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Zpiisob konstrukce transgenni driibeze

(57)Anotace:

Konstrukce trasgenni driibeZe pfenosem prapohlavnich
apermatogoniélnich bun&k se provadi tak, Ze se varlata
kohouta akceptora pomoci gama paprskl opakovang ozaf{ o
sile 8 Gy v jednom ozéfeni. Po ozafen{ dojde k tplnému
zlikvidovéni plivodnich prapohlavnich spermatogonialnich
bunék ve varlatech akceptora, ktery jiZ nadale nemize
produkovat spermie, pfi¢emz struktura varlat, véetné Sertoliho
bunék, zistane zachovana pro implantaci cizich prapohlavnich
spermatogonialnich bun&k kohouta donora. Z t&chto nové
implantovanych prapohlavnich spermatogonialnich bungk
jsou dale produkovény spermie, které jsou oplozen{ schopné a
nesou celou genetickou informaci prapohlavnich
spermatogonialnich bun&k kohouta donora. K implantaci
dojde asi 85 a2100 dnf od posledniho ozéfeni. P¥iprava
trasgenni driibeZe touto cestou je snadné, protoZe
spermatogonialni buiiky kohouta donora mohou byt
transfekovany potfebnou Zadanou genetickou informaci a tak
po jejich Usp&$né implantaci do varlat kohouta akceptora
dojde takto k tvorbé transgennfho kohouta, ktery po
inseminaci slepic jeho ejakulatem, ¢i pFirozenou plemenitbou,
bude z 1/2 ptedavat genetickou informaci donora na svoje
potomstvo.
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Vynélez se tyka zpiisobu konstrukce transgenni dritbeze vyuzitim
prapohlavnich spermatogonialnich bun&k pro ptenos genetické informace u
dribeze.

Dosavadni stav techniky

Biotechnologicky vyzkum v oblasti transgenni dribeZe neni zdaleka tak usp&sny
jako tomu je u savell. Hlavni pficinou tohoto stavu je unikatni rozmnoZovaci
ustroji ptakd.

Ptaci zygota na rozdil od savcii neni pfistupna a je spojena s mimoradng velkym
Zloutkovym vakem. Hmota Zloutki bréani identifikaci pronuklet, v procesu
oplodnéni dochézi k polyspermii a neni mozné uré&it které prvojadro se ucastni
tvorby embrya. Proto naptiklad pitima mikroinjekce do prvojadra pouZivana u
mysi je u driibeZe tém&f nemoZna. Prace v uvedené oblasti se u dribee proto
zamefily na manipulace s je3té nediferenciovanymi driibeimi buitkami, at JiZ se
jedna o blastodermalni buriky, primordialni gonocyty &i prapohlavni,
spermatogoniélni buiiky.

VyuZiti prapohlavnich, spermatogonialnich bun&k pti konstrukci transgennich
jedincii jako prvni popsal u mysi Brinster,L.R. Avarbock, M.R. (1994) Germline
transmission of donor haplotype following spermatogonial transplantation.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91, 11303 -11307.

Jedna se v podstaté o novou oblast mozné produkce zarodeénych chimér a to
Caste¢nou nebo Gplnou destrukci pohlavnich bun&k ve varlatech jedince a
jejich op&tovnou rekolonizaci pohlavnimi buitkami jiného jedince. U dribeze
tato metoda nebyla popsana.

Prvnim krokem zvladnuti vy$e uvedené techniky je sterilizace varlat akceptora,
nebot’ destrukce pravé t&chto prapohlavnich spermatogonialnich bunék
(progenitort spermii) neni snadné a pouziti napt. busulphanu neni zcela
odpovidajici a dochazi po jeho pouziti bud’ pouze k ¢astené sterilizaci donora
Vick, L. Luke, G. Simkiss,K. (1993) Germ line chimaeras can produce both
strains of fowl with high efficiency after partial sterilization. J.Reprod.Fertil.,
98,637 — 641., nebo pii pouziti vyssich davek naopak k jeho celkové retardaci -
Smykalova, S. Kotrbova, A. Trefil, P. (1998) Effect of busulphan on growth and
development of the chicken embryos, Vet. Med.-Czech,43,105 — 109., coz

Vv Zadném piipadé neni zadouci.




Druhym nezbytnym krokem wsp&ného vyuZiti popsaného postupu je nutné
zvladnuti pfenosu spermatogonialnich prapohlavnich bungk akceptora , tedy
téch spermatogonialnich bungk, které umozni po prenosu funkéni zabudovani a
rekolonizaci varlat akceptora a naslednou produkei oplozeni schopnych spermii.
To zatim piina$i fadu potiZi a nejednoznacnych vysledk.

Podstata vynalezu:

Vyse uvedené nedostatky odstratiuje zpiisob konstrukce transgenni driibeze,
zejména pienosem prapohlavnich spermatogonialnich bungk podle vynalezu,
jehoZ podstata spociva v tom, Ze se pouze varlata kohouta akceptora opakovang
ozafi gamma paprsky , naceZ se do jeho neporusenych sterilnich varlat

v intervalu 60 dni az dvou let od posledniho ozafeni implantuji cizi prapohlavni
spermatogonidlni butiky kohouta donora , z nichz se dale produkuji oplozeni
schopné spermie s celou genetickou informaci od kohouta donora. Po
inseminaci slepic témito nové vzniklymi spermiemi se vylihne transgenni
driibez s 1/2 genetické informace od donora.

Zpusob podle vynalezu se dale provadi tak, e se varlata kohouta akceptora 3x
az 9x ozaii gamma paprsky o sile alespori 8 Gy vzdy v intervalu 3 a7 9 dnd.

Vyhodné se zplisob podle vynalezu provadi tak, Ze se varlata kohouta akceptora
5x ozafi gamma paprsky o sile 8 Gy, vzdy v tydennim intervalu.

Pii tomto ozateni dojde na rozdil od jinych sou¢asnych technik k uplnému
zlikvidovani ptivodnich prapohlavnich spermatogonialnich bun&k ve varlatech
akceptora , ktery jiz pak nadale nemtZze produkovat spermie, pfitem? struktura
varlat v¢etné Sertoliho bun&k ziistane zachovana pro naslednou implantaci
cizich prapohlavnich spermatogonialnich bungk kohouta donora.. V t&chto nové
implantovanych prapohlavnich spermatogonidlnich butikach jsou dale
produkovany spermie, které jsou oplozeni schopné a nesou genetickou informaci
prapohlavnich spermatogonidlnich bun&k kohouta donora, viz schéma &.1

v pfiloze.

Pfiprava transgenni dribeZe zpiisobem podle vynalezu je snadna a se
stoprocentnim vysledkem, protoZe spermatogonilni butiky kohouta donora
mohou byt transfekovany potiebnou Zadanou genetickou informaci a tak po
jejich Gspésné implantaci do varlat kohouta akceptora dojde takto k tvorbg
transgenniho kohouta, ktery po inseminaci, &i pfi pfirozené plemenitb& bude z
1/2 pfedavat genetickou informaci na svoje potomstvo.
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Pouze fakt, Ze uvedeny zplsob pienosu prapohlavnich spermatogonialnich
bungk z jednoho jedince do druhého je funkéni, je nesmirné cenny a kromé této
vlastni skute¢nosti nesmirné zajimavy pravé pii tvorbé transgenni dribeZe.
Prapohlavni, spermatogonialni buiiky lze snadno pied vlastni implantaci do
kohouta akceptora in vitro transfekovat cizorodou genetickou informaci, ktera
bude dal z 1/2 pfenaSena na potomstvo v F1 generaci. Takto pravdépodobng
bude oteviena realna cesta pro vyuziti dribeze (dribeziho vejcovodu) jako
bioreaktoru pro produkci specifickych napt. pro farmaceuticky pramysl cennych
proteint.

Piavodci vynalezu bylo provedeno velké mnoZstvi pokusii na ovéfeni zptisobu

podle vynalezu, z nichZ n€které byly vybrany do nasledujici ptikladové &asti,
ktera je dale podloZena pitilohou grafi, strankou obrazk.

Priklady provedeni

Piiklad 1
— uplnd sterilizace kohouta akceptora

Dospély kohout inbredni linie plemene Leghornka bila (bila barva pefi
zpisobena dominantni alelou I1 v lokusu I) produkujici ejakulat byl fixovan
v boxu tak, aby bylo moZné zevné z boéni strany t€la provést ozateni presng
na plochu velikosti varlat Jnomom gama paprskil. Jako vhodny se ukazal pfistroj
Theratron T1000 a isotop * Co. Varlata kohouta byla pomoci ozafovaciho
ptistroje 5x za sebou v tydennim intervalu ozafena minimalng davkou 8 Gy.
Aniz by se ozafeni jakkoliv projevilo na zdravotnim stavu a chovné kondici
kohouta zhruba po 90 dnech po poslednim ozafeni ztrati kohout trvale
schopnost produkce spermii a je p¥ipraven po uvedené dobé ke kolonizaci varlat
prapohlavnimi spermatogonidlnimi butikami kohouta donora, viz graf ¢.1 a graf
¢. 2. aobrazek ¢.1 v pfiloze.

— priprava a aplikace prapohlavnich, spermatogonidinich bunék kohouta
donora

Dospélému kohoutu inbredni linie plemene Minorka ¢erna (¢erna barva
peti zpisobena recesivni alelou ii) produkujicim ejakulat byl pomoci biopsie
odebran vzorek tkané z varlat obsahujici jeho prapohlavni spermatogonialni
buiiky. Tyto butiky byly umistény po dobu 4 hodin do média M 199 Sigma
(obsahujici 10 % hmotn.Fetal bovine serum , 2 % hmotn. chicken serum, 1 %
hmotn. pyruvate sodium, 1 % hmotn. gentamycin) pii poméru fedéni 1 : 1 s
uvedenym médiem. Inkubace buné&k probihala pti standardmch podminkdch: pfi
5 % hmotn. obsahu oxidu uli¢itého a pfi teploté 40 °C. Poté byly prapohlavni
spermatogonialni buiiky v celkovém objemu suspenze 200 mikrolitrti
aplikovany pomoci injekéni siikacky do kazdého ozateného varlate kohouta




akceptora, v dobé ozéfeny kohout ztrati po ozafeni jakoukoliv produkci
ejakulatu, tedy 85 az 100 dni od posledniho ozafeni.

— funkcni produkce ejakuldtu po preneseni prapohlavnich spermatogonidinich
bunék kohouta donora

Ozateny kohout inbredni linie plemene Leghornka bila - akceptor
s neexistujicimi funk¢nimi varlaty po provedeném ozafeni zacal do 2 mésicti po
provedené aplikaci cizich prapohlavnich spermatogonialnich bungk kohouta
inbredni linie plemene Minorka &erna opét produkovat ejakulat
s Zivotaschopnymi spermiemi.

— biologicka testace prenesenych prapohlavnich spermatogonidinich bunék
kohouta donora

Po provedené inseminace slepice inbredni linie plemena Leghornka
Zihana (Sediva Zthana barva zpUsobena recesivni alelou ii genem Zihanosti
vazanym na pohlavi B/-) ejakulatem odebranym od ozateného kohouta inbredni
linie plemene Leghornka bild - akceptora cizich prapohlavnich
spermatogonialnich bun&k kohouta inbredni linie plemene Minorka ¢erna byla
inseminovana vejce dana do inkubatoru a po 21 dnech inkubace se vylihla
pouze ¢ernd kufata.
Tato Cerna kutata jsou jasnym diikazem, Ze implantace a kolonizace
prapohlavnich, spermatogonialnich buiiek kohouta donora byla uspésna,
protoZe vylihnou-li se pouze ¢erna nebo Zihana kufata, to ve své podstats
znamend nepfitomnost dominantni alely I1, ale pouze pfitomnost recesivni alely
ii, tedy pouze piitomnost funk¢&nich spermii kohouta s recesivnim zaloZenim
barvy pefi ii, tedy v tomto piipadé s Sernou barvou pefi, viz schéma &.1
v piiloze.

Ptiklad 2
-neuplnd sterilizace kohouta akceptora

Dospély kohout inbredni linie plemene Leghornka bila (bila barva peti
zpisobena dominantni alelou 11 v lokusu I) produkujici ejakulat byl fixovan
po ozafeni stejné jako v piikladu 1. Varlata kohouta byla pomoci ozatovaciho
pfistroje ozafena jednorazovou davkou 18 Gy. Kohout, aniZ by se ozateni
jakkoliv projevilo na jeho zdravotnim stavu a chovné kondici, neztratil ani po
200 dnech sledovéni trvale schopnost produkce spermii (oproti kontrole, graf
¢.9 a ¢.10), naopak po 150 dnech se koncentrace (viz.graf ¢.3) a motilita (graf
¢.4) vratila do pivodnich hodnot pied ozafenim a kohout nebyl pfipraven ke
kolonizaci varlat prapohlavnimi, spermatogonialnimi buitkami kohouta donora.
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Priklad 3
-neuplna sterilizace kohouta akceptora

Dospély kohout inbredni linie plemene Leghornka bila (bila barva pei
zpisobena dominantni alelou IT v lokusu I) produkujici ejakulét byl fixovan
pfi ozafeni stejné jako vpfikladu 1. Varlata kohouta byla pomoci ozafovaciho
pfistroje ozafena jednorazovou davkou 22 Gy. Kohout, aniZ by se ozafeni
jakkoliv projevilo na jeho zdravotnim stavu a chovné kondici, neztratil ani po
200 dnech sledovéni trvale schopnost produkce spermii, naopak po 160 dnech
se koncentrace (viz.graf ¢.5) a motilita (graf ¢.6) sice o n&co niZ$i vratila do
pivodnich hodnot pted ozatenim a kohout nebyl pfipraven ke kolonizaci varlat
prapohlavnimi, spermatogonialnimi butikami kohouta donora.

Ptiklad 4
-neuplna sterilizace kohouta akceptora

Dospély kohout inbredni linie plemene Leghornka bila (bila barva peti
zpisobena dominantni alelou 11 v lokusu I) produkujici ejakulat byl fixovan
pro ozafeni stejné jako v piikladu 1. Varlata kohouta byla pomoci ozatovaciho
pfistroje ozafena jednorazovou dévkou 26 Gy. Tato davka se projevila
negativn¢ na zdravotnim stavu kohouta, misto ozafeni bylo na ki lehce
zduiel¢ a nacervenalé kohout jevil znamky unavy jesté n&kolik dnii po ozateni.
Kohout ztratil témét po 160 dnech schopnost produkce spermii, viz graf &.7,
ale produkce ejakulatu v nepatrné mife pokracovala a spermie vykazovaly i
urcitou motilitu, viz graf.¢.8. Bylo mozné konstatovat, Ze tato davka byla
poméme vysoka, zatiZila zdravotni stav kohouta, ale nebyla z pohledy jesté
pokracujici produkce ejakulatu dostateéna a kohout nebyl pfipraven ke
kolonizaci varlat prapohlavnimi spermatogonialnimi butikami kohouta donora.

Primyslova vyuZitelnost

Opakovanym ozéafenim gamma paprsky varlat kohouta akceptora a
implantaci cizich prapohlavnich spermatogonialnich bunék kohouta donora do
neporusenych sterilnich varlat kohouta akceptora dojde u n&j k op&tovné
produkci oplozeni schopnych spermii s celou genetickou informaci od kohouta
donora. Po inseminaci slepic témito produkovanymi spermiemi vznikne
transgenni dribeZ s 1/2 genetické informace od donora. Uvedeny postup bude
vyuZivan priimyslovym zptusobem dribezatskymi Slechtitelskymi a
biotechnologickymi spolednostmi.
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1. Zpusob konstrukce transgenni drlbeZe, zejména prenosem prapohlavnich

spermatogonidlnich bunék, vyznacujici se tim, Ze se pouze varlata kohouta
akceptora zevné opakovand ozafi gama paprsky, nafeZ se do jeho neporuSenych
sterilnich varlat v intervalu 60 dni aZ 2 let od posledniho ozaieni implantuiji cizi prapohlavni
spermatogonialni buriky kohouta donora, z nichz se dale produkuji oplozeni schopné
spermie s celou genetickou informaci od kohouta donora, z kterych po inseminaci slepic
vznikne transgenni driibeZ s 1/2 genetické informace od donora.

2. Zpusob podie naroku 1, vyznadujici se tim, ze se varlata kohouta
akceptora ozafi 3x az 9x gama paprsky o sile alespori 8 Gy vZdy v intervalu 3 az 9 dni.

3. ZpUsob podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Zze se varlata kohouta

akceptora ozafi 5x gama paprsky o sile 8 Gy vzdy v tydennich intervalech.
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fotografie semenotvornych kanalki po opakovaném (5x8 Gy) ozafeni varlat
kohouta akceptora. V semenotvornych kanalkéch jsou patrné pouze Sertoliho
buiiky, prapohlavni, spermatogonialni butiky nejsou patrné. (barveno Pas, x 400)

obr. ¢. 1
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