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HORMONALNI STIMULACE SPERMIACE REOFILNICH DRUHU JESETERA
MALEHO A PARMICKY ZRALOCI POMOCI PLGA MIKROCASTICOVYCH
SYSTEMU S RIZENYM UVOLNOVANIM GONADOLIBERINU

1. CiL METODIKY

Optimalizace hormonalni stimulace spermiace modelovych druht reofilnich
ryb - jesetera malého (Acipenser ruthenus) a parmicky zraloci (Balantiocheilos
melanopterus) pomoci mikrocasticovych systémd na bazi kopolymeru
kyseliny mlé¢né a glykolové (PLGA) s Ffizenym uvolhovanim savcich analogt
gonadoliberinu.

2. VLASTNI POPIS METODIKY

2.1. Hormonalné stimulovana reprodukce reofilnich druhi ryb

Vlivem nevhodného stavu vodnich tokd (Spatny morfologicko-ekologicky
stav, snizena kvalita a kvantita vody, tlak predatort) je vysazovani akvakulturné
vyprodukovanych ndasad reofilnich druhl ryb jeden z nejvyznamnéjsich faktord
vedoucich k posileni jejich populaci a druhové pestrosti. Produkce nasady
reofilnich ryb, at uz do volnych vod nebo do intenzivni akvakultury, je plné
zavisla na umélém nebo poloumélém vytéru. Optimalizace umélého vytéru
reofilnich ryb je tak klicovym faktorem vedoucim k zajisténi stabilni produkce
kvalitniho nasadového materialu.

Potfebahormonalnévyvolanéumeéléreprodukceje zaloZzenananeschopnosti
reofilnich druhd ryb podstoupit findlni zrani gamet v kontrolovanych
podminkach (Podhorec a Koufil, 2009) nebo potifebé synchronizace zrani
samcich a samicich gamet. Absenci finalniho zrani gamet jsou v zajeti postizeny
hlavné samice reofilnich druht (Mylonas a kol., 2010), zatimco u samcl se
primarné stretdvame se snizenou schopnosti produkovat kvalitni sperma.
Pri¢inou vyse popsané dysfunkce jsou odliSné podminky prostredi v zajeti, které
se vyrazné lisi od podminek v pfirozeném fi¢nim prostredi (Zohar a Mylonas,
20017). Historicky nejstarSim feSenim této reprodukéni dysfunkce bylo
podavani preparatl zalozené na aplikaci exogenniho luteiniza¢niho hormonu
(LH), napt. ve formé kapfi hypofyzy (Yaron a kol., 2009). Objev gonadoliberinu
(GnRH), jakozto ustfedniho regulatora reprodukéni kaskady a nasledna syntéze
superaktivnich GnRH analogl (GnRHa), umoznily vzniknout t¢inné reprodukéni
terapii u ryb. Jednou z vyznamnych vyhod neuropeptidu GnRHa je moznost
aplikace formou systém s fizenym uvolfiovanim.

Vedle typu hormonalné ucinné latky je zasadnim faktorem ovliviujicim
ucinnost pfipravku forma jeho administrace. V pfipadé ,klasické” aplikace
v podobé rozpusténi uGcinné latky ve fyziologickém roztoku je vyraznou
prekazkou rychle postupujici enzymaticka degradace aplikovaného peptidu



snizujici jeho ucinnost (Zohar a kol., 1989). Po podani dosahne koncentrace
peptidu v plazmé svého maxima a poté v pribéhu desitek minut az nékolika
hodin velmi rychle klesa (Mylonas a kol.,, 2017). K dlouhodobému udrzeni
efektivni hladiny GnRHa je proto zapotrebi opakované podani, jinak klesa
plazmaticka koncentrace peptidu pod Gé¢innou hladinu. Re$enim jsou systémy
s fizenym uvolhovanim umoznujici dlouhodobé a kontrolované uvolfiovani
uc¢inné latky (Mylonas a Zohar, 2001). Mezi nejcastéji vyuzivané systémy
s fizenym uvolfiovanim GnRHa v akvakultufe patfi implantaty ethylen-
vinyl-acetatu (EVAc), cholesterolové pelety nebo mikrocastice na bazi
kopolymeru kyseliny mlé¢né a glykolové (PLGA) (Mylonas a Zohar, 2001).
S vyuzitim systému s fizenym uvolfovanim GnRHa umoznujicich dlouhodobou
stimulaci sekrece LH se setkavame témér vyhradné u morskych druhl ryb
s asynchronnim zranim oocytl a opakovanym tfenim v rozestupu nékolika dni
az tydnl (Mylonas a kol., 1997). Aplikace systému s fizenym uvolfiovanim vedla
u téchto druhd ryb k uspésné stimulaci spermatogeneze (Mylonas a Zohar,
20071; Rainis a kol., 2003). V pfipadé sladkovodni akvakultury nevedly dosud
publikované pokusy s fizenym uvolfiovanim GnRHa k vyznamnému zlepSeni
spermiace u studovanych druhd (Linhart a kol., 1995; Alavi a kol., 2012). Nami
predkladana metodika popisuje pro akvakulturu reofilnich druhd ryb inovativni
postup stimulace spermiace formou PLGA mikro¢asticovych systému s fizenym
uvoliovanim mGnRHa. PLGA mikrocasticovy systém s fizenym uvolfovanim
mGnRHa je moZné poridit na Ustavu farmaceutické technologie v Brng,
Farmaceuticka fakulta, Masarykova univerzita, PharmDr. Jakub Vyslouzil, Ph.D.

2.2. PLGA mikrocasticovy systém s fizenym uvolfiovanim GnRHa

Pfedlozend metodika predstavuje systém s fFizenym uvolfiovanim
mGnRHa na bazi PLGA ve tvaru pevnych castic kulovitého tvaru a velikosti
15-25 pm (Obr. 2 a Obr. 3). PLGA mikrocastice se vyznacuji vysokou urovni
biokompatibility a biodegradibility (Han a kol., 2016) a v organizmu se
rozkladaji na organizmu pfirozenou kyselinu mlé¢nou a kyselinu glykolovou
(Obr. 1). Mikro¢astice maji homogenni vnitini strukturu bez obalu tvofenou
polymerem s rovhomérné rozprostienou aktivni latkou s excipienty (Han a kol.,
2016). Vyhodou mikrocastic je jejich vicedilny charakter, tzn., 1éciva latka je
distribuovana v mnoha malych samostatnych mikrocasticich. Diky tomu je
léciva latka rovhomérnéji rozmisténa v misté aplikace a pfi pfipadném selhani
jedné jednotky nedochazi k selhani celé davky (Lengyel a kol., 2019). PLGA
mikrocastice s hydrofilnim neuropeptidem mGnRHa jsou syntetizovany tzv.
metodou odpareni rozpoustédla za vyuziti dvojité emulze. Charakteristickym
rysem vyuzivanych PLGA mikroc¢astic je kinetika uvolfiovani GnRHa,
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predstavovana pocate¢nim uvolnénim signifikantniho mnozstvi 1éc¢iva kratce
po aplikaci s naslednym gradudlnim poklesem do vycerpani zasoby léciva (Obr.
5). PLGA mikrocastice jsou aplikovany formou kapalné suspenze, coz umoziuje
presné davkovani i mensim druhdm ryb, na bazi objem versus hmotnost ryby.
Pfesné davkovani PLGA mikrocastic je velkou vyhodou oproti jinym systémim
s fizenym uvolfovanim, kdy je velikost systému, resp. implantatu, pevné dana
(Mylonas a Zohar, 2001).
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Obr. 1. Degradace PLGA v rybim organizmu.
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Obr. 2. Snimek vzorku mikro&dstic ze skenovaciho elektronového mikroskopu (Méfitko
50 um) (Foto: J. VyslouZil).
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Obr. 3. snimek PLGA mikrocdstice ze skenovaciho elektronového mikroskopu (Méfitko
5 um) (Foto: J. Vyslouzil).

2.3. Modelové druhy reofilnich ryb

Za Ulelem ovéfeni ucinnosti PLGA mikrocasticového systému s fizenym
uvolfiovanim GnRHa stimulovat spermiaci byly vybrany dva druhy reofilnich
ryb. Jako modelovy druh manifestujici lehkou formu reprodukéni dysfunkce
v podobé zhorsené Urovné spermiace byl vybran neptavodni reofilni druh -
parmicka zraloc¢i (Balantiocheilos melanopterus) a za Ucelem vyhodnoceni
dopadu experimentalniho oSetfeni na indukci a synchronizaci spermiace byl
vybran pudvodni reofilni druh trvale drzeny v kontrolovanych podminkach -
jeseter maly (Acipenser ruthenus). Pfi vybéru modelovych druh reofilnich ryb
bylo pfihlizeno rovnéz k velikosti reofilnich ryb, naro¢nosti na chov a moznosti
celoro¢ni prace s danym druhem.

2.4. Metodika pripravy PLGA mikrocastic

Doporu¢enou metodou pfipravy PLGA mikrocastic je tzv. odpareni
rozpoustédla z nasobné emulze voda/olej/voda (Obr. 5). Princip metody
spociva v odpareni tékavého organického rozpoustédla, ve kterém se polymer
rozpusti, a vtomto roztoku se dale disperguje Ié¢ivo ve formé roztoku, emulze
¢i suspenze. Béhem odparovani organického rozpoustédla se z polymeru
vytvori pevna, vysoce sféricka ¢astice, ktera zachyti 1é¢ivo ve své strukture. To
je rozptyleno v celém objemu ¢astice relativné rovnomérné, takze Iékova forma

-10 -
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ma pak matricovy charakter. Jako hormonalné ucinné latky inkorporovatelné
do PLGA kopolymeru se vyuzivaji analogy gonadoliberinu, v nami vyuzité
metodice se konkrétné jedna o sav¢i analog GnRH s komer¢nim nazvem
Alarelin, APExBIO, USA. Stejné jako pavodni molekula GnRH je mGnRHa peptid
s vysokou rozpustnosti ve vodé. Jako nosny materidl se pouzije kopolymer
kyseliny mlé¢né a kyseliny glykolové, konkrétné Resomer® 753 (75% kyselina
polymlécna, 25% kyselina polyglykolova).

Prvnim krokem celé pfipravy (Radinova, 2021) je pfichystani jednotlivych
fazi. K pripravé olejové faze se do zkumavky se Sirokym hrdlem navazi 800 mg
PLGA pfislusného Resomer® 753, Evonik, Némecko a 5g dichlormethanu.
Obsah se uzavie a ponecha k samovolnému rozpusténi. Vnitini vodna faze
se pfipravi rozpusténim zelatiny v ¢isténé vodé pfi 65 °C. Vnéjsi vodna faze
sestava ze dvou rliznych roztokd, konkrétné z predem smichaného 1% roztoku
polyvinylalkoholu (PVA, Sigma Aldrich, USA) a hlavni kontinualni vodné faze
s koncentraci PVA 0,1%. PVA roztoky se pfipravi za zvySené teploty (priblizné
90 °C) den predem, aby roztok mohl vychladnout, jinak by hrozilo vyvareni
dichlormethanu pfi smichani fazi.

Nasleduje samotna pfiprava emulze z jednotlivych fazi a jeji dalsi uprava
(Obr. 4). Do mikrocentrifuga¢ni zkumavky je navazeno 10mg mGnRHa
a pomodci strikacky je prfidano 1,5ml 10% roztoku zelatiny. Obsah je za pomoci
vortexu radné promichan, aby se lé¢ivo rozpustilo. Vysledny roztok je poté
nalit do Sirsi sklenéné zkumavky, ve které byla jiz predtim pfipravena olejova
faze rozpusténim prislusného PLGA polymeru (800 mg/5 g). Smés je dikladné
promichana pomoci vortexu (30 s), aby byla zajisténa primarni emulgace. Tim
se vytvofi primarni emulze voda/olej. Ta je nasledné promichavana po dobu
1 minuty za pouziti homogenizatoru. Diky tomu vzniknou mnohem mensi
kapicky dispergované faze, a vytvofi se tak velmi jemna emulze. Nasledné
je do zkumavky pridano 12g 1% roztoku PVA (koncentrovana vnéjsi vodna
faze) pro predmichani a promichani za pomoci homogenizatoru (1 minuta)
se vytvofi koncentrovany emulzni systém voda/olej/voda. Ten je poté pfidan
do vétsi kadinky s 200ml 0,1% roztoku PVA s 2% NacCl (hlavni ¢ast kontinualni
vnéjsi vodné faze) pro dofedéni nasobné emulze. Obsah kadinky je nepfetrzité
michan po dobu dvou hodin za pouZziti hfidelového michadla nastaveného
na 450 otacek za minutu (Obr. 5). BEéhem této doby se organické rozpoustédlo
odpafuje a polymer tuhne na sférické castice. Vysledna mikrosuspenze se
zfiltruje pres 250 pum sito pro pfipadné oddéleni aglomeratu. Izolace mikrocastic
je provedena kontinudlni centrifugaci (6 000 otacek/ min, po dobu 2 minut).
Prebytecna voda se dekantuje a mikrocastice jsou sesbirany na Petriho misky
a jsou ulozeny v mrazicim boxu pfi -20 °C. Zbyvajici voda je poté vysuSena
lyofilizaci.

-117 -



Obr. 4. pristroje nezbytné k pfipravé mikrocdstic: A) homogenizdtor, B) mechanické
hridelové michadlo, C) laboratorni vortex (Foto: J. VyslouZil).

Obr. 5. Vzhled findini ndsobné emulze pfi odparovdni rozpoustédia (Foto: J. VyslouZil).

-12-
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2.5. Doporucené davkovani PLGA mikrocasticovych systémui s fizenym
uvolfiovanim mGnRHa

Optimalni vySe davky PLGA mikrocasticovych systém@ indukujicich
zvySenou spermiaci modelovych druhd reofilnich ryb se pohybuje v rozmezi
10 az 35 pg mGnRHa (8 az 30 mg PLGA mikroc¢astic) na 1kg hmotnosti oSetfené
ryby. K uvolnéni 95 % uc¢inné latky dojde do 72 h po aplikaci (Obr. 7).

2.6. Forma aplikace PLGA mikrocasticovych systému s fizenym uvoliio-
vanim

Prvnim krokem je pfiprava suspenze PLGA mikrocasticovych systéma
s fyziologickym roztokem (0,9% NaCl). Dle sumarni vahy oSetfovanych ryb je
navazeno na analytickych vahach pfislusné mnozstvi PLGA mikrocastic, které
je kratce pred aplikaci nafedéno fyziologickym roztokem. Pfi fedéni PLGA
mikrocastic doporucujeme zachovavat pomér 1ml [é¢ebné suspenze na 1kg
ryb u kusové hmotnosti oSetfovanych jedincd < 2kg. U kusové hmotnosti
ryb nad 2kg je vhodnéjsi pomér 0,5ml lécebné suspenze na 1kg ryb.
Pripravenou lé¢ebni suspenzi je potiebné tésné pired aplikaci rybam ddkladné
homogenizovat pomoci vortexu (Obr. 6), aby se zamezilo sedimentaci PLGA
mikrocastic na dné kadinky (Obr. 7). Pro injikaci suspenze je vhodné vyuzivat
jehly o prméru 1,2mm (rdzova barva) (Obr. 7), které umoznuji lehky prichod
PLGA mikrocastic a zabranuji sedimentaci v hrdle jehly. Aplikace Iécebni
suspenze se provadi bud do oblasti bfisni dutiny - intraperitonealni aplikace
(vyhodnéjsi u samic), nebo do oblasti hibetni svaloviny - intramuskularni
aplikace (vyhodnéjsi u samcu).

-13-



Obr. 6 a 7. Homogenizace PLGA mikrocdstic s fyziologickym roztokem pomoci

mobilniho vortexu, krdtce pred injekcni aplikaci pomoci 1,2mm hrubé injekcni jehly
s injekcni strikackou (Foto: J. Knowles).

2.7. Piiprava reofilnich druhti ryb pfed umélym vytérem spermatu

Gametogeneze a finalni zrani gamet je regulovano kaskadou hormon(
podél reprodukéni osy ,hypotalamus - hypofyza - gonady”, citlivé reagujicich
akonstantné vyhodnocujicich celou plejadu exogennich a endogennich stimuld.
Za predpokladu vybéru genera¢nich samcd v optimalnim zdravotnim stavu je
z hlediska Uspésné hormonadlni stimulace potfebné navozeni vhodné pred-
vytérové environmentalni pripravy. Znalost a pfiblizeni se k nejoptimalné;si
moZzné konstelaci pfirozené se vyskytujicich exogennich faktorl vytérového
prostredi sice ve vétsiné pripadl nestaci na odstranéni reprodukéni dysfunkce,
ale je bezpodminecné nutnd z dlvodu aktivace endokrinniho systému ryb
vedouciho k nabyti schopnosti (napf. aktivace steroidogenézy v gondadach,
zvySeni po¢tu GnRH a LH receptort) pozitivné reagovat na podanou hormonalni
lécbu.

Pro ilustraci uvadime nezbytnou environmentalni pred-vytérovou pfipravu
reofilnich druht ryb vyuzitych pro pfipravu predlozené metodiky. Samclm
jesetera malého drzenym v pred-vytérovym obdobi pfi teploté vody do 10 °C je
postupné navysovana teplota vody (maximalni denni nartst o 1 °C) na finalni
hodnotu 14-15 °C. Tato teplota je udrzovana alespon 5 dni pred planovanou
hormonalni stimulaci. V pfipadé samc@ neplvodniho druhu parmicky zralodi je
potiebné minimalné 4 az 6 tydnu pred planovanym umélym vytérem spermatu
udrzovat teplotu vody na uUrovni 26-27 °C, coz je teplota vody typickd pro
obdobi destl v lokalité vyskytu tohoto druhu (Obr. 8).

