Priprava transgennich savcl

— prenos genu do bunék, které musi byt schopny dat vznik celému jedinci
- vyuziti zarodeCnych bunék (x rostliny — somatické burky)

- je potfeba mit vhodny systém selekce
- cela fada moznosti jak pripravit transgenni mys

V praxi se pouzivaji pfedevsim 2:
a) prima mikroinjekce cizorodé DNA pro prvojadra oplozeného vajicka
- obvykle samci prvojadro — vétsi a blize povrchu

- pfenos do pseudopregnantni samice (hormony, kopulace se steril. sameckem)

b) genové manipulace s ESC a injekce do blastocysty

- presné (cilené) modifikace genomu — lze provadét selekci in vitro (HR)

- prenos zpét do blastocysty a poté do nahradni matky



Priprava transgennich savcu
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Předvádějící
Poznámky prezentace
Embryonální kmenové buňky (pluripotentní), zisk z inner cell mass blastocysty ranného embrya
Metoda infekce ranných zárodků (4-8 buněk) retroviry in vitro se tak moc nepoužívá … řasto vznikají genetické mozaiky (i přesto, že infikovaná zygota), variabilita v genové expresi z transgenu (epigenetika), toxicita, …
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Předvádějící
Poznámky prezentace
Transgen se dá naadsorbovat na hlavičku spermie – a pak ICSI – „přirozený přenos“, spermie lze transfekovat, lze provést i náhrada jader ze somatických buněk (somatic cell nuclear transfer – viz dále ovečka Dolly) …


.

Vytvareni transgennich mysi mikroinjekci

ciziho genu do oplozeného vajicka
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Předvádějící
Poznámky prezentace
Historicky starší technika, odběr vajíček 3-5 hodin po oplození,  implantuje se více vajiček – více potomků …, začlenění transgenu ještě neznamená expresi – začlenění do oblastí heterochromatinu …, inzerční mutageneze (až 10% myší patologický fenotyp), různé typy vektorů, umělé chromozómy …


Manipulace s embryonalnimi kmenovymi
bunkami

ESC — pluripotentni kmenové bunky vnitfni bunécné masy blastocysty
- izolace a propagace mysich — poprvé Evans 1981

letters to nature
Nature 202, 154 - 156 (09 July 1981); doi:10.1038/292154a0

Establishment in culture of pluripotential cells from mouse embryos

M. J. EVAMNS™ & M. H. KAUFMANT

Departments of Genetics” and Anat:}m}"r. University of Cambridge, Downing Street, Cambridge CB2 3EH, UK

- odebrani blastocyst (4-6 dni po oplozeni)
- enzymaticka/mechanicka disociace bunék vnitfni bunétné masy

- kokultivace s podpurnymi bufkami (fibroblasty)



Typy kmenovych bunék

dospélé tkanove
specifické KB

tkanove specifické KB



Předvádějící
Poznámky prezentace
Rozdíl totipotentní (i extraembryonální tkáně – př. placenta) vs pluripotentní (jen buňky těla) 


Manipulace s embryonalnimi kmenovymi

bunkami
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Předvádějící
Poznámky prezentace
Úspěšné začlenění a vývoj transgenních ESC – chimérická myš, nutno další křížení pro zisk transgenní myši


Priprava transgennich mySi prenosem genti do embryonalnich kmenovych bunék (ESC)

RO,
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Priprava knokautovanych mysi po prenosu genii do ES bunék

INJECT ES CELL
WITH INTERRUPTED
GENE INTO NORMAL

BLASTOCYST

as'ﬂ?;?&f:{}"amﬁo Foster mother s 2
FOSTER MOTHER / MATING BETWEEN
\ offspring NORMAL MOUSE
Blastocyst Mixed
embryo
FURTHER BREEDING TO
PRODUCE MICE
HOMOZYGOUS FOR THE
INTERRUPTED GENE
<
Mice heterozygous for Normal mice
KNBCKOUT MOUSE interrupted gene



Předvádějící
Poznámky prezentace
Chiméry – různě moc chimerické, pro křížení se vybírají ty nejvíce …, heterozygotni mysi jsou pak tmave … a ty krizim mezi sebou abych dostal homozygota


Nejcastéji pouzivané mysi kmeny — rada riznych kombinaci
129 — black agouti (hnéda), chinchilla (Seda), white (bila)
C57BL/6 — black (Cerna)

Balb/c — white (bila) (v kombinaci s black C57BL/6 pigmentem je agouti)

- kmeny se liSi robustnosti ESC/dospélcu, znalosti genomu, produkci potomku (C57BL/6 pojidaji
sva mladata), uspésnosti ESC zaclenit dat vznik potomkim na urcitém genet. pozadi, ...

