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Primordialni gonocyty a
diferenciace pohlavi.

Primordialni gonocyty (neboli = PGC; primordial germ cells; prapohlavni
bunky; bunky specializované pro tvorbu pohlavnich bunék)

PGC umoznuji prenos genetickych informaci mezi generacemi

Pohlavni bunky se diferencuji z malého mnozstvi PGC v pribéhu ¢asné
embryogeneze.

PGC vytvareji zarodec€né linii, které pozdéji ,,osidluji* gonadu.
Vedle znalosti biologickych jsou dulezité v biotechnologickych

aplikacich u ryb s prenosem PGC mezi druhy, véetné transgenoz,
zmrazovani atd.

Zarodeéna plasma byla nalezena u oplozen;'/ch jiker mnoha druhu ryb

U zebricky Danio rerio byly izolovany ,vasa“ a,nanos” geny.
Predevsim vasa je pouzivana jako molekularni marker PGC kdy
umoznuje identifikovat a lokalizovat PGC

Vasa (vyznam pri formovani proteinu) i nanos (vyznam pri migraci PGC)
RNA jsou maternalné dédény. Transkripéni RNA vasa a nanos byly
lokalizovany jako slozky zarodecéné plasmy.
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Lokalizace vasa RNA v embryu
zebricky
> Lokalizace ve stadiu 2, 4, 32 a 1000 blastomer ve
4 bunkach od stadia F tzn. v pozdni blastule mezi

4000 — 8000 bunkami dochazi k segregaci do
dcerinych (okolnich bunek, jedna se jiz o PGC).

A. 1-cell stage B. 2-cell stage C. 4-cell stage
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D. 32-cell stage E. 1000-cell stage F. late blastula stage



Lokalizace PGC

> U embrya zebricky
Migrujiikiastiy 4 BGC S {ovpmme ooy o soraton
do dorsalni ¢asti —
budouciho embrya s
lokalizaci do dvou mist
na kazdé strané B e e B/
em b ry a frontl view ool sy

> U pstruha duhového A, 5 B
B se PGC lokalizuje v
dorzalni Casti brisni
dutiny, porizeno v
ocnim stadiu

F. 24 hrs post- i
fertilization,
lateral view, left

)
=)

Otomar Linhart, Rizena
reprodukce ryb, 2018 3



Tvorba zarodecnych linii

> U pstruha duhoveho A, B, se vytvari z PGC po vykuleni
zarodecna linie. PGC migruji po mitotickém mnozeni v
urcitych obdobich do budouci gonady. PGC jsou
vizualizovany u transgendzniho pstruha duhového zelenym
fluorescencnim proteinem tzv. GFP proteinem, pochazejici z
meduzy. Lze vyuzit latku ,morfolino®, ktera fluorescenéné
zbarvi vhesene PGC.

Otomar Linhart, Rizena . 2%
reprodukce ryb, 2018 e s tEL P




Vyuziti primordialnich gonocytu

» Moznost odberu vizualizovanych PGC,
a jejich uchovavani ve zmrazenem
stavu.

» Prenos do hostitelskych embryi
(chimér) v obdobi migrace PGC s
budouci produkci gamet tzn. jiker a
spermii puvodniho druhu.
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Diferenciace pohlavi

> Gonada (obvykle parovy
organ) je tvoren
somatickymi bunkami s
kolonizaci pohlavnimi
bunkami (PGC
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Diferenciace ovaria

» Sexualni (pohlavni) diferenciace
zacina tvorbou ovarii a casové
pozdeji nastupuje vytvareni
testes, existuje | simultanni vyvoj
napr. u tilapie.

> Prvni prubeh vytvareni ovaria je
mitotické mnozeni PGC, ale
rovnez | somatickych bunek pro
tvorbu gonady, na které navazuje
produkce specializovanych bunek
pro produkci steroidu. Zarodecéné
bunky se nachazeji v meioticke
profazi s naslednym spojenim
protilehlych valu somatickych
bunek, ktere vytvori ovarialni
dutinu.

Ovarialni dutina
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Diferenclace testes

» U gonochoristu s pohlavim XY, tedy
mlicaku zebriCky, uhore se nejprve vyviji
rudimentarni ovarium s ovogoniemi a
rannymi stadiemi ovocytu (rozvoj
ovogeneze) a az nasledné dojde po
apoptose ovocytu k rozvoji
spermatogonii a spermatogenesi

> Pozdéji u XY mli¢aku se v budoucim
testes z eferentniho kanalku zalozi
chamovod s postupnou mitdézou
spermatogonii. Dale se tvori bunky
produkujici steroidy. Nasleduje meioza u
sekundarnich spematogonii s vyvojem
spermatocytu.
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Urover mitdzy a meiozy v dobé
differenciace

> Hlavni obdobi diferenciace zarodecnych bunek
tzn. nastup mitdézy a nasledné meiozy je u tilapii
mezi 35 az 100 dny po vykuleni, u kapra v obdobi
po 30 dnech (20 °C) po vykuleni, pstruha
duhového v 35-42 dnu pri 10-11 °C po vykuleni.

> Narust mitoticky se mnozicich zarodecnych
bunek je enormni. U pstruh duhovy ma po
vykuleni 50 ks zarodecnych bunek, po 4 tydnech
je u samice 2000 zarodecnych bunek, po 10
tydnech 12 000 zarodecnych bunék, u samcu do
10 tydnu se neprekona 2000 zarodecnych bunék.
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Vliv endogennich hormonu na
diferenciaci pohlavi

Iniciatorem diferenciace jsou s nejvétsi pravdepodobnosti vnitrni
hormony a geny odpovéedné za pohlavi.

Z mnoha experimentu je jasné, Zze v dobé diferenciace jsou podavané
androgeni a estrogeni hormony velmi efektivni.

Zakladem uspésné diferenciace na samici pohlavi predstavuji
folikularni bunky se steroidnim hormonem kolem PGC.

V zakladech testes jsou pritomny Leydigovy bunky s produkci
steroidu se signalem z adenohypofyzy.

V dalsi fazi je dominujici FSH s produkci steroidu v Sertoliho
bunkach.

S produkci steroidl souvisi Uroven specializovaného enzymu.
Produkce 17 beta estradiolu s vazbou na estorgeny je receptorem
propojena s tvorbou enzymu aromataza. Tento nejdulezitéjSi enzym
se vytvari pouze u XX jikernacek. Pri zablokovani funkce aromatazy
dojde k maskulinizaci (tilapie nilotika, pstruh duhovy). Naopak u XY
samcu hydroxyléaza aktivuje tvorbu 11 KT testosteronu s naslednou
vazbou na testosteron.

Otomar Linhart, Rizena
reprodukce ryb, 2018 10



Vliv steroidu nebo genu ridici

diferenciaci pohlavi
> U tilapie nilské — nezavisle
steroidni hormony na
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Tilapie niloticka, enzymy dulezité pro
produkci estrogennich a androgennich
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Vnejsi vlivy na diferenciaci pohlavi

Je zfejma vazba vnéjSich steroidu na receptor, ktery pusobi na
transkripci/nebo expresi genu odpovédnych za pohlavi.

Oba receptory existuji v ovariich a testes.

Existuji vlivy fyzikalni, chemicke a socialni na diferenciaci
pohlavi.

U tilapie vysoka teplota zablokuje produkci aromatazy a tim
dojde k maskulinizaci. Na druhe strane u YY (nadsamcu) tilapie
pri vysoke teplote spolu s hormonalni podporou produkce
aromatazy bylo dosazeno feminizace.

Plasticita zmény pohlavi je obrovska — gavunovec argentinsky
(Odontesthes bonariensis) — 100 % jikernacek 15-19 °C; — 0 %
jikernacek pri 29 °C; naopak 24-25 °C moduluje pohlavi v
pomeru 1:1.
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Zvrat pohlavi u gynogenetickych kapru tzn. kapru genotypu
XX) priklad

72 Meitoticka gynogeneze provedena na jare 1998:

« Vytér jikernacek a mlicaku kapra.

 Inaktivace spermii UV zarenim s prikonem 1600 yWs' UV po dobu 6
min

* Oplozeni s inaktivovanym spermatem, kontrola uspéchu inaktivace
spermatu barevnym markerem s pouzitim jikernacky KOI (Pri
dobrém ozareni vSechno potomstvo barevné KOI tzn.

gynogenetické, pri Spatné inaktivaci potomstvo zelené; zelena
barva je dominantni, oproti ostatnim barvam).

 Po 5 min po aktivaci gamet chladovy Sok (0-2°C), 35 min.

72 Vysazeni do rybnika; v hmotnosti 4 g tzn. 50-55 dnech sloveni a nasazani
do recirkulaéniho systemu (25 °C) krmeni od 4 g dietou s 0,1 g 17-a-
methyltestosterone v kg krmiva po dobu 40 dna (Linhart at al., 1995).

72 Ve stari jednoho roku pri teploté 20 °C byli gynogeneti€ti maskulinizovani
kapfri plné zrali.
2 Pro produkci celosami¢i populace kapra Dbylo pouzito 13

maskulinizovanych gynogenetickych jedincti (odebrano celkem 15 mi
spermatu).
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Ukazka recirkulaci pro zvrat pohlavi u gynogenetickych kapru




Gonady u 60 dnu stareho pludku lina

Juvenilni jikernacka 2 Juvenilni mligak
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Hermafrodic

ké gonéd

Maskulinizovani

gynogeneticti
kapri ve stari 1
roku
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