténa v PCR H,0). PCR
probéhla za nasledujicich podminek: 94 °C po dobu 3 min., néasledovalo 30 cykla
(94 °C -20's,55°C —-20s, 72 °C — 1 min.), 72 °C — 5 min., s uchovanim vzniklého
produktu pii 4 °C. Nasledn¢ na to bylo naneseno 10 pl vzniklych PCR produkt na 1%
agarosovy gel (pfipraveny v TE (Tris/EDTA) pufru) a elektroforeticky rozdéleno po
dobu 25 min., pfi napéti 100 V. Jako kontrola byl pouzit DNA standart o délce
200-1500 bp (Top-Bio, CR). Spravné DNA bandy pro dalsi pouziti mély velikost 1kb.

3.1.3. Amplifikace vybranych bakterialnich kolonii s plazmidem DNA

Na zaklad¢ piredchozich krokd byly z Petriho misek vypichnuty kolonie se
spravnym inzertem sterilni Spickou do 2 ml zkumavky a bylo pfiddno 1,5 ml LB media
(Luria Bertani Broth medium, médium pro rdst bakterii piipravené z tablet Sigma-
Aldrich, USA). Takto nachystana startovaci kultura byla inkubovana 8 hod. pii teploté
37 °C za intenzivniho tfepani (300 rpm). Po inkubaci byla startovaci kultura opétovné
zfedéna LB mediem (500-1000x), ptelitim startovaci kultury do 250—-300 ml LB media.
Takto nachystana kultura byla inkubovana pii 37 °C po dobu 12 aZz 16 hod. pfi tiepani
(300 rpm). Kultura by podle protokolu méla dosahnout bunééné hustoty piiblizné

3-4x 10° ‘ml™?, ktera obvykle odpovida vzniklé peletce o hmotnosti priblizng 3 g™
media. NamnoZzené bakterialni buiiky byly centrifugovany pii 6000 xg po dobu 15 min.
pii teplot¢ 4 °C a procistény pomoci kitu QIAGEN Plasmid Maxi Kit (Qiagen,
Némecko) dle firemniho protokolu (Qiagen, 2005).

3.1.4. Enzymaticka digesce, prurifikace (prociSténi) amplifikovanych DNA
plazmidi a jejich transkripce na RNA

Pro naryhovani plazmidu a ziskani pozadované sekvence DNA z plazmidu byla
pouzita restrikéni endonukleaza Xbal (Sigma-Aldrich), ktera S$t€pi DNA v misté
rozpoznani 5'-TCTAGA-3' pro generovani fragmenti DNA s 5'-koheznimi termini.

Bylo postupovano dle firemniho protokolu (Invitrogen, katalog. ¢. 15226-012).
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Spravnost nasednuti restrikéni endonukledzy a nastfihnuti jedné ¢asti kruhového
plazmidu na jeho linearizaci byla ovétena elektroforeticky, kdy mél byt obdrzen produkt
(band) o velikosti 4 kb. Naproti tomu u plazmidi, kde Xbal nenasedla spravné, byly
obdrZeny 3 bandy menSich velikosti. Vzorky byly rozdéleny pomoci 0,8% agarosového
gelu v TE pufru piinapéti 100 V, za dobu 3045 min. Nasledovalo procisténi DNA
pomoci PCI (phenol/chloroform/isoamyl-alkohol v poméru 25:24:1 pro odstranéni
kontaminujicich proteini, které¢ byly nasledné vysrazeny 100% etanolem. Po vysrazeni
etanolem byl DNA plazmid ve formé peletek, které pak byly docistény od zbyvajicich
soli a malych organickych molekul promytim 70% etanolem. Po procisténi byla
koncentrace plazmidu nafedéna na 1 ug'pl’l pomoci TE pufru. Poslednim krokem byla
transkripce linearizovaného plazmidu DNA na mRNA pomoci kitu mMESSAGE
mMACHINE Kit (Ambion, USA). Vysledkem bylo obdrzeni GFP nosl 3'UTR mRNA.
Pro injekaci byla syntetizovani mRNA nafedéna na 300 pgpl™ pomoci 0,2 MKCL

a uchovana pfi -80°C pro nasledné pouziti.

3.2. Ziskani a priprava embryi k mikroinjekaci

V této studii jsme pouzili embrya od paru jesetera malého z FROV JU. Spermiace
ryb byla vyvolana intramuskularni injekaci homogenizovaného extraktu kapii hypofyzy
(CPE) v davce 4rng'kg'1 télesné hmotnosti. Sperma bylo odebrano 48 hod. po
hormondlni injekaci pfepuSténim spermatu pomoci kanyly z urogenitalni papily do
samostatné nadoby pro bunéc¢né kultury. Ovulace jiker byla vyvolana CPE ve dvou
davkach: nejprve 0,5 mg'kg™ tlesné hmotnosti a po 12 hod. od prvni injekce v davce
4,5 mg'kg'1 télesné hmotnosti. Jikry byly ovulovany 18-20 hod. po druhé injekci
a nasledné oplozeny predem aktivovanym spermatem vodou z lihné€ o teploté 15 °C
(1 kg jiker: 25 ml > 90% motilniho spermatu: 4 litry).

Lepivost oplozenych jiker byla odstranéna opakovanym ponofovanim jiker do
0,04% roztoku taninu (kyselina tfislova) (Sigma-Aldrich) na dobu 30 s, 20 s a nakonec
10 s s propiranim jiker vodou z lihné mezi jednotlivymi ponofovacimi koupelemi. Po
odlepkovani jiker byla pro usnadnéni injekace sondy GFP nosl 3'UTR mRNA pomoci
pinzet odstranéna vnéjsi vrstva chorionu, L2 a L3 vrstvy. Embrya pfipravena k injekaci
se inkubovala v dechlorované vodovodni vodé obsahujici 0,01 % penicilinu a 0,01 %

streptomycinu pii 15 °C v Petriho miskach, az do vylihnuti. V 100 ml této vody bylo
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maximaln¢ inkubovano 20 embryi a voda byla kazdych 24 hod. obménéna. Kontrolni

skupina embryi byla inkubovéna za stejnych podminek bez dechorionace.

3.3. Mikroinjekace GFP nosl 3'UTR mRNA

Pro zjisténi pivodu a sledovani migrace PGC byla uméle syntetizovana
GFP nosl 3'UTR mRNA pod stereomikroskopem s kamerou (DFC425C camera, Leica,
Germany) pomoci mikromanipulatoru s mikroinjektorem a sklenéné kapilary
injekovana do cytoplazmy animalniho nebo vegetativniho p6élu oplozené jikry, resp.

embrya ve stadiu 2—8 bun¢k po dechorionaci.

3.4. Pozorovani puivodu a migrace PGC

Oznacend embrya byla v pribéhu jejich vyvoje (od stddia 2—8 bunék do obdobi
kuleni) pozorovana a fotografovdna ve svételném poli a fluorescenéni snimky byly
ziskany pres filtry pro GFP pomoci stereomikroskopu M165FC a digitalni barevné
kamery (Leica, Némecko). Béhem pozorovani byla hodnocena intenzita GFP
fluorescence (somatické builky — mald intenzita fluorescence, versus domnélé
a migrujici PGC — silngj8i intenzita fluorescence). Déle byly v pribéhu pozorovani
zpracovany udaje o Gcinnosti vizualizace a po¢tu PGC v embryu, viz Tab 1.

Kontrolni skupina embryi byla pouze vizualné kontrolovana aZz do konce
pozorovani oznacenych embryi a Udaje o zménach byly zaznamenany stejnym

zpusobem jako u pokusné skupiny.

3.5. Izolace

Poté co se PGC objevily, kolem zadni okrajové oblasti embryonalniho téla v pozdni
neuralni fazi, byl embryondlni fragment obsahujici PGC chirurgicky oddélen pomoci
pinzet. Odd¢leny fragment byl pro ziskani jednotlivych PGC ponofen do Ringerova
roztoku (111,2 mMNaCl; 3,4 mMKCI; 2,7 mMCaCl2-2H20; 23,7 mMNaHCO3;
pH 7,4) s 0,5 % kyseliny citronové, 0,1 % trypsinu, 0,1 % kolagenazy. K inhibici
enzymatické reakce a k zamezeni shlukovani bunék byly izolované PGC umistény na

sklenéné misky naplnéné Ringerovym roztokem s 3% BSA.
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4. VYSLEDKY

U embryi jesetera, kde byla mRNA injekovdna do animélniho p6lu, nebyly PGC
v zarode¢ném téle pozorovany a somatické bunky byly znaceny pouze slabou expresi
GFP (Obr. 1 A, Tab. 1).

Na druhé¢ stran¢ u embryi jesetert injekovanych do vegetativniho pélu byly PGC
pozorovany. PGC se projevovaly silngjsi a castéj$i GFP fluorescenci nez okolni bunky
(Obr. 1 B-F, Tab. 1). U téchto embryi byla pozorovana slaba GFP exprese zejména ve
ventralni zloutkové oblasti (Obr. 1 F, Sipky), zatimco PGC byly z pocatku pozorovany
Vv blizkosti ocasniho hrbolu na endodermu bohatym na Zloutek ve stadiu po uzavieni
neuralni trubice (Obr. 1 B—C). Tyto bunky se nasledné oddé€lily od oblasti Zloutku se
slabou expresi GFP a migrovaly do téla embrya. V tomto stadiu byly PGC
distribuovany ve tvaru pulmeésice kolem vyvijejiciho se ocasniho hrbolu (Obr. 1 C).
PGC se nadale pohybovaly spiSe axidlnim smérem a nasledné byly rozdéleny do dvou
populaci, do levé a pravé strany zarode¢ného téla, v pribéhu vyvoje (rozsiteni) zloutku
béhem somitogeneze (Obr. 1 C-E).

V pribéhu této migrace casosbérné snimani ukazalo aktivni migraci PGC
prostfednictvim vznikajicich bunéénych vystupkli. Ve stadiu 30 PGC migrovaly
dorsalné a vétSina z nich se usadila na obou stranach vyvijejiciho se Zloutkoveho
rozSiteni (Obr. 1 E). Do stadia 32 se tyto builky vyrovnaly podél hranice mezi télem
a embryonalnim Zloutkovym rozsifenim (Obr. 2 F). V tomto stadiu PGC vykazovaly
méné aktivni migraéni chovani, coz naznacuje, Ze jsou PGC pfesunuty pasivné
obklopujicimi somatickymi bufikami. Nasledn¢ na to byly PGC axialné pfesunuty pies
travici trubici a hibetni mezenchym ke hibetni casti télni dutiny. V priméru bylo
v kazdém embryu nalezeno 23,5 PGC (Tab. 1). Na konci migrace PGC vytvotily dvé
linie genitdlni brazdy, a proto jsme dospéli k zavéru, Ze vizualizované bunky jsou
skute¢né PGC.

Na zaklad¢ vysledki  zc¢asosbérného  snimani pod  fluorescenénim
stereomikroskopem, piedchozi studie (Dvorak, 2011) a nedavné studie (Saito a kol.,

2014) bylo vysvétleno schéma vyvoje PGC béhem embryogeneze jesetera (Obr. 2).
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Tabulka 1. Uginnost vizualizace PGC u jesetera 4 dny po oplozeni po mikroinjekaci
GFP nosl 3 'UTR mRNA v 1-4 bunétném stadiu embrya.

Pocet normalné  Pocet embryi Pocet PGC v embryu

Pocet o ] ] ) Rozsah poctu
vyvijejicich se s oznacenymi  (aritmeticky primér)
embryi PGC
embryi (%) PGC (%) (xSD)
AP * 44 33 (75,0) 0 (0,0) 0,0 (x0,0) 0-0
VP * 47 35 (74,5) 33 (94,3) 23,5 (x17.1) 0-59
Kontrola 42 39 (92,9) - - -

* AP, animalni pdl; VP, vegetativni pal.
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Obrazek 1. Oznacené embryo injekaci GFP nosl 3 'UTR mRNA do animalniho polu (A) a do vegetativniho polu (B—F). (A) Animalni pol

oznaceného embrya ve stadiu 32. (B) Vegetativni pol oznaceného embrya ve stadiu 24. V tomto stadiu byly PGC v pocatku nalezeny v okrajovych
¢astech zadni oblasti vyvijejiciho se embrya. (C) Embryo ve stadiu 26. PGC migrovaly dorzalné, v prib&hu tvorby ocasniho hrbolku. Do konce tohoto
stadia byly oznacené PGC distribuovany ve tvaru pilmésice, ktery obklopoval vyvijejici se ocasni hrbolek. (D) Embryo ve stadiu 28. PGC byly
rozdéleny do dvou populaci, levou a pravou stranu embryonalniho téla. V tomto stadiu byla fluorescence PGC silné€jsi nez v pribéhu stadia 24
a 26. Vétsina PGC byla stale lokalizovana na Zloutkové kouli. (E) Embryo ve stadiu 30. VétSina PGC byla lokalizovana na zloutkovém rozsifeni, ale
nékteré PGC byly jesté stale situovany na zloutkové kouli. (F) Embryo ve stadiu 32. PGC jsou lokalizovany v misté budoucich gonad. Nékteré z téchto
bun¢k migrovaly axialnim smérem. PGC migrovaly na dlouhou vzdalenost z mista jejich piivodni polohy (Sipka). Horni sloupec zobrazuje svétlé pole,
prostfedni sloupec je fluorescencni zobrazeni a dolni sloupec je zvétSsené pole fluorescenéniho zobrazeni z prostfedniho sloupce. B-E jsou zadni

zobrazeni. E a F jsou bo¢ni pohledy. Bily pruh stupnice predstavuje 500 um.



Obrazek 2. Schematické znazornéni vyvoje PGC u jeseteri béhem embryonalniho vyvoje. (A) 1. bunééné stadium. (B) Stadium poc¢ate¢niho
ryhovani: podélny fez animalné-vegetativni osou. (C) Stadium gastruly: podélny fez animalné-vegetativni osou. (D) Stadium neuralace: podélny fez
animalné-vegetativni osou. (E-1) Stadium uzavieni neuralni trubice: transverzalni fez embryem. (E-2) Stadium uzavieni neuralni trubice: zadni bo¢ni
pohled. (F) 4 Embryo 4 dny po oplozeni: bo¢ni pohled. (G) Embryo 5 dni po oplozeni: boéni pohled. Oblast §edé barvy je mistem injekace fluorescentu.
Cervena oblast (A) ukazuje embryonalni oblast, kde byla zirodeéna plazma pozorovana pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM) (Dvofék,
2011). Cervena oblast (B) je vyskyt zarodetné plazmy v poateénim ryhovani (Saito a kol., 2014). Cervené te¢ky (C) a (D) jsou piedpokladané PGC.
PGC jako jednotlivé bunky bylo v téchto fazich obtizné pozorovat, protoze PGC zistavaly ve skupiné s GFP pozitivnimi vegetativnimi bunikami.
Cervené te¢ky (E-G) jsou migrujici PGC. Ve stadiu (E) jsou PGC na Zloutkovych buiikach podél zadni &asti zarodeéného téla seskupeny ve tvaru
pulmésice. Kolem stadia (E) az (F) vykazuji PGC aktivni pohyby s bunéénymi vybézky. (G) Vétsina PGC byla transformovéana do kruhového tvaru

a nasledn¢ byly pasivné pfesunuty smérem ke gonadalni brazdé¢ pres mezenchym.
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5. DISKUZE A ZAVER

U kostnatych ryb je zndma uCinnd vizualizace PGC injekaci GFP nos3 3 'UTR
MRNA, resp. GFP nosl 3'UTR mRNA do oblasti animalniho pélu (Saito a kol., 2006).
U téchto embryi, injekovanych ve stadiu 2—8 buné¢k, byla pozorovana GFP exprese ve
stadiu blastuly a to pouze jen na injekované animalni ¢asti, coz ukazuje, ze injekovana
mRNA se sama o sobé¢ nemohla S§ifit diky své vysoké molekulové hmotnosti (asi
44,000). U oznacenych embryi jesetera, kde byla mRNA injekovana do animalniho
polu, nebyly PGC pozorovany a somatické buiiky v zarodeéném téle byly znaceny
pouze slabou expresi GFP.

Na zékladé histologickych udaji byla zarodecnd plazma lokalizovana u jesetera
sibifského 30 s po oplozeni pomoci TEM ve vegetativnim polu (Dvotak, 2011), coz
potvrzuje dikazy o preformaci. V této studii bylo toto potvrzeno uspés$nou vizualizaci
PGC injekaci GFP nosl 3 '"UTR mRNA do vegetativni Casti jesetefiho embrya. Saito
a kol. (2014) popisuji ptechod zarode¢né plazmy do jednotlivych blastomer u jesetera
pomoci GFP-zfbuc mRNA, dale potvrzuji tvorbu PGC ve vegetativnim polu pomoci
FITC a tspésnou xenogeneticou transplantaci jeseteti PGC do zlatého karase naznacuji,
Ze jsou migracni vzory Siroce konzervovany i mezi vzdalenymi druhy ryb.

Lokalizace ortologniho genu nanos v zarode¢nych buiikdch byla potvrzena témét
u vSech studovanych taxont (Extavour a Akam, 2003; Ewen-Campen a kol., 2010). Jiz
diive bylo prokazéano, ze se 3 '"UTR nanos3 podrobi rozkladu v somatickych bunkéach,
a naopak je stabilizovan v PGC interakci s mikro RNA (miR-430), Dnd a Dazl
(Mishima a kol., 2006; Giraldez, 2006; Mishima, 2012). Vysledky této studie naznacuji,
ze mechanismus podminéné regulace nanosl MRNA by mél byt zachovan
u jeseterl stejn¢ jako kostnatych ryb (Saito a kol., 2006, 2011). Nicméné byla také
pozorovana pomeérné vysokd GFP exprese v somatickych buiikach. Podobny uc¢inek
zaznamenali Saito a kol. (2006), kdy byl GFP nos3 3 'UTR mRNA dania injekovan do
jiker fylogeneticky vzdalenych druhti a dale zjistili, Ze pozadi exprese GFP
v somatickych buikach byla silnéjsi, nez kdyZ se RNA injekovala do jiker dania
a dalSich pfibuznych druhd. Nosl 3 'UTR dania zprosttedkovany miR-430 ukazal
pomérné slabou funkci v jesetefich embryich, pravdépodobné pro velkou
fylogenetickou vzdalenost téchto dvou druhti. Také je mozné, Ze ostriivky zarodecné

plazmy, které nejsou pouzity pro tvorbu PGC, mtizou chranit injekovany nosl 3'UTR
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pfed degradaci. Bez ohledu na vysvétleni ponékud vysoké exprese v somatickych
buiikach je tieba poznamenat, Ze se tato exprese snizila v priabéhu embryonalniho
vyvoje a vPGC se tato exprese zvySila. Proto bylo navrhnuto, Ze je funkce
nosl 3 'UTR mRNA zachovana u vSech druht ryb.

Pro mikroinjekaci fluorescentu do jikry je u mnohych druhti ryb nutné ztencit obaly
ztenceni obalu, oddélenim L3 a L2 vrstvy od vzniklého vmezefeného prostoru pomoci
pinzet (Dvorak, 2011). Tento navrh byl pii této studii uspésné praktikovan.

Pomoci této studie jsme dale zjistili piivod a migracni vzor PGC u jeseterd
(Obr. 2). Migracni trasy PGC jesetert z mista jejich vzniku do gonadalni brazdy se 1isi
od Zab, 1 kdyz tyto buniky byly specifikovany podobné jako u Zab. U drépatky jsou PGC
specifikovany ve vegetativnim polu a migruji smérem ke gonadalni brazdé uvnitf
endodermu a nasledné¢ mezo-endoremu (Whitington a Dixon, 1975). Jeseteti PGC
migrovaly po etapé¢ 22 na zloutkovou kouli, dale pak na Zloutkovou rozsifeninu
a nakonec PGC domigrovaly smérem ke gonadalni brazd¢ ptes mezenchym. Tento
migracni vzor se podoba mnohym druhlim kostnatych ryb, u kterych PGC migruji na
zloutkové kouli kolem okraje boc¢ni listy mezodermu kzadni c¢asti embrya
(k Zloutkovému rozsifeni) a nasledn¢ na to osidluji genitalni brazdu (Saito a kol., 2006).

Ze studii popisujici migraéni trasy PGC lze rozpoznat druhové specifické rozdily
Vv ptivodu a migracnich drahdch PGC, zatim se vSak nenaSel vztah mezi migracnimi
vzory PGC a fylogenetickou vzdalenosti mezi druhy. K objasnéni obecnych zasad
puvodu a migrace PGC je dilezité popsat kazdy druh zv1ast.

Dale se po objeveni PGC, v pozdni neurdlni fazi, GspéSné podatilo izolovat
a zpracovat PGC pro dal$i mozné vyuziti (transplantace, kultivace a kryokonzervace).
Transplantace PGC muzZe u jeseterli vyrazné zkratit genera¢ni interval, napf. by mohl
byt pii transplantaci PGC z vyzy velké, ktera dospiva v 18 letech, do sterilniho embrya
jesetera malého dospivajiciho uz v 5 letech, generac¢ni interval az 3x zkracen. Dale by
mohla transplantace v pfipadé¢ kryokonzervace umozZnit obnoveni darcovského
genotypu. Kryokonzervace PGC u jeseterti hraje vyznamnou roli pro uchovani genotypu
s maternalni mtDNA téchto ohroZzenych druhti. V soucasné dobé je metodika
kryokonzervace PGC velmi dobie zpracovana u kostnatych druht ryb, ale poznatky
z kryokonzervace PGC jeseterti zatim nejsou a zapoceti kultivace jesetetich PGC je

otazkou budoucnosti.
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7. SEZNAM ZKRATEK

FISH Fluorescencni in situ hybridizace

GCT Transplantace zarode¢nych linii

GFP Zeleny fluorescencni protein

GGT1 Geranyl-geranyl transferaza

HMGCoAR Hydroxymethyl-glutaryl-koenzym A reduktaza
LRE Lokalni RNA exprese

PGC Primordialni gonocyt

TEM Transmisni elektronova mikroskopie

UTR Neptekladana oblast (untranslated region)

8. PRILOHY

Priloha I Embryonalni vyvoj jesetera ruského podle Dettlaff a kol. (1993).

Cisla pod jednotlivymi obrazky znamenaji vyvojové etapy

(stadia) embrya.

21at

49



50



i

51



52






35Ad

358 lat

35Cd

Chronologie embryogeneze u jeseterli v primérné inkubacni teploté 18 oc,

modifikovano z Dettlaff a kol., 1993 (pteklad z Hochleithner a Gesner, 2001).

Stadium | Cas [hod.] | Cas [t0] | Popis embrya a jeho rysy
1 0 0 Jikra v dobé oplozeni.
2 07 1 Zmizeni svétlého polarniho bodu, tvorba perivitelinniho
’ prostoru.
Excentricka akumulace pigmentu v animalni oblasti,
3 1,6 2 14
tvorba svétlého srpku.
4 2,5 3,5 Rozdéleni animalniho pélu 1. $tépnou ryhou.
5 3,4 4,5 Rozdéleni animalniho pdlu 2. $tépnou ryhou.
6 4,3 5,5 Rozdéleni animalniho pélu 3. $tépnou ryhou.
7 52 6,5 Rozdéleni animalniho pélu 4. $t€pnou ryhou.
8 6,1 7,5 Rozdéleni animalniho pélu 5. $tépnou ryhou.
9 7,3 9 Vegetativni oblast zcela rozdélena 7 stépnou ryhou.
10 8.2 10 Podatecni formace blastocelu, déleni bunék je stale
synchronni.
Pocatecni blastula, desynchronizace jaderného déleni
11 10 12 . .
v animalnim pélu.
12 12.3 15 !:’ozdm blastula, j’ednotllve burfiky na animalnim pdlu
jsou neroznatelné.
13 16,1 19,5 ZaCatek gastrt'JI’ac,e, trvorpa pigmentovaného pasu
kolem ekvatorialni oblasti.
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Pocateéni gastrula, invaginace zarode¢ného materialu

14 1 20,5 pfes hibetni okraj prvoust.

15 225 275 Stfedni gastrula, animalni zarode&. material pokryva
2/3 povrchu embrya.

16 25 30 Velky Zloutkovy bod.

17 27,5 32,5 Maly Zloutkovy bod.

18 31,4 38 Konec gastrulace, prvousta ve tvaru $térbiny.

19 32.3 39 Pocatecni neuralace, v okoli hlavy se objevuji neuralni
valy.

20 334 40,5 Neuralni deska je Siroka a zcela zfetelna.

21 24.4 417 Pntahovam (sp019v’an|) neu’ralnl valll do sebe, objevu;i
se zaklady exkre¢niho systému.

22 36.4 44 Pozdntn_t’aurala’ce, neuralnlv v’aIstou spojene,
prodluzuji se zaklady exre¢niho systému.

23 373 45 Neu_ralpl trubllcelje uzavfena, jasne znatelny Sev
spojeni neuralnich valu.

o i i Proces tvorby o€i, v kranialni ¢asti se zesiluji zaklady
exkre€ni soustavy.

o5 i i Lateralni ploténky dosahuji konce zadni ¢asti hlavy a
jejich zacpicatélé konce se sbihaji.

26 50 60 Lateral,nl ploténky se spojuji, v misté spojeni se
zaklada srdce.

27 53,2 64 Tvorba trubicovitého zakladu srdce.
Zaklad srdce ma podobu prodluzujici se trubice, svaly

28 57,3 69 C ex C - : :
trupu jesté neodpovidaji kontrakci na stimulaci.

29 60 72 Srdce se ohyba do tvaru S a zacina bit.

30 62 74.5 Spicka ocasu se.pnbllzwe k srdci, zadni ¢ast trupu a
ocas se napfimuji.

31 Spi¢ka ocasu dosahuije k srdci, embryo dokaze hybat
hlavou a ocasem.

32 78 93,5 Spi¢ka ocasu se dotyka hlavy.

33 - - Zadni ¢ast trupu a ocas jsou zcela narovnané.
Embryo se dostdva z membran a dokaze se pomalu

34 - - .
pohybovat vpfed.

35 105 126 Lihnuti Jednotvllvych prelarv, embryo se dokaze rychle
pohybovat vpred.

36 - - Masové lihnuti.
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9. ABSTRAKT

Znaceni a izolace primordialnich gonocyti jesetera

Primordialni gonocyty (PGC) u nékterych zivocichl, vcéetné ryb vznikaji po
oplozeni v extragonadalnim misté¢ z maternalné dédéné zarodecné cytoplazmy a béhem
embryogeneze migruji do oblasti budoucich gonad, kde diferencuji do gamet. Tvorba
a migracni vzory PGC byly studovany u n¢kolika modelovych druhti zvifat a je znamo,
ze tyto vzory od sebe lisi.

Jesetefi patii do tiidy paprskoploutvych ryb (Actinoptergii), u které je fylogeneticka
pozice jeseterti mimo skupinu kostnatych ryb a navic se vyvojovy vzor jeseterii podoba
vice obojzivelniklim nez kostnatym rybam.

Touto studii jsme vyvinuli injekacni techniku pro vizualizaci PGC jeseterti pomoci
GFP nosl1 3'UTR mRNA. U jesetera malého (A. ruthenus) jsme zjistili, Zze jsou PGC
specifikovany ve vegetativnim p6lu embrya. Nasledné na to jsme popsali migra¢ni trasu
PGC. Vzniklé PGC aktivné migrovaly na Zloutkov€é bunéfnou hmotu, Zloutkovou
rozsifeninu a pak byly pasivné pfesunuty do gonadélni brazdy. Tato studie je dikazem
o tom, ze jsou PGC specifikovany maternaln¢ dédénou zarodeénou plazmou,
nachdzejici se ve vegetativni Casti embrya. Zpusob specifikace PGC u jeseteri byl
podobny zZabam, ale migracni vzorec se podobal kostnatym rybam.

Dale se nam pro dal$i potiebné studie povedlo tspésné izolovat PGC.

Klic¢ova slova: PGC, jeseter, embryogeneze, migrace PGC, zarodecna plazma,

vizualizace PGC

10. ABSTRACT

Identification and isolation of primordial gonocytes in sturgeon
Primordial gonocytes (PGCs) in some animals, including fish arise after
fertilization in extragonadal region from maternally inherited germline cytoplasm, and
migrate to the future gonads region during embryogenesis, where they differentiate into
gametes. PGCs formation and migration patterns have been studied in several species

models, and it is known that these patterns differ from each other.
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Sturgeons belong to class ray-finned fishes (Actinoptergii), in which the sturgeon
phylogenetic position is an out-group to teleost fishes, the sturgeon development pattern
is similar to amphibians more than teleost fishes.

In this study, we demonstrate an injection technique for sturgeon PGCs
visualization by GFP nosl 3'UTR mRNA. We found that the Sterlet (A. ruthenus)
PGCs are specified in the vegetative pole of the embryo. Subsequently, we reported the
PGCs migration route. The arisen PGCs actively migrated on the yolky cell mass, yolky
extension, and after that passively move to gonadal ridge. This study provides evidence
that the PGCs are specified by maternally inherited germplasm, located in the vegetative
part of the embryo. Sturgeon PGCs specification was similar to that of anuras, but the
migration pattern resembled that of teleost.

Furthermore, we successfully isolated PGCs to next needed studies.

Keywords: PGC, sturgeon, embryogenesis, migration PGCs, germplasm,

visualization PGCs
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