Agouti 129 - dominantni nad black C57BL/6
Black C57BL/6 dominantni nad Balb/c white

N You Don't
Injection Pups Mate to want want
@f-"‘ Al | MM | 2D | el
129 ES cells Chimera
into B6 blast
% AR | S | M| 2D
B6 ES cells Chimera
. v, v : into Balb/c blast
- ale i daldf mozné kombinace intoBalb/c blas
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Priprava ES bunék s geny knokautovanymi homologni rekombinaci
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Předvádějící
Poznámky prezentace
Příprava KO myší : vektor – pozitivně-negativní selekce, gen neo přerušuje gen zájmu – buňky nesoucí transgen jakkoli začleněný jsou rezistentní k G418, tymidinkináza vně genu – po HR se nazčlení, při náhodném začlenění ano, ganciclovir je přeměněn TK na cytotoxický produkt – kombinací G418/ganciclovit tedy selektuji buňky kde nejspíš došlo k HR


Vytvoreni mysi nesouci knokautovany gen

(a)
Normal Targeted A = aguti, a = black, M = standardni gen, m = mutantni alela

chromosome mutation

chiméra
, . Newborn chimeric male
Darkyne blastocyst (carrying cells from two
aaMM mouse strains)

aaMM + AAMmM
AAMM
= s lllllll>
Black female
ES cells aaMM plus AAMm Surrogate
Blastocyst-
from brown Altered embryo mother
mouse stage embryo j
EE—
aaMM

Darkyné ES bunék

Brown mouse



PokraCovani - vytvoreni mysi s knokautovanym genem

aa MM
plus
AA Mm

Mature chim

era

Stanoveni genotypu analyzou DNA
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Struktura rozpoznavaci sekvence lox P faga P1

_—

ATAAGTTCGTATA > GCATACAT { TATACGAAGTTAT

_— —_—
——
l ATMCHCGTAT?> GCATACAT{ TATACGAAGTTAT — l ATAACTTCGTATI> GCATACAT( TATACGAAGTTAT
bl i S e

Podle orientace loxP sekvenci je isek DNA mezi
nimi mistné specifickou rekombinaci prostrednictvim
Cre-rekombinazy bud deletovan nebo invertovan

15




Vyuziti Cre-loxP rekombinac¢niho systému
k selektivni inaktivaci (deleci) gent

(A)

Gene targeting

in ES cells Mouse with target locus Transgenic mouse with
y flanked by loxP sites Cre gene linked to a
cell-specific promoter, P

q
Cre-rekombinaza
se tvofi specificky jen

|+ Cre recombinase

jiny vektor — v burikach urcitych
loxP A loxP transientni exprese tkani
| — H- - ——
I — - —— ‘@ Tissue/cell-specific l
T expression of Cre
m—-—r&{ +—-

Select type | ES loxP
I 7
oells A Ve vybranych
; bunkach nebo

loxP

: - tkanich je gen A
GenAje ohrgnlcen ; deletovan
sekvencemi loxP loxP
{Er
Tissue or cell-specific deletion of A at target locus

Cre-rekombinaza pod kontrolou Tet-systému = indukovatelnost



Předvádějící
Poznámky prezentace
A je gen zájmu, M je nějaký marker (neo), dnes už různé typy LoxP sekvencí – opět rekombinace jen mezi určitými typy (viz Brainbow myš)


.

FLP-FRT systém

kvasinkovy enzym Flp rekombinaza (flipaza), 34 bp FRT sekvence

rizné typy FRT sekvenci — rekombinace pouze mezi stejnymi typy

a -10 +1 +10

| | |
- = 5 GAAGTTCCTATICTCTAGAAAGTATAGGAACTIC &

d ........... .- a | ___________ R
—-4f ~ < --
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Předvádějící
Poznámky prezentace
Analogie Cre-loxP, excize, inverze, translokace


Vytvoreni knock-in mysi

4

Mouse genomic locus

7, - - | m s

ﬁ a o . I"Iéé,‘=

1 2 3 4 5 & T
Targeting vector
P . —_
—M’W TH =
i 2 3
SHA h LHA -

Targeted allele {after homologous recombination)

f/é N M'PLIOR - - | S

1 2 3 4 5 6 7

Constitutive Kl allele {after Flp recombination)

— R

=== MOUSEe genomic region ’ ERT site

% i Tl SHA: Short Homolegy Arm

olyadenylation signal
l coding exon o POy v 9 LHA: Leng Homology Arm

Takto Ize pfipravit nejen knock-in mys (mys exprimujici nékjaky ,novy gen®) ...

— umistén obvykle do nekritického regionu

... ale i ménit sekvence genu (oprava mutaci, zavadéni mutaci, ...)




BRAINBOW mys

Construct

quN Fa{.?z 72 __fgxP

e ki B FRT
= A-YFPo A M-CFP] {phn |
Promoter
(CMViThy1) Cre-mediated recombination
Outcomes
o 2575 1 DGR 0
ar /-"”‘H\
f‘#{ QWP
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Inzenyrstvi chromozomu s vyuzitim
rekombinacniho systemu Cre-LoxP

(A) 1. Use sequential gene targeting to introduce (B) 1. Use sequential gene targeting to introduce

loxP site (p) plus a marker gene [#] ) into two
desired locations on different chromosomes

CEN TEL
TEL =G P11 12
CEN TEL

. Expose loxP-containing chromosomes
to Cre recombinase

CEN
TEL —@&

CEN X

translokace ¥

S — Pz 12/15
+
e [ ———==15/12

loxP site plus a marker gene into two
desired locations flanking chromosomal
region to be deleted (vwv)

CEN

. Allow to undergo intrachromosomal
‘recombination’ in presence of Cre
recombinase

Delece (MIKRODELECE)

TEL TEL

M1 = neo, M2 = puro 20



Předvádějící
Poznámky prezentace
Umístění loxP sekvencí na různé/stejné chromozomy manipulacemi v ESC, využití markerů a rekombinázy – buď opět vnesu přechodně do ESC nebo křížím s myším kmenem exprimujícím Cre (všude/inducibilně, tkáňově specificky)
Obdobně i i duplikace, inverze …


Zaklad expresniho systemu indukovatelného tetracyklinem

- telR

'

P
tetR = teracyklinovy represor l
: . Tetracycline or doxycycline
(e
\ 4
ctR )| Targetgene _ Targetgene

P tetO

Konstitutivni exprese TetR povede k inaktivaci jakehokoli transgenu, ktery obsahuje
sekvenci operatoru, k niz se TetR vaze. Po pridani tetracyklinu (nebo jeho analogu
doxycyklinu) dojde k jeho navazani na TetR, jehoz konformace se zméni a neni schopen se

vazat na operator, coz vede k navozeni exprese transgenu.
21


Předvádějící
Poznámky prezentace
Pro regulaci exprese jen po určitou dobu – např. v určité fázi vývoje atd.
Systém odvozený od bakterií


.

Genova exprese regulovana tetracyklinem

A Systém tet-off | tTA= tetracycline transactivator — hybridni protein
_ | ' sloZzeny z tetracyklinového represoru (gen = ¢ervena)
pCS

e o L a transkripniho aktivatoru (gen = modra)
Bunécneé-specificky

promotor

L Pridani Dox vypina expresi transgenu

Dox-tTA tTA

1+— Dox = doxycyklin o _ )
oA _~«—— Navéazani tTA na promotor je nezbytné pro

aktivaci transkripce transgenu

tetQ p

ransgene tetO p

ransgene

Svsté = Nasobné sekvence tetracyklinového
8 Systeém tet-on rtTA operatoru + silny eukaryoticky promotor

Ccs

Pridani Dox zapina expresi transgenu

rtTA = reverse tetracycline-controlled
transactivator systém — nukleotidova sekvence
tetracyklinového represoru obsahuje mutaci
zabranuijici jeho vazbé na tetO; k vazbé dojde
po interakci s Dox.

+ Dox

22

Transgene


Předvádějící
Poznámky prezentace
U myší se tetracyklin/doxycyklin přidává do pití, v buněčné kultuře klasicky do kultivačního média
Transgenem může být i gen pro rekombinázu – tedy indukujeme následné vyštěpení loxP míst a změnu genomu


Tetracyklinovy system regulace

Obé transkripCni jednotky (tTA nebo rtTA + transgen) mohou byt
umisteny na jeden vektor, coz usnadnuje pripravu transgennich
mysi.

Vyuziti:
« Sledovani dopadu tvorby defektnich proteinu

« Sledovani dopadu nadprodukce urcitého normalniho proteinu
(simulace bunécné specifickych poruch)

« Testovani exprese genu u chorob, ovlivaujicich jen urcity
bunécny typ (tTA/rtTA pod bunécné specifickym promotorem)

 Regulace tvorby cre-rekombinazy/flipazy

Vyhoda: oproti rekombinacni inaktivaci (cre-lox systém) umoznuje tet
systém reverzibilni vypinani/zapinani gent

| jiné inducibilni systémy u eukaryot:
- indukce tamoxifenem, ecdysonem, mifepristone ... 23



A No Tamoxifen B Tamoxifen
(Crer)
TAM

@ + [R26 GFP|

Nucleus

[Cell-specific PROM—— Cre-ER |

Key
Rosa 26 promoter Inactive Cre @ Tamoxifen
b LoxP sites Active Cre

Hybridni rekombinaza s vazebnou doménou estrogenového receptoru

- k aktivaci enzymatické aktivity dochazi po vazbé tamoxifenu



Vyuziti transgenu k usmrcovani specifickych
bunéénych typu (mikrochirurgické zasahy)

Gen koduijici toxin (transgen) je zacClenéen za regulacni oblast aktivni
v urcité tkani — exprese transgenu je tak cilena do bunek této tkane

Toxiny: diftericky toxin, ricin, Pseudomonas exotoxin A, ...

Problem: exprese genu pro toxin v okamziku aktivace endogenu
(napf. v Casné fazi vyvoje) muze byt letalni pro organismus

Alternativa: pouziti genu TK z HSV, ktery je zapojen za specifickou
E-P sekvenci. Bunky s timto genem nejsou usmrceny, dokud nejsou
do organismu injikovany syntetické toxické nukleotidy — ty nejsou
toxické pro bunky, v nichz k expresi genu nedochazi, protoze v nich
neni aktivovana specificka E-P sekvence. V bunkach, v nichz je E-P
aktivni, dochazi k expresi TK, ktera syntetické nukleotidy metabolizuje
na produkty, které zabijeji delici se bunky exprimujici dany gen.

- obdoba i cytidin-deaminaza + 5-fluorocytosin — 5-fluorouracil



Prehled metod k potlaceni exprese genti bez nutnosti vytvaret jejich mutace

Interference na urovni RNA

Interference na uUrovni proteint

Antisense RNA

Dominant negatives *

Antisense oligonukleotidy

protilatky, intrabodies **

Ribozymy nebo maxizymy

Aptamers, intramers ***

Deoxyribozymes

Sense RNA (kosuprese)

dsRNA (RNA interference)

SIRNA (RNA interference)

MIRNA

* Mutantni forma genu, jehoZ produkt vytvari spolu s produktem endogenu
nefunkcni dimer (inaktivni komplex, napf. receptor), i DNA-vazebné domeény TF

** Intrabody: protilatka vytvarena uvnitf buriky z transgenu — inaktivuje produkt

cilového genu

***Aptamer: DNA/RNA oligonukleotid vazajici se na cilovou molekulu a inhibujici
jeho aktivitu; peptidovy aptamer: peptid vazajici se na cilovy protein. Intramer: totéz
jako aptamer, ale exprimovany z genu uvnitf bunky
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Předvádějící
Poznámky prezentace
Vlastně epigenetické úpravy – ovlivňují expresi (nezasahují do sekvence genomu)


Cilena exprese genu ve specifickeé tkani

Rat insulin

enhancer-promoter

.’_Aﬁr

SV40

early region
A

Ridi tkanové
specifickou expresi
klonovaného genu
do beta-bunék
pankreatu

| Sgill

& RIP-T ag construct

Inheritance of

T-antigen SV40 —
vyznamny
onkogen —
schopnost
transformace

DEOSSOSUS

[J Normal male

O Normal female

B Transgenic male

@ Transgenic female
Mice that died before

12 weeks of age

&

transgene in
one line of mice

Transgen se exprimuje jen
v pankreatu, kde navozuje
vznik nadord. V ostatnich
tkanich se neexprimuije.

Intestine

v
i
L _ﬂag c g
B 252685 wS
¥ S 22 anvh

Detekce
protilatkou

T antigen

Konstitutivni
tvorba T-ag

|

Thymus
COS cells

Testes

Tkanoveé specificka exprese transgenu
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.

Transgeny jako reportérové geny pro sledovani exprese gent hostitele

Gene trap construct

Akceptorové .
misto sestrihu

SA| lacZ

Construct integrates
within host gene

Zaclenéni reportéroveho
genu za intron genu X

lacZ

R : sestfizeno
On activation, a spliced

transcript is produced

——

On translation,

a gene X-lacZ l
fusion protein

and neo protein w
are produced

B-galaktozidaza

A

=3

v ES 4.

Selekce ES bunék
obsahujicich vneseny
konstrukt (G418),

Injekce ES bunék
do blastocyst,

|dentifikace bunék
(tkani), kde dochazi
k expresi lacZ,

Vyhledani genu X,
ktery Fidi expredflacZ



Předvádějící
Poznámky prezentace
Začlenění je náhodné a sledujeme expresi markerového genu (třeba i GFP …), identifikujeme místo začlenění a gen X, a víme kdy a kde se exprimuje, analogie GAL4 mutantů u Drozofily


Analogie fly-trap systému u Drozofily

- reportérové konstrukty — P{GAL4} systém -

- nahodna inzerce GAL4 (kvasinkovy TF) — muze se dostat pod kontrolu endogenniho
promotoru/enhanceru

- misto a Cas exprese GAL4 Ize studovat po krizeni s kmenem, kde exprese
reportérového genu (lacZ, GFP) — charakterizace promotoru/enhanceru

- kdy a kde a za jakych podminek je aktivni

- tyto promotory pak vyuzity pro cilenou
expresi v urcité tkani v urCitém Case

Genomic enhancer P{GAL4} element Drosophila gene
GAL4 white*  amp® ori
o\ [
- [ — — — ) B c—

\\_______/1

—W Visualisation

5x UASe lacZ /gfp
29


http://www.fly-trap.org/

= ..
Vyuzi

ti reportérovych genu k vyhledani genu aktivnich v

urcitych fazich vyvoje

Use electroporation to
introduce construct into ES
cells

Add G418 to select
neo-containing cells

Colonies of
surviving cells must
contain neo gene

Make a replica and

Analogicky lze vyuzit retrovirovych
vektoru s reportérovymi geny — infekce
tkani vyvijejiciho se organismu

lacZ je aktivni v zavislosti na misté zacClenéni
YA

Isolate colonies

\ Active lacZ

o Lo
& +ﬁ5}* Grow cell
. " lines

\ Inject cells
7 g+ ’

Bunécna linie obsahujici transgen (lacZ)
zaClenény v konkrétnim misté (genu)

Sledovani exprese genu
béhem vyvoje embrya

¢

g n

Examine embryos
stained with X-gal \4

No activation [ Activation | [inactivation| [ Regulated | Expression
during during expression throughout
development development embryo
— _/

~

Clone gene containing integrated transgene

Inzer¢ni inaktivace genu vede
kK pozménénym fenotypl‘Jrr:;)0
izolace téchto genu



Předvádějící
Poznámky prezentace
Detekce přidáním X-gal – modré zbarveni, sleduji geny jež se naktivují, aktivují nebo naopak deaktivují, geny provozní, jež jsou aktivní stále … nemusí být jen u embrya – lze sledovat po celý život …


S
Priprava transgennich ptakii

germinalni disk

———, olate blastoder cell Pluripotentni bunky (blastodermalni
-' a primordialni) péstované in vitro

Germinal disc

Blastoderm

Thick albumen

g ‘ Thin albumen ==
Eggshell. \\‘,\—-' —) ' Yolk Transgene
/( N\ ® Taansec Cile transgenoze u driibeZe
= @@ ® Odolnost proti virovym a
J © o bakterialnim chorobam, proti
gt | BB e kokcidioze

NizZSi obsah tuku a cholesterolu ve

Ozafené recipientni B . .
/ vejcich, vy3si kvalita masa

embryo (Cerstvé _
nakladené vejce) .

Pfiprava rekombinantnich proteinu:
monoklonalni protilatky, ristovy
hormon, inzulin, HSA, interferon,
lysozym

Transgen se stal
soucasti zarodecnych

bunék
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Předvádějící
Poznámky prezentace
Centrem zájmu drůbež – hospodářeké využití, ale i produkce rekombinantních proteinů, jen těžko lze dělat transgenezi do vyvíjejících se vajíček ve vejcovodech, izolují se tedy primordiální buňky z blastodermu germinálního disku vajíčka, ty lze pěstovat a geneticky upravovat a injikovat je zpět do subgerminálního prostoru


Methods of creating transgenic birds

Key

J blastodermal cells
& —— embryonic stem cells

’— primordial germ cells/adult germ-stem cells
@ fibroblasts

5‘2:' germ-like cells

4. Chimeric embryo develops, hatches, matures

germ-line chimera

Engineered cells incorporate only into the gonads
{testes and ovaries.) Somatic (body) tissues are
normal. Offspring carry engineered genes.
Transformed fibroblasts incorporate into gonads, but
it is unknown if they will transmit to offspring.

transgenic chick
2. Engineer cell lines

somatic-cell chimera
Engineered cells incorporate
throughout somatic tissues, but do
not integrate into germline.
Offspring are normal.

green flourescent
protein gene

~ 3.Inject cells into
~ developing embryo non-transgenic

chick




Priprava transgennich ptakii

- 1 postupy s infekci blastodermu retroviry
- pripadné i infekce Casného embrya (12-14 den)

panticles e poarminal

Shell
Sheil

Saal mambrane  Cemeant
'-Hx.

G0 masaic

THENILS in Siokeainoingy

- nelze z bezpecCnostnich duvodul aplikovat pfi produkci driibeze pro jidlo



1. Inject engineering complex
into developing embryo’s

¥ J,-“
bloodstream. { AW
i " P> ‘}
2 O
/" CRISPR/Cas9
B
s green flourescent

protein gene

Primordial germ cells
pass through the
bloodstream; some
are engineered.

Primordial germ cells — migruji krvi do gonad

A new method
of creating
transgenic birds

2. Chimeric embryo develops, hatches, matures

germ-line chimera

In this chimera, a portion of the
sperm or eggs carry the engineered
genes. These genes are passed on
to offspring.

. B ‘: transgemcchlck

|
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Předvádějící
Poznámky prezentace
Během migrace buňky mohou přijmout ty geny


Priklady transgennich zivo€ichu

e Zvifata (mysSi, dribez, hospodarska zvifata, ryby) obsahujici gen pro
rustovy hormon — rychlejSi rast, zména vlastnosti produktu

* Prezvykavci obsahuijici ve strevé GMO-mikroorganismy, které redukuji
toxicitu nékterych rostlin (rozsirfeni potencialu krmiv)

* Drubez s pozménénymi travicimi schopnostmi (celuloza, lignin, tuky)
e Drabez se zvySenym obsahem lysozymu ve vejcich (antibakterialni
ucinky - vyuziti v primyslu (vejce déle vydrzi) a farmakologii)
* QOvce s vylepSenou srsti
* MysSi s pozménénymi nebo inaktivovanymi geny
« studium lidskych genetickych poruch: neurodegerativni, imunitni,
hormonalni choroby,
« vliv faktort na organismus (napf. [éku, mutagenu)
o studium poruch paméti

e Zvifata jako darci organu pro transplantace (xenotransplantaty) — organy
S pozménénymi antigenimi vlastnostmi vhodné pro Clovéka

o Zvirata produkuijici cizorodé latky v mléce, moci, krvi nebo tkanich

(animal farming: zvifata jako bioreaktory) 35


Předvádějící
Poznámky prezentace
Ty růstové experimenty patřily mezi první – ekonomický výnos, velký efekt …ale i vedlejší účinky …


Transgenni zvirata

* Transgenni prasata
* Prasata exprimujici lidsky hemoglobin — 15 % lidského hemoglobinu
* Nahrazka krve pro transflize, uchovavani organud pro transplantace
e Transgenni mysi pouzivané jako modely pri studiu lidskych chorob

« Napfr.: mySi se zménou barvy srsti, abnormality v ledvinach, kostech,
s cukrovkou, osteopetrozou, zménou vyvoje T-lymfocytl, zménénou
aktivitou interferonu, usporadani gent pro imunoglobuliny,
osteoartritis, s receptory pro viry /HIV/ a fada jinych.

* Modifikace travicich enzymu savcu
« Priprava mysi, které depolymerizuji celuldozu v tenkém streve —
neprezvykujici savci schopni travit celulozu.
« Transgenni kmeny mysi - ,pomalejSi starnuti“ — dlouhovékost

» Fosfoenolpyruvatkarboxykinaza (PEPCK-C) — vySSi metabolicka aktivita,
vySSi aktivita (porfad béhaji), rodi i v pozdnim véku, ziji déle ...

Ovce, mys — KO prionoveého genu

MysSi — knokaut genu pro myostatin (chybéni myostatinu vede k rustu svalu) — belgicky
modry skot (mutace v genu pro myostatin), jina hospodarska zvirata 36



Transgenni zvirata

« Transgenni Zivo€ichové hypersenzitivni k mutagenim nebo karcinogenum
» testovani toxicity latek vnéjSiho prostredi, farmak aj.
e Transgenni prasata s genem pro somatotropin
» stejna rychlost rastu, o 15 % ucinngjSi konverze potravy
o zvifata maji méné tuku a netrpi poruchami
« Transgenni ovce exprimujici gen kodujici obalovy protein visna viru
 vlastni retrovirova vakcina /retrovirus zpusobujici pneumonie, proti nimz

neni mozna vakcinace. Zavedeni ciziho genu do ovci vede k produkci
protilatek proti proteinu a tim ochrané vudi infekci.

« Transgenni ryby

rezistentni k prostrfedi (salinita, kyselé desté)
rezistentni vici chorobam

zvySeni prirustku ryb zavedenim genu pro chimericky vSeobecny
rustovy hormon (losos — 13-ti nasobné pfirustky ve srovnani
S netransgennimi rybami)

37



Transgenic rodent (esp. mouse) models of disease

mice that produce human hybrid immunoglobulin

a model of malignant skin melanoma

IL-2 deficient mice that suggest IL-2 is not so important in immune response as suggested by in
vitro studies

IL-4 deficient mice are resistant to murine AIDS

Mice with altered spatial learning

studies looking at genes that can prevent diabetes in non-obese diabetic mouse models

mice with altered brown fat deposits and their role in obesity research

mice with central nervous system damage by expression of a HIV protein

mice expressing gamma interferon in the liver get chronic active hepatitis

a commercially available genetically engineered mice that expresses the human plasma enzyme,
cholesterol ester transfer protein, which may accelerate heart disease

transgenic mice for human disease include: deficiencies in the homeobox gene Msx1 cause palate,
craniofacial and tooth development abnormalities

a model for Menkes disease

epilepsy in mice was found to be associated with a defect in the ceruloplasmin gene

sensory and sympathetic neuropathies due to a disrupted Trk/NGF gene

sensory defects with a lack of neurotrophic factor

various physiological changes result from lose of plasminogen activator gene

altered muscle growth and movements from disrupted neurotrophin 3 receptor gene

altered spleen development from changing the homeobox gene Hox11 - this gene controls the
genesis of the whole spleen, one gene one organ?

Mice lacking type IX collagen develop noninflammatory degenerative joint disease

A mutation in the ryanodine receptor gene that is thought to be a calcium channel for release of
calcium from the sarcoplasmic reticulum in muscle that prevents muscle action, and causesgarly
depressed mice



aggressive mice

slow-learning mice

modified dopamine receptors,

mice lacking estrogen receptors,

models of prion disease

Mouse models for Alzheimer's disease

mice lacking p53 tumour suppressor gene are predisposed to cancer

A mouse model of hemophilia A was made by targetted disruption of the mouse factor VIII
gene

a model for Helicobacter pylori infection, that is associated with ulcers

Studies on obesity and insulin processing

A model for Down's syndrome

Mouse models and breast cancer,

Absence of DNA excision repair gene XPA increases susceptibility to UV-B and carcinogens,
Genetic control of mating behaviour

Human disease models: heart and lung disease in transgenic mice

tuberculosis for vaccine development,

Mouse models of atherosclerosis can be effected by apolipoprotein A-1V

High-level expression of recombinant human fibrinogen in the milk of transgenic mice - up
to 100% of the protein was incorporated into fully functional fibrinogen hexamers.

A new genetically engineered strain of mice that suffers both brain degeneration and
memory deficits, and develops the same brain deposits of a protein called amyloid that are
seen in human sufferers, should allow researchers to test the idea that the amyloid
deposition actually causes the brain changes that leads to memory loss in Alzheimer's
Over 1200 mutations have now been catalogued in mice, with a wide range of phenotypes

39



Transgenni mys (vlevo) obsahujici gen pro lidsky ristovy hormon

Nature 1982 December 16; 300(5893): 611-615.

Dramatic growth of mice that develop from eggs microinjected
with metallothionein—growth hormone fusion genes

Richard D. Palmiter , Ralph L. Brinster’, Robert E. Hammer', Myrna E. Trumbauer? Michael
G. Rosenfeld}, Neal C. Birnberg®, and Ronald M. Evans?

40


Předvádějící
Poznámky prezentace
Jedna z prvních transgenních myší


)

Péstovani ryb v
akvalkulturach

Kapr, losos, siven,
tilapia (okonouvec)

Figure 11.18 Normal coho salmon (lelt) and genetically en- fish on the left is about 4 inches long. [Courtesy of R. H.
gineered coho salmon (right) containing a sockeye salmon Devlin. Reprinted by permission from Nature 371: 209,
growth-hormone gene driven by the regulatory region [rom R. H. Devlin, T. Y. Yesaki, C. A. Biagi, E. M. Donaldson,
a metallothionein gene. The transgenic salmon average 11 P. Swanson, and W. K. Chan. Copyright 1994 Macmillan
times the weight of the nontransgenic fish. The smallest Magarines Lid.] [

Prenos gentu do ryb: do oplozeného vajicka nebo do ¢asného zarodku je mikroinjekei
(elektroporaci, liposomy, pomoci sam¢ich pohlavnich bunék) prenesena DNA, zisk
chimerické ryby, pak kiiZeni transgennich ryb — ustaveni transgennich linii ryb

Ristovy hormon (all-fish n. all- salmon) — rychle;jsi rast

41


Předvádějící
Poznámky prezentace
Především rychlejší RYCHLOST růstu – nakonec dle druhu 2-100x větší velikost


Wyuziti

GloFish — exprese riznych barevnych proteinti

AguAdvantage losos — schvalen FDA 2015 pro komer¢ni produkci a konzumaci
(ristovy hormon)

Sledovani znecisténi prostredi

- luc gen pod kontrolou promotorii aktivovanymi t€zkymi kovy

- sledovani mutagenich latek v prostfedi (mutace v transgenech lacl, cll, ...)

42



Mutageneze in vivo: mutace gent faga lambda zac¢lenéného v genomu ryb

Tandem bacteriophage ) transgene MutaCe genu CII Snlzuje
OO0 pravdépodobnost, Ze nastane
lg:f;;rgm with chemical lyzogenizace.
Vzorek faga se zvySenym poctem
{H I HH A Hol | @ = cmutation mutaci v genu clI bude tvorit vice
. plak nez vzorek s fagy bez mutaci
lPackaging mixture: heads and tails V CI I )
0 = [ 0= 0 g Jiny systém testovani mutagenii na transgennich

rybach pouziva plazmidovy transgen zodpovédny

U
O O H O za citlivost k antibiotikiim jako cile pro mutaéni
O pusobeni.

Packaged bacteriophage

E. coli je transformovana plazmidovou DNA, ktera
je izolovana z ryb ovlivnénych mutagenem.
Zvysena frekvence kolonii rezistentnich

k antibiotikiim (srovnani izolati z ryb na néz bylo a

nebo nebylo piisobeno mutagenem) odrazi silu
T ? ? ? ? ? o
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Zvirata jako ziveé tovarny (,,animal farming®)

-« © lidsky gen klonovany p h armin g

v retrovirovém vektoru

’ mikroinjekce DNA do
‘projadra oplozeného vaji¢ka

pFenos vaji¢ka
do nahradni matky
Promotor genu pro

lactoglobulin — produkce
transgenu v mléce

transgenni potomstvo,
v jehoZ mlé¢né Zlaze se
tvori lidsky protein

mléko obsahujici
lidsky protein

izolace Cistého . 44
proteinu


Předvádějící
Poznámky prezentace
Pharming se drive pouzivalo aby se zduraznilo, ze se ve zviratech pripravuji farmakologické latky (pharmacological)


Priklady latek vytvarenych v transgennich zviratech

Zvire Latka Vyuziti

ovce Alfa-1-antitrypsin Lécba rozedmy plic

koza Tkanovy aktivator plazminogenu Rozpousténi krevnich
srazenin

ovce Faktor pro srazeni krve VIII, 1X Navozeni srazeni krve

prase hemoglobin Nahrazka krve pfi transfuzi

koza Lidsky ristovy hormon Lécba nanismu

ovce, mys Regulator CFTR LécCba cysticke fibrozy

prase Lidsky protein C Antikoagulans krve

koza — protein pavouciho viakna v mléce, atp.
krava — lysozym nebo lysostafin v mléce

45



Předvádějící
Poznámky prezentace
Velká produkce mléka – zisk hodně proteinu, cenově výhodné
Lysozym nebo lysostafin – brání bakteriálním infekcím (mastitidy) – mléko krávy se zanetem nelze pouzit pro člověka, krava se leci antibiotiky a takove mleko pak také nelze zpracovat pro lidi


New genes introduced into farm animals to alter growth chatacteristics

Species
Pig
Pig
Sheep
Pig
Pig
Pig
Pig
Pig
Cow
Sheep
Sheep
Pig
Sheep
Pig
Pig
Pig
Pig
Cow
Sheep
Pig
Cow

Regulatory element

Mouse metallothionein promoter
Mouse metallothionein promoter
Mouse metallothionein promoter
Mouse metallothionein promoter
Human metallothionein promoter
Mouse metallