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Abstrakt

Transgenni techniky maji Siroké uplatnéni jak v primarnim vyzkumu z hlediska
studia funkci geni, tak i v aplikovaném vyzkumu z pohledu mediciny nebo zemé&d¢lstvi.
Podle zptsobu vnaseni exogenni DNA lze rozdé¢lit techniky transgeneze do tii zdkladnich
oblasti: 1) metody spojené s mikroinjikaci DNA do prvojadra oplozeného oocytu, 2)
metody transgeneze zaloZené na infekci virovymi cdsticemi, 3) metody spojené s
pienosem celych transgennich bun€k do piijemcovského embrya €i organismu. V této
praci se budu zabyvat tfeti zminénou skupinou transgennich technik. Konkrétné zde
rozeberu: a) spermiemi zprostiedkovany genovy pienos, kdy dochazi k vazbé
spermie/exogenni DNA a ndsledné fertilizaci oocytu, b) vnitrodruhovy i mezidruhovy
pfenos primordidlnich pohlavnich buné€k do varlat sterilnich samcid, c¢) pienos
transgennich embryonalnich kmenovych bunék do blastocysty a nésledny vznik chimér,

d) pienos jadra transgenni somatické bunky do enukleovaného oocytu.

Abstract in english language

Transgenic techniques are widely used in primary research (in a view of gene
functions) and in applied research (in a view of medicine and agriculture). One can divide
these techniques to three groups on the basic of DNA delivery: 1) methods associated
with DNA microinjection into pronuclei of fertilizated oocyte, 2) transgenic methods
based on the infections by viral particle, 3) methods linked with whole transgenic cells
transfer into the recipient embryo or organism. In this work I deal with the third
mentioned group of transgenic technique. Concretely I describe: a) sperm-mediated gene
transfer, which is established on the interaction sperm/exogenous DNA and after that the
sperm is used to eggs fertilization, b) intraspecies and interspecies primordial cells
transfer into testis of infertile males, c) transgenic embryonic stem cells transfer into
blastocysts and consequent formation of chimeras, d) transfer of transgenic somatic cells

nuclei into enucleated oocyte.



1. Uvod

1.1. Vyuziti transgeneze

Transgenni technologie se vyuziva hlavné v primarnim vyzkumu ke studiu funkci
genll (studium promotorovych oblasti) a k rozeznani jednotlivych gent v komplexnich
sitich genové spoluprace. Studium genii je zalozené na knock-outu nebo knock-inu
(Rathkolb et al., 2000). U konck-inu jde o vlozeni transgenu do genomu piijemce. U
knock-outu jde o vyfazeni fidici (promotorové) nebo kodujici sekvence pomoci
homologni rekombinace, kdy dojde k vyméné funkéni kopie genu za konstrukt, ktery ma
gen preruSen zndmym markerem. Tim je tento gen vyfazen z funkce. Opakem je genova

terapie, kde dochazi homologni rekombinaci k vyméné nefunkéniho genu za funk¢ni.

Transgeneze se vyuziva 1 v aplikovaném vyzkumu (medicina a zemédé€lstvi). V
mediciné je uplatiovédna pfi studiu lidskych onemocnéni, k produkci biomedicinsky
vyznamnych proteinii za pomoci tzv. Zivych bioreaktorti (lidsky srdZeci faktor IX
produkovany do mléka) (Garner and Colman, 1998) nebo k produkci organt a tkdni pro
transplantace (Platt, 1998). V zemé&délstvi se studium zaméfuje na ristovy vykon, télni
kompozice (Pursel, 1998), produkci mléka (Zuelke, 1998), reprodukci, rezistenci

k nemocim nebo imunitni citlivost (Muller and Brem, 1998).

1.2. Techniky transgeneze
Techniky transgeneze 1ze rozdélit do tif zakladnich oblasti:
1. Metody spojené s mikroinjikaci DNA do prvojadra oplozeného oocytu,
2. Metody transgeneze zaloZené na infekci virovymi ¢asticemi,
3. Metody spojené s prenosem celych transgennich bunék do ptijemcovského embrya ¢i

organismu.

Metoda mikroinjekce DNA do prvojadra oplozeného oocytu je spojena s
¢astecnym narusenim chromatidové struktury, které ndsledné nastartuje reparacni
pochody. Ty posléze umoZzni integraci exogenni DNA do embryonélniho genomu (Brem
et al., 1985). Celkova uc¢innost DNA mikroinjekce vSak klesd od mysi (3%) po skot (1%)
(Hodgens and Stice, 2003).