- 14 -



HORMONALNI STIMULACE SPERMIACE REOFILNICH DRUHU JESETERA
MALEHO A PARMICKY ZRALOCI POMOCI PLGA MIKROCASTICOVYCH
SYSTEMU S RIZENYM UVOLNOVANIM GONADOLIBERINU

Obr. 8. Akvdrium se samci parmicky Zraloc&i v predvytérové pripravé (Foto: P. Podhorec).

2.8. Odbér spermatu

Pfed samotnim odbérem spermatu je potfebné osusit oblast urogenitalni
papily a eliminovat moznou kontaminaci odebiraného spermatu vodou nebo
télnimi tekutinami. V pripadé manipulace s citlivymi druhy reofilnich ryb je
vhodné vyuziti ucinné anestezie (Obr. 9). V pripadé parmicky zZraloci bylo kvdli
kontaminaci moc¢i sperma odebirano injek¢ni stfikackou obsahujici 2,5ml
imobiliza¢niho roztoku (180 mM NaCl, 2,8mM KcCl, 1,36mM CaCl, 2H,0
a 2,38 mM NaHCO,). V pfipadé jesetera malého bylo sperma odebirano
pomoci kanyly vhodného priiméru (jesetera malého 4-5 mm), a to pouhym
vycévkovanim do sbérné nadobky (Obr. 10).

Obr. 9. Anestezie samcti parmicky Zralo¢i (Foto: P. Podhorec).

-15 -



Obr. 10. 0dbér spermatu jesetera malého (Foto: P. Sablatura).

2.9. Hormonalni odezva rybiho organizmu po oSetieni PLGA mikro¢asti-
covym systémem s fizenym uvoliiovanim mGnRHa

V pfirozeném prostredi volnych vod dochazi v predvytérové a vytérové
periodé u samct ryb k vyznamnému narlstu hodnot LH v krvi majici za nasledek
intenzivni stimulaci produkce samcich pohlavnich steroidd (androgent)
ve varlatech. Androgeny 11-ketotestosteron (11-KT) a testosteron (T)
(Koya a kol., 2003) se podileji na regulaci celého procesu spermiogeneze
a ve zvySené mire se objevuji i béhem finalnich fazi zrani spermatu u celé
plejady vyznamnych druhd ryb (Manands a kol., 2008; Mylonas a kol., 2010).
Monitoring koncentrace 11-KT a T v krvi oSetfenych ryb je proto vyznamnym
ukazatelem pro vyhodnoceni sily efektu hormonalniho preparatu na rybi
organizmus. Aplikace PLGA mikrocasticovych systém( vedla u modelovych
druht reofilnich ryb k nartistu koncentrace vyznamnych androgent@ (11-KT a T)
s dosazenymi hodnotami uvedenymi v Obr. 11-14.
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Obr. 11. Koncentrace testosteronu v krevni plazmé samct parmicky Zralo¢i 24
h po aplikaci hormondiniho oSetreni: Kontrola - 0,9% NaCl, hCG - 500 I.U., GhRHa +
Met - mGnRHa (25 ug.kg’) + Metoklopramid (20 mg.kg’), PLGA mikro&dstice - 8,3mg
(10 ug.kg'). Data jsou prezentovdna jako primér (sloupec) a smérodatnd odchylka
(chybovd usecka). Signifikantni rozdily koncentrace mezi skupinami jsou oznaceny
malymi pismeny (P < 0,05).
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Obr. 12. Koncentrace 11-ketotestosteronu v krevni plazmé samcti parmicky Zraloci
24 h po aplikaci hormondlniho oSetreni: Kontrola - 0,9% NaCl, hCG - 500 I.U., GnRHa +
Met - mGnRHa (25 ug.kg') + Metoklopramid (20 mg.kg'), PLGA mikrocdstice - 8,3mg
(10 ug.kg'). Data jsou prezentovdna jako prumeér (sloupec) a smérodatnd odchylka
(chybovd usecka). Signifikantni rozdily koncentrace mezi skupinami jsou oznaleny
malymi pismeny (P < 0,05).

Z uvedenych dat je patrny signifikantné vyssi ucinek PLGA mikro¢asticového
systému indukovat produkci androgent (11-KT a T) u samcl parmicky Zralo¢i,
nezli je tomu u kontroly nebo po aplikaci humanniho choriogonadotropinu.
Navzdory odbéru vzorka relativné kratce po aplikaci preparatt (24 h) nebyl
nalezen Zzadny rozdil v koncentracich androgend stimulovanymi PLGA
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mikroc¢asticovym systémem s postupnym uvolfiovanim mGnRHa versus akutné
pUsobici preparat mGnRHa s metoklopramidem.
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Obr. 13. Koncentrace testosteronu v krevni plazmé samcti jesetera malého po aplikaci
hormondlnich osetieni: CPE - kapri hypofyza (4 mg.kg'), PLGA 10 - 83mg PLGA
mikrocastic (35 ug.kg'), PLGA 50 - 165 mg PLGA mikrocdstic (200 ug.kg'), NaCl - 0,9%
NaCl. Data jsou prezentovdna jako primeér (sloupec) a smérodatnd odchylka (chybovd
usecka). Signifikantni rozdily koncentrace mezi skupinami jsou oznaceny malymi
pismeny (P < 0,05), signifikantni rozdily koncentrace v ramci skupiny mezi jednotlivymi
odbérnymi misty v case jsou oznaceny velkymi pismeny (P < 0,05).

ab

1800 ab

1200

11-KT, pg mL”
3
o

i Ecre
24 48 72 Erato
. Y e HlPreaso
Cas po osetreni Enaci

(h)

Obr. 14. Koncentrace 11-ketotestosteronu v krevni plazmé samcti jesetera malého
po aplikaci hormondlnich oSetreni: CPE - kapri hypofyza (4 mg.kg'), PLGA 10 - 8,3 mg
PLGA mikrocdstic (35 ug.kg'), PLGA 50 - 165mg PLGA mikrocdstic (200 ug.kg™), NaCl
- 0,9% NaCl. Data jsou prezentovdna jako primeér (sloupec) a smérodatnd odchylka
(chybovd usecka). Signifikantni rozdily koncentrace mezi skupinami jsou oznaceny
malymi pismeny (P < 0,05), signifikantni rozdily koncentrace v ramci skupiny mezi
jednotlivymi odbérnymi misty v case jsou oznaceny velkymi pismeny (P < 0,05).
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Aplikace PLGA mikroc¢asticového systému vyvolala vyznamné zvySeni hodnot
testosteronu 24 h po aplikaci ve srovnani s kontrolni skupinou, s naslednym
poklesem hodnot. V pripadé hodnot 11-ketotestosteronu doslo k postupnému
nardstu koncentraci u vsech experimentdlnich skupin se zaznamenanym
poklesem u PLGA50 72h po aplikaci.

2.10. Kvantitativni parametry odebraného spermatu po oSetfeni PLGA
mikrocasticovym systémem s fizenym uvolfiovanim mGnRHa

Pozitivni efekt PLGA mikroc¢asticového systému s fizenym uvolfiovanim
mGnRHa je v pfipadé samcl testovanych reofilnich ryb predstavovany
zvySenou sekreci endogenniho LH z adenohypofyzy s naslednou stimulaci
steroidogeneze, projevujici se nardstem objemu seminalni plazmy a hydrataci
varlat. ZvySeny objem seminalni plazmy ve varlatech umozniuje vytér jiz zralych
spermii a jejich nasledny odbér na vyusténi semenného traktu - urogenitalni
papile. Aplikace PLGA mikrocasticového systému vedla u modelovych druht
reofilnich ryb k dosazeni nasledovnych parametrd (Obr. 15-20).

Jako jediné z testovanych hormonalnich oSetfeni vedla aplikace PLGA
mikrocasticového systému u parmicky zralo¢i k signifikantnimu zvySeni objemu
spermatu a celkové koncentrace spermii v porovnani s kontrolni skupinou
(0,9% Nacl). Standardni oSetfeni humannim choriogonadotropinem nebo
kombinaci mGnRHa s metoklopramidem nevedlo k dosazeni lepSich vysledkl
u zadného kvantitativniho parametru spermatu nez u vysledkd po aplikaci
fyziologického roztoku (kontrolni skupina). Predlozené vysledky poukazuji
na to, Ze dlouhodobéjsi (24 h), kontrolované uvoliovani nizsich davek mGnRHa
je schopné efektivné prekonat dopaminni inhibici LH sekrece, typickou pro
zastupce radu maloostni (Cypriniformes) a efektivné indukovat zvysenou
spermiaci oSetfeného reofilniho druhu.

-19 -



£1s5 b
3
£
B
2
3 1.0 ab
o
o
H
£ a a
L
2 0.5
E
2
5
g
[
-3

Kontrola GnRHa + Met

hCG PLGA mikro

w
& 0O

10

w

ab

N
Q

-

Koncentrace spermatu, 1095pz/mL
)
Relativni plodnost, 10"%spz/kg

Kontrola GnRHa + Met Kontrola GnRHa + Met
hCG PLGA mikro hCG PLGA mikro

Obr. 15-17. Parametry spermatu parmicky Zraloci, odebrané 24 h po aplikaci
PLGA mikrocdstic: A - Relativni objemovd plodnost samce, B - Koncentrace spermii
ve spermatu, C - Relativni plodnost samce. Kontrola - 0,9% NaCl, hCG - 500 I.U hCG.,
GnRha + Met - (25 ug.kg’) mGnRHa + Metoklopramid (20 mg.kg'), PLGA mikro -
8,3 mg (10 ug.kg') PLGA mikrocdstice. Data jsou prezentovdna jako primeér (sloupec)
a smérodatnd odchylka (chybovd usecka). Signifikantni rozdily koncentrace mezi
skupinami jsou oznaceny malymi pismeny (P < 0,05).
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Obr. 18-20. Parametry spermatu jesetera malého v pribéhu experimentu: A -
Objem spermatu, B - Koncentrace spermii ve spermatu, C - Relativni plodnost samce.
CPE - kapri hypofyza (4 mg.kg™'), PLGA 10 - 8,3mg PLGA mikrocdstic (35 ug.kg'), PLGA
50 - 165mg PLGA mikrocdstic (200 ug.kg'). Data jsou prezentovdna jako primeér
(sloupec) a smérodatnd odchylka (chybovd usecka). Signifikantni rozdily koncentrace
mezi skupinami jsou oznaceny malymi pismeny (P < 0,05), Signifikantni rozdily
koncentrace v ramci skupiny mezi jednotlivymi odbérnymi misty v case jsou oznaceny
velkymi pismeny (P < 0,05).

Predlozena data poukazuji navyznamné prodlouzeni doby odbéru spermatu
a moznosti ziskani signifikantné vétSiho mnozstvi spermatu jesetera malého
po aplikaci PLGA mikrocastic, neZli je tomu po podani standardniho oSetfeni
kapri hypofyzou. Na zakladé ziskanych dat se ukazala byt stimulace pomoci
mGnRHa (35 pg.kg") uvoliovaného z PLGA mikrocastic jako nejucinnéjsi
oSetreni. Po aplikaci této koncentrace bylo dosazeno vyrovnané produkce
spermatu béhem celé doby pokusu, pficemz se kvantitativni parametry
spermatu signifikantné neodliSuji od hodnot zaznamenanych 24 h po aplikaci
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kapfi hypofyzy a zaroven se signifikantné neodlisuji od hodnot za48 ha 72 h
po aplikaci vyrazné vy$si davky mGnRHa dodané pomoci PLGA mikrocasticového

systému.

2.11. Kvalitativni parametry odebraného spermatu po osetieni PLGA mi-
krocasticovym systémem s fizenym uvolfiovanim mGnRHa

Mezi zakladni kvalitativni charakteristiky odebraného spermatu ryb patfi
podil pohyblivych spermii - motilita (%) a rychlost pohybu spermii (um.s™).
ZlepSeni kvalitativnich charakteristik spermatu pomoci hormonalni terapie
je narocnym Ukolem a dochazi k nému ve vyrazné mensi mife, nezli je
tomu v pripadé kvantitativnich charakteristik (Mylonas a kol., 2017). Aplikace
PLGA mikrocasticovych systémid modelovym druhdm reofilnich ryb vsak vedla
i ke statisticky vyznamnému zlepSeni motility a rychlosti pohybu spermii.
Dosazené parametry spermatu po oSetfeni jsou uvedeny v nasledujicich Obr.
21-24.

O Kontrola
100} . A GnRHa+Met
Y hCG
- PLGA mikro

60

Motilita, %

20

10 18 26 34 42 50 58

Doba po aktivaci, s
Obr. 21. pPrabéh motility spermii parmicky #raloci po aktivaci pohyblivosti. Data jsou
prezentovdna jako priimér a smérodatnd odchylka (chybovd tsecka). Kontrola - 0,9%
NaCl, hCG - 500 I.U., GnRHa + Met - mGnRHa (25 nug.kg') + Metoklopramid (20 mg.kg™),
PLGA mikro - PLGA mikrocdstice - 8,3mg (10 ug.kg™).
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Obr. 22. Krivocary prubéh rychlosti (VCL, um.s') pohybu spermii parmicky
Zralo¢i po aktivaci. Kontrola - 0,9% NaCl, hCG - 500 I.U.,, GnRHa + Met -
mGnRHa (25 ug.kg') + Metoklopramid (20 mg.kg’), PLGA mikro - PLGA
mikrocdstice - 8,3mg (10 ug.kg™’).

Aplikace PLGA mikrocasticového systému s fizenym uvolfiovanim mGnRHa
vedla u parmicky zralo¢i k statisticky vyznamnému zvySeni procenta pohyblivych
spermii (motilita) v porovnani s kontrolou (0,9% NacCl) a aplikaci hCG pripravku.
V porovndni PLGA s oSetfenim mGnRHa s metoklopramidem nebyl zjistén zadny
rozdil v kvalitativnich parametrech.
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Obr. 23. Motilita spermii jesetera malého (10 s po aktivaci pohyblivosti) po tfech
typech hormondiniho oSetreni: KH - kapri hypofyza (4 mg.kg'), PLGA 10 - 8, 3mg PLGA
mikrocdstic (35 ug.kg'), PLGA 50 - 165mg PLGA mikrocdstic (200 ug.kg'). Data jsou
prezentovdna jako primér a smérodatnd odchylka (chybovd usecka). Signifikantni
rozdily mezi skupinami jsou oznaceny malymi pismeny (P < 0,05).
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Obr. 24. Krivo¢ary pribéh rychlosti (um.s’) pohybu spermii jesetera malého
po aktivaci pohybu. KH - kapri hypofyza (4 mg.kg'), PLGA 10 - 8,3mg PLGA mikrocdstic
(35 ug.kg), PLGA 50 -165mg PLGA mikrocdstic (200 ug.kg™).

Aplikace PLGA mikrocasticového systému s fizenym uvolfiovanim mGnRHa
(35 pg-kg") stimuluje u jesetera malého signifikantné vyssi rychlost pohybu
spermii v porovnani se standardnim oSetfenim kapfi hypofyzou a signifikantné
vyssi motilitu nezli davka 200 pg.kg? mGnRHa aplikovand pomoci PLGA
mikrocasticového systému.

2.12. Shrnuti

Aplikace PLGA mikrocasticového systému s fizenym uvolfiovanim mGnRHa
vedla k vyznamnému zlepSeni kvantitativnich a kvalitativnich parametrt
spermatu u testovanych druhd reofilnich ryb. Vhodné rozpéti mGnRHa
koncentraci uvolfujici se z PLGA mikrocastic je 10 az 35 pg.kg' mGnRHa.
Za vyuziti uvedenych koncentraci mGnRHa dlouhodobé se uvolfiujicich z PLGA
mikroc¢astic dochazi k vyznamné lepsi stimulaci spermiace, nez je tomu
po standardnich oSetfenich.

3. SROVNANIi ,NOVOSTI POSTUPU"

Vyuziti PLGA mikrocasticového systému s fizenym uvolfiovanim mGnRHa
je v stimulaci spermiace reofilnich druht ryb celosvétové velmi inovativnim
pfistupem, umoznujici produkci vysoce kvalitniho spermatu po vyrazné delsi
dobu, nez je tomu po standardnich oSetfenich typu kapfi hypofyza nebo
analog gonadoliberinu s antagonistem dopaminu.
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4. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Predlozend metodika je urc¢ena pro chovatele vénujici se problematice
umélého vytéru ryb, konkrétné hormonalni indukci spermiace s mozZnym
presahem do oblasti hormonalni stimulace ovulace ryb.

5. EKONOMICKE ASPEKTY

Ekonomické pfinosy vyuziti nami popsané metodiky jsou predstavovany
napfiklad moznosti opakovaného vytéru malo pocetnych samcl cennych
druh reofilnich ryb nebo eliminaci nutnosti vyuzivani antagonistd dopaminu
v reprodukci reofilnich druh ryb.

Vpripadé modelové kalkulace se napfiklad ziskanim moznostivicenasobného
vyuziti spermatu u samcl cenného druhu jesetera blizi potencialni zisk ve vysi
desetitisic ¢eskych korun.
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