Metody spojené s infekci virovymi partikulemi vyuZivaji retroviry, adenoviry aj.
Jeanisch (1976) produkoval transgenni mysi pomoci retrovirové infekce. Mysi infikoval
exogennim Moloney leukemia virem (M-MuLV), jehoz DNA byla radioaktivné
oznacena. Genom retroviru kéduje reversni transkriptdzu, kterd piepisuje virovy RNA
intermedidt do DNA. Takto vznikli DNA byla pomoci integrazy zaclenéna do
hostitelského genomu. Nevyhodou retrovirového prenosu je limitovana délka sekvence,

kterda miiZe byt pfenesena (< 10kb) (Wolf et al., 2000).

V této praci se budu zabyvat transgennimi technikami, které jsou zaloZeny na
pienosu celych bun¢k.
1) Spermiovy ptenos.
2) Prenos transgennich primordidlnich pohlavnich bunék do varlat.
3) Pfenos transgennich embryondlnich kmenovych bun€k do blastocysty.

4) Pfenos jadra transgenni somatické buiiky do enukleovaného oocytu.



2. Spermiovy pi‘enos

2.1. Podstata a pocatek genového pi‘enosu pomoci spermii

Technika genového ptenosu zprostfedkovaného spermiemi vyuzivd spermie jako
vektory k pfenosu cizi DNA do oocytu. Celd tato metoda spocivd v inkubaci spermii
sexogenni DNA a snéaslednou fertilizaci pomoci in vitro oplozenim,
intracytoplasmatické injekce spermie (ICSI) ¢i inseminace (AI). Prvni, ktefi
demonstrovali skute¢nost, Ze sav¢i spermie jsou schopny vdzat exogenni DNA, byli
Brackett et al. (1971). DNA viru SV40 ozna&ili pomoci radioaktivniho [*H]-thymidinu.
Potom tuto DNA inkubovali s krali¢imi spermiemi. Ve 30-35% spermii byla v post-

akrozomalni oblasti nalezena radioaktivné oznacena exogenni DNA.

2.2. Vazba spermie a exogenni DNA

2.2.1. Vazebné misto a molekuly

Spermie maji pfirozenou schopnost vizat exogenni DNA a tato vazba neni
ndhodnd. Jako preferencni oblast se ukdzala post-akrozomdlni c¢ast hlavicky spermie
(Atkinson et al., 1991). To, co reguluje vazbu DNA na spermii, je negativni niboj
molekuly (Lavitrano et al., 1992). Z toho vyplyv4, Ze na vazebné misto se mlzZe navazat i
jind podobné nabitd molekula, jako napt. heparin nebo proteiny s isoelektrickym bodem
niz$im nez 7. Vazba DNA ve spermii je reversibilni. DNA muze byt z vazebného mista
vytlacena vySe zminénymi molekulami (Lavitrano et al., 1992). Francolini et al. (1993)
provedli studii, kterd ukdzala, Ze ¢4st navdzané DNA se miiZe integrovat do jddra
spermie. Southern blot analyzy odhalily, Ze internalizovana exogenni DNA je specificky
Stépena endonukledzami, které se nachazeji ve spermii. Endonukledzy Stépi jak exogenni
DNA, tak i jadernou DNA spermie a jejich aktivita je zdvisld na Ca®* a roste
s koncentraci pfidané DNA (Maione et al., 1997). Vlastni integrace se odehrdvd na
principu nehomologni rekombinace. Pfi tomto d¢ji hraje duleZitou roli topoisomerdza II.

(Zaraqi and Spadafora, 1997).

Zani et al. (1995) identifikovali tfi rGzné skupiny DNA vazebnych proteintt DBPs
(DBPs = DNA binding proteins), které jsou zodpovédné za interakci mezi DNA a
hlavi¢kou spermie. DBPs jsou rozdéleny do tif tfid na zdkladé molekulové hmotnosti. I.

tiida: 50kDa, II.tfida: 30-35kDa, III. tiida: 20kDa, pti¢emZ se nejvice uplatiiuje II.tfida.



Lavitrano et al. (1997) posléze identifikovali dal$i dvé molekuly ucastnici se vazby DNA
na spermii (CD4 a MHCII). Mysi spermie s knock-outem pro MHCII ztratily schopnost
vazby exogenni DNA. CD4 knock-out zplsobil defekt v procesu integrace. Vazba na

membréanu spermie ovlivnéna vSak nebyla.

2.2.2. Inhibitor vazby

Na interakci spermie /exogenni DNA se negativné podili inhibitor IF-1 (inhibitory
factorl), v jehoZ ptitomnosti 30-35kDa DBPs (popsany vyse) ztraci svoji schopnost vazat
exogenni DNA. IF-1 byl izolovany se semindlni plasmy, z ¢ehoz vyplyva, Ze ejakulované
spermie museji byt nejdiive zbaveny této plasmy, aby mohly interagovat s exogenni

DNA (Zani et al., 1995).

2.3. ZvySovani ucinnosti spermiového pi‘enosu

2.3.1. Monoklonalni protilatky

Chang et al. (2002) se pokusili zvySit u¢innost spermiového pienosu pomoci
monoklondlni protilatky specifické proti povrchovému antigenu na membriné spermie.
Tato protilatka byla konjugovand s exogenni DNA a nésledné pouZita pro transgenni
experimenty. U vice nez 30% doslo k narozeni transgenniho zvifete. Transgen byl
exprimovan a prendSen na potomky. Zajimavé je, Ze ty samé protilatky rozpoznévaly

tytéZ antigeny u nékolika savci, zahrnujicich i ¢lovéka a i niZ8{ obratlovce.

2.3.2. ICSI

Perry et al. (1999) zvysili G¢innost spermiového pfenosu spojenim s technikou
intracytoplasmatické injekce spermie (ICSI). PouZzili neporusené mysi spermie nebo
spermie s naruSenou membranou (narusSeni Tritonem X-100, zmraZenim a rozmraZenim),
které vazaly exogenni DNA s vloZzenou GFP nebo [-galaktosiddzovou kazetou.
Neporusené spermie vdzaly DNA s niz$i UCinnosti (26%) nez spermie s narusenou
membréanou (82%). Takto oSetfené spermie byly ndsledné pouZity pro oplozeni technikou
ICSI. Vysledkem byla embrya (64% - 94%), ktera exprimovala exogenni DNA. Tento
pokus mimo jiné i ukdzal, Ze i mrtvé spermie (s naruSenou membrinou) jsou schopny dat

vzniknout Zivotaschopnému potomstvu.



U hospodéiskych zvitat je aplikace tohoto postupu omezena pomérné nizkou
uspéSnosti  ICSI  metody. Z 699 ovcich oocytd, kterd byla oplodnéna
intracytoplazmatickou spermiovou injekci, pouze 8,5% doslo do stadia blastocysty. Po
jejich vneseni do ndhradni matky se narodila jenom dvé mldd’ata (Gomez et al., 1998).
Kim and Shim (2000) se podafilo vySe uvedenym zplisobem ziskat transgenni praseci

embrya.

2.3.3. REMI

REMI (restriction enzyme mediated integration) je technika zaloZzend na
koinkubaci exogenni DNA srestrikéni endonukledzou a spermiovymi jadry
s dekondenzovanym chromatinem. Kroll and Amaya (1996) mikroinjekci takto
upravenych spermiovych jader do oocytii Xenopus Laevis docilili vyvoje embryi stabilné
exprimujicich vloZzeny gen. Marsh — Armstrong et al. (1999) ve svém pokusu poukdzali
na rozdilnost potomki F, generace po pouZziti REMI metody. Bylo to ddno restrikénimi
enzymy, které zpusobily integraci exogenni DNA na rtiznych mistech.

Shemesh et al. (2000) stejnou techniku aplikovali u skotu. Spermie s vnesenym
GFP konstruktem pouzili pro IVF (in vitro fertilization). PCR 1 Southern blot analysy
vyslednych morul potvrdily ptenos GFP genu na potomky.

2.4. Vyuziti spermiového pi‘enosu p¥i xenotransplantacich

Spermie, jako vektory pfenosu cizich genil, se daji vyuzit i k tvorb¢ transgennich
zvitat, kterd by se mohla pouzit pro xenotransplantace. Jako nejvhodnéjsi se z tohoto
pohledu jevi prasata. Jejich orgdny maji podobnou velikost a uspofadéani jako u Clovéka.
Xenotransplantace obecné jsou spojeny s vysokym rizikem, tzv. hyperakutni rejekce
organu (HAR). Lavitrano et al. (1999) pomoci techniky spermiového pienosu piipravili
prasata exprimujici lidsky hDAF (Human Decay Accelerating Factor). Jedna se o gen,
ktery koéduje protein  schopny zmirnit ndsledky imunitni odpovédi  pfi
xenotransplantacich. Narodilo se 93 prasat. Z toho 53 neslo transgen. RNA hDAF byla
detekovand v srdci, plicich, jatrech, slezing, svalu, varlatech, nadvarlatech, miznich

uzlinach a aorté.



3. Prenos primordialnich pohlavnich bunék do varlat

3.1. Podstata pienosu primordialnich pohlavnich bunék

Dalsi technikou, jak produkovat transgenni zvitfata, je pifenos transgennich
primordidlnich pohlavnich bunék. Brinster and Zimmerman (1994) provedli studii, kterd
se tykala transplantace spermatogonidlni linie bun€k (diploidni buiiky) z varlete, které
izolovali od donorového mySdka. Tyto buniky nésledné injekéné vpravili do
semenotvornych kandlka varlat sterilntho mysdka. Ukédzalo se, Ze spermatogonie jsou
schopné znovu osidlit varlata, prodélat morfologicky normdélni spermatogenesi a
produkovat zralé spermie (spermatogenese u mysi trva asi 35 dni).

Samec, ktery pfijal spermatogonie od dérce, byl schopny produkovat zdravé a
plodné potomky s genetickou vybavou odpovidajici donoru (Brinster and Avarbock,

1994).

Obr.1) Injekce donorovych bun¢k do
semenotvornych kandlkt piijemce.
Varlata sterilniho recipientniho mysdka

se vyoperuji a pomoci mikroinjekéni

pipety se do semenotvornych kandlkt
zavedou spermatogonie z varlat
donorového mysdka. Vnéjsi primér mikropipety je 1mm a vnitfni pramér je 0,75mm.

(ptevzato od Brinster and Zimmermann, 1994)

3.2. Intratestikularni transfekce

Podobny pokus jako Brinster a Zimmermen provedli Kim et al. (1997). Samce
mysi a prasete vystavili piisobeni alkyla¢niho ¢inidla busulfanu za ic¢elem zniceni vyvoje
pohlavnich bun¢k. Poté byl do semenotvornych kandlkd mikroinjek¢ni jehlou vpraven
komplex liposom/lacZ expresni vektor. U mySi 8-14,8% semenotvornych kandlki
exprimovalo zavedeny lacZ gen a 7-13% spermii z nadvarlat obsahovalo cizi DNA
(zjisténo pomoci PCR). U prasat se exogenni DNA vclenila do samcich zarode¢nych
bun¢k s vyssi dcinnosti - 15-25% semenotvornych kandlkli obsahovalo pohlavni buiiky

exprimujici lacZ gen.
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3.3. In vitro kultura spermatogonii

In vitro kulturu spermatogonidlni linie kmenovych bunék se podafilo vytvofit
Kanatsu-Shinoharovi et al. (2003). Tyto bunky odebrali od Cerstvé narozenych GFP
exprimujicich myS$i. Mé&dium obsahovalo neurotroficky faktor, epidermdlni rastovy
faktor, fibroblastovy rastovy faktor a LIF (leukemia inhibitory factor). Spermatogonie
pak byly pouZity k transplantaci do semenotvornych kandlkti neplodnych mysak.
Vysledkem bylo, Ze ptivodné neplodni mysSéci produkovali potomstvo, které exprimovalo

GFP.

Obr. 2) Aparatura pro mikroinjekci varlat.

A) Mikroskop s pracovnim stolkem. My§ v anestezii s vyoperovanymi varlaty je poloZend na
pracovnim stolkem. ZvétSeni ptiblizné 120x.

B) Drzék na injek¢éni mikropipetu.

C) Mikroinjektor. Mikropipeta je hadic¢kou spojena s mikroinjektorem, kterym lze aplikovat
donorové spermatogonie do varlat sterilniho mysaka.

Injekce mikropipetou je jesté kontrolovdna mikromanipuldtorem, ktery je umistény po strandch.

(ptevzato od Brinster and Zimmermann, 1994)

3.4. Virova modifikace spermii

Nagano et al. (2001) provedli studii, kterd ukazuje modifikaci spermii pomoci
retrovirového vektoru. Retrovirovy vektor, ktery obsahoval B-galaktosiddzovou kasetu
jako zndmy marker, byl pouzit k transfekci spermatogonidlni linie bunék dospélého a
nedospélého mysdka. Vysledkem in vitro pfenosu byla stabilni integrace a exprese

transgenu ve 2-20% kmenovych bunék. Takto ziskané spermatogonie byly
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transplantovdny do varlat neplodného myS$dka, u kterého zplsobily, Ze ptiblizné 4,5%
jeho potomkil bylo transgennich. VSichni potomci byli plodni, s tim Ze transgen byl

piedavan do dalsi generace.

4. Prenos transgennich embryonalnich kmenovych bunék do blastocysty

4.1. Pluripotentni burky

Embryonélni kmenové buiiky jsou tzv. pluripotentni buiiky, coZ znamend, zZe
nejsou schopny déat vzniknout celému organismu, ale dokdZzi se vyvinout do mnoha
bunéénych typt zahrnujicich i zdrode¢né bunky. Jejich schopnost homologni
rekombinace je vyS$i nez u savCich somatickych (télnich) bun¢k (Houdebine, 2002).
Tento mechanismus slouzi k cilenému knock-outu zkoumaného genu v genomu.
Zasazené bunky se ndsledné vyselektuji a poté pouziji k mikroinjekci do blastuly nebo
moruly. Timto postupem vznikne chiméra. Chimerismus muZe zasahovat az do
pohlavnich bunék. Diikazem toho jsou prace provedené u prasat (Wheeler, 1994) a u

kralika (Schoonjans et al., 1996).

4.2. EC burky

Prvnim zdrojem pluripotentnich bunék u mysi byly EC builkky (embryonic
carcinoma cells). Jsou to buiiky izolované z teratokarcinomu (Martin and Evans, 1975),
ktery je schopny se diferencovat bud’ in vivo nebo in vitro (Evans and Kaufman, 1981). In
vivo diferenciace zahrnuje zaockovani EC bunky do peritonea mysSi, jehoZ néasledkem se
uvniti zacne vyvijet nador. Pfi in vitro diferenciaci se EC buiiky ve vhodném médiu
mohou rozli§it do mnoha bunécnych typt. Diky této moznosti byly nastrojem ke studiu

determinace a diferenciace bun¢k v definovaném médiu (Martin and Evans, 1975).

4.3. ES buiky

Dalsim zdrojem pluripotentnich bun¢k jsou embryondlni kmenové buiky (ES
cells), které 1ze izolovat z vnitini bunécné masy pozdni blastocysty (Martin, 1981).
Cibelli et al. (1998 A) v experimentu pouzili ES-like buinky odvozené z

bovinnich plodovych fibroblastii, ktery vystavili elektroporaci s DNA. Takto upravené
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fibroblasty pfenesli do enukleovaného oocytu. Vznikla blastocysta, ze které izolovali
transgenni ES-like buniky. Tyto bunky pak mikroinjikovali do morul, které ndsledné
pienesli do ndhradnich matek. U Sesti ze sedmi narozenych telat byl prokdzan
chimérismus ve svalech, plicich, mozku a sleziné. Vysledek je dikazem toho, ze ES
buniky maji potencidl piispét ke vzniku tkani ze vSech ti{ zdrodecnich listi (ektoderm,

mesoderm, entoderm).

s | Fotal
‘ {ibroblast

|| DNA
X

% electroporation

Transgenic

4/ fibroblast

v Nuclear transfer

'

O Blastocyst

¢

| SON0200NBD | Transgenic
P ES-like cells

Obr. 3) Produkce ES-like bunék z plodového fibroblastu.

Bovinni plodové fibroblasty byly vystaveny DNA elektroporaci. Takto vzniklé transgenni
fibroblasty byly pomoci NT pifeneseny do enukleovaného oocytu. Timto postupem vznikla
transgenni blastocysta, ze které byly izolovany ES buiiky, které byly pouzity k tvorbé chimér a k
dikazu, Ze ES buitky maji potencidl pfispét ke vzniku vSech ti{ zdrodecnich listt.

(ptevzato od Cibelli et al., 1998)

Podobny pokus provedli i Bradly et al. (1984), kteti vytvofili kulturu ES bunék
(ze samciho embrya). Po jejich mikroinjekci do blastocyst pfes 50% narozenych potomkt
tvotilo chiméry. U sedmi samct se prokdzal funkéni chimérismus i v zdrodec¢né linii

bunék.

4.4. EG bunky
Tfetim zdrojem pluripotentnich bun€k jsou embryondlni zdrode¢né bunky (EG
cells), které jsou ziskdvany z primordidlnich zarodecnych bun¢k (PG cells). Diferencuji

se in vitro 1 in vivo stejné€ jako ES bunky (Matsui et al., 1992).
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Obr. 4) Vznik chimér a jejich kiiZeni.

Z vnitfni bunécné masy blastocysty se izoluji embryondlni kmenové builky (ES cells). Ty se
mohou geneticky upravit a nasledn¢ mikroinjekei vpravit do recipientni blastocysty. Vyvijejici se
zarodky se transplantuji do ndhradni matky. Mezi narozenymi potomky jsou chiméry. Jejich
kiizenim s divokym typem mySsi ziskdme v 50% heterozygoty. KiiZenim téchto heterozygoti
navzdjem ziskdme s 25% pravdépodobnosti recesivni homozygoty v daném znaku (F3 generace).

(ptevzato od Brenin et al., 1997)
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5. Prenos jadra transgenni somatické buiiky do enukleovaného oocytu

5.1. Podstata jaderného prenosu a jeho pocatky
Technika jaderného pfenosu (nuclear transfer = NT) je zalozena na pfenosu
donorového jadra (karyoplastu) do enukleovaného (zbaveného jadra) oocytu v metafazi

II. Pro splynuti recipientni a donorové buiiky se vyuZziva elektrofuze.

Prvni jaderny pfenos provedli Briggs a King roku 1952, kteii transplantovali jadra
z blastuly a gastruly do enukleovaného Zabiho oocytu. V roce 1962 ptivedl John Gurdon
na svét prvniho klonovaného obratlovce — Xenopus Laevis, pomoci pienosu jadra

z embryondlni bunky do enukleovaného oocytu (Tsunoda and Kato, 2002).

5.2. Vyuzivané donorové buiiky

Pocatecni experimenty NT u hospodaiskych zvifat pouzivaly donorova jadra
blastomer, které byly ve stddiu 8 nebo 16 bunc¢k (Willadsen, 1986). Pozdéji se ukazalo,
Ze nejenom builky embryondlniho piivodu, ale i buiiky odvozené z tkan¢ plodu nebo i
dospélce (fibroblasty, prvotni pohlavni buriky, linie bunék mlé¢né zlazy, mlécné bunky,
Sertoliho buiiky, butiky klize, jater aj.) se daji s riznou tc¢innosti pouZivat pii NT. Wilmut
et al. (1997) pouzil bunky z mlééné Zlazy Sestileté ovce, kterd byla v poslednim trimestru
gravidity. Vysledkem bylo narozeni ovce Dolly. Dalsi studii, kterd potvrzovala mozné
vyuZziti plodovych bunék ptfi NT, provedli Cibelli et al. (1998 B) na skotu. Cibelli pouZzil
znamym markerem znaceny fetdlni fibroblast, vytvofil jejich kulturu, a nésledné tyto
bunky pouZil k elektrofizi s bovinnim oocytem. Z 28 embryi, kterd byla transplantovana

do nahradnich matek, se narodila 3 zdrava telata.

NT pouZivajici riizné donorové buniky byl studovan u ovce (Wells et al., 1997),
skotu (Kato et al., 1998), kozy (Baguisi et al., 1999), prasete (Betthauser et al., 2000) a
mySi (Wakayama et al., 1998). Wakayama jako prvni pouZil pfi jaderném ptenosu pouze
jadro (jadro z kumulativnich bunék). V ostatnich laboratotich se pfevdzné pouZzivaji celé

donorové bunky, které se pomoci elektrofiize spoji s enukleovanym oocytem.
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5.3. Kultivace a transfekce donorovych bunék
5.3.1. Kultivace

Donorové buiikky se pro zvySeni vynosnosti transgennich potomki jesté¢ pred
jadernym ptfenosem kultivuji. Pfi kultivaci dojde k indukci klidového stadia (G, faze
bunécného cyklu) s ndslednou remodelaci chromatinu umoZziiujici reprogramovani jadra.
Vyvoj embrya je zdvisly na interakci mezi donorovym jaddrem a cytoplasmou

recipientniho oocytu (Campbell et al., 1996).

5.3.2 Transfekce
Kultivace donorovych bun¢k umoziiuje tyto bunky jesté pied NT transfekovat.
Béhem transfekce dochdzi k umélému prenosu izolované ¢asti DNA (genového

konstruktu), coZ poskytuje novy smér v produkci transgennich zvirat.

B
i 3 Somatic cells
i_.‘? Tﬁ[ﬁfﬂc[f@ﬂ
v
oo | Selection
¥

Obr. 5) NT somatické builky

A) Zraly oocyt je zbaven svého jadra pomoci sklenéné kapilary.

B) Kaultivované somatické buiiky jsou transfektovdny transgenem a je provedena selekce, aby
doslo kizolaci klonované populace somatickych bunck. Takto ziskand butika je pfenesena pod
zonu pellucidu enukleovaného oocytu.

(ptevzato od Hodges a Stice, 2003)
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Vyuziti této metody umoZznila produkci lidského srdzeciho faktoru IX v ovéim
mléce (Schnieke et al., 1997). Ov¢i plodové fibroblasty se v kultufe transfekovaly
konstruktem kodujici hFIX a nasledné se pouzily jako donorové builky pro jaderny
pienos do enukleovaného ovciho oocytu. Tento pokus zdroven poukdzal na jednu z
vyhod NT oproti DNA mikroinjekce, protoze bylo zapottebi v priiméru 20,8 ovci na
jednu hledanou, coZ je zhruba o polovinu méné€, nez kdyby se pouZzila technika DNA

mikroinjekce.

5.4. Vyhody NT oproti klasické DNA mikroinjekci

5.4.1. Vyhody NT oproti klasické DNA mikroinjekci

Jak bylo vySe demonstrovdno na studii Schnieke et al. (1997), transgeneze
pomoci jaderného ptfenosu, kterd vyuZziva transfekované bunky, pifindsi mnoho vyhod
oproti klasické DNA mikroinjekci: (a) mohou se pouzit jak samci, tak i samici bunécné
linie, (b) zaclenéni a piipadnou expresi prenesené sekvence lze prozkoumat v kultuie
jesté pied pouzitim donorové bunky, (c) transfekované buitky mohou byt do zdsoby
zmrazeny, (d) vSechny bunky v klonovaném zvifeti obsahuji zavedeny gen, coZ vylucuje
chimérismus a zajisti zdrode¢ny pienos na dalSi generace, (e) ¢as, ndklady a pocet zvitat

jsou mensi (Stice et al., 1998).

-“ RSB =
Gene construct

Microinjection ral Transfeetion
/
DNA salution Enucleated
oocyte =

Embrye transfer

whmhs nEmEmE

<30% transgenic offspring 100% transgenic offspring

Obr. 6) Porovnani DNA mikroinjekce a NT s pouZitim transfekovanych
donorovych bunék

(prevzato od Wolf et al., 2000)
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5.4.2. Limitujici faktory NT

Limitujici fakt jaderného ptenosu je, Ze se donorova DNA zaclefiuje do genomu
ndhodné¢ (DNA se muze zaclenit do mista, které nepovoli expresi transgenu), proto je
dulezita selekce pouzivanych donorovych bunék (Suraokar and Bradley, 2000). DalSim
faktorem je, Ze dochdzi ke spontdnnim abortim nebo k imrti transgennich potomkil

kratce po porodu.

5.5. Vyuziti jaderného prenosu v mediciné

Jak bylo popsdno vySe, transgeneze pomoci NT nabizi cilenou genetickou
modifikaci u hospodarskych druhti zvitat, které se vyuZzivaji k produkci biomedicinsky
vyznamnych proteint. Pfikladem je studie Schnieke et al. (1997) (viz kap. 5.3.2.) nebo
McCreath et al. (2000). McCreath vytvoril transgenni ovci pomoci specifického
genového vektoru z mlécné zlazy pro lidsky al-antitrypsin (AAT). Tento gen byl cilené
vlozen do ovc¢iho plodového fibroblastu, konkrétné do al (I)-prokolagenového lokusu
(COL1AI), ktery byl vybran hlavné zdavodu jeho velké exprese v tomto typu
fibroblastu.

Dalsim dilezitym ptikladem vyuziti transfekovanych bunék pro NT je geneticka
modifikace prasat pro xenotransplantaci (viz kapitola 2.4.). Organy od ,,normélnich*
prasat jsou jiZz béhem transplantace znic¢eny diky hyperakutnimu odmitnuti (HAR), které
vyplyva z reakce protilatek v plazmé clovéka s antigenem Gal al,3Gal na povrchu
prasecich bungk. Inaktivaci enzymu al,3galaktosyltransferdza (al,3 GT) se zrusi exprese
antigenu. Dtkazem jsou knock-outované mysSi v genu pro al,3GT, které velmi

redukované vazaly lidské protilatky (Wolf et al., 2000).
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Obr. 7) Srovnéni cest vedouci k transgenimu zvifeti u my$i (plnd ¢ara) a

hospodaiskych zvitat (¢arkovana ¢éra) .

Znéazornéné cesty: a) levd (injekce do blastocysty), z blastocysty se odeberou buiiky, geneticky se
modifikuji a mikroinjekci se vpravi zpétky. Takto vznikne chiméra. KiiZenim chimér s divokym
kmenem ziskdme z50% heterozygoty. V ndsledné F3 generaci lze ocekdvat s25%
pravdépodobnosti recesivné homozygotni jedince.

b) prava (NT), kultivované somatické buiiky jsou geneticky pozménény a ndsledné vpraveny do
enukleovaného oocytu. Vysledkem je blastocysta, ze které se vyvine heterozygot.

Rozdil spocivad v tom, Ze mysi heterozygoti mohou vznikat cestou a) i b), kdezto heterozygoti
hospodatskych zvifat vzniknou pouze cestou NT, coZ je ddno tim, Ze zatim existuji znacné
pfekazky v kultivaci ES bunék.

(ptevzato od Denning and Priddle, 2003)
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6. Zavér

V této préci jsem se snaZzila alespoii z Casti popsat transgenni techniky zaloZené na
pienosu celych transgennich bun€k do recipientniho embrya ¢i organismu a vystihnout
jejich dileZzitost. Jak jiz bylo feCeno v uvodu, transgenni metody jsou pouZzivané jak
v primdrnim vyzkumu, tak i v mediciné a zemédé@lstvi. Z pohledu sniZzeni HARu u
xenotransplantaci jsou dulezité dvé studie. Prvni provedli Lavitrano et al. (1999), kdy
piipravili pomoci metody genového pienosu zprostiedkovaného spermiemi prasata
exprimujici lidsky hDAF, ktery zmirfiuje nasledky imunitni odpovédi. V druhé jadernym
pienosem transfekovanych bunék s knock-outem pro enzym al,3 GT byla produkovédna
prasata, kterd neexprimovala na povrchu orgidnti antigen Gal al,3Gal a tim padem
nedochdzelo k reakci s lidskymi protildtkami. Celkové metoda NT transfekovanych
bunék je vyznamnd zpohledu pifipravy hospodarskych zvifat produkujicich
biomedicinsky dileZité proteiny (lidsky srdzeci faktor IX ...) v mléce.
PouZzivani transgennich embryondlnich kmenovych bunck je piinosné z hlediska studia
funkci gentl. Je to ddno zvySenou schopnosti homologni rekombinace ES bun¢k vedouci
k cilenému knock-outu vybraného genu.

vvvvvv

lidského badani vedouciho k lepSimu poznani a zkvalitnéni Zivota.
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7. Pouzité zkratky:

AAT — al-antitrypsin

CD4 - cluster of differentiation 4 (povrchovy antigen)
COLI1A1 — al(I)-prokolagenovy lokus

DBPs — DNA binding proteins (DNA vazebné proteiny)
DNA - deoxyribonukleova kyselina

EC — embryonic carcinoma cells

EG - embryonic germ cells

ES — embryonic stem cells

FGF - fibroblast growth factor

G, — G faze bunécného cyklu (buiika neroste)

GFP — green fluorescent protein

HAR - hyperacute rejection (hyperakutni odmitnuti u xenotransplantaci)
hDAF - Human Decay Accelerating Factor

hFIX — human coagulation faktor IX

ICSI - intracytoplasmic sperm injection

IF-1 - inhibitory factor 1

IVF - in vitro fertilization

kDa — kilo dalton ( jednotka hmotnosti proteini)

LIF - leukemia inhibitory factor

MHC II. — major histocompatibility complex class II.
M-MuLV - Moloney leukemia virus

NT - nuclear transfer

PCR - polymerase chain reaction

PG — primordial germ cells

REMI - Restriction Enzyme Mediated Integration
RNA - ribonukleova kyselina

8. Kli¢ova slova
transgenni techniky, spermie, spermatogonie, jaderny ptenos, kmenové buiky,

transfekce, chiméry.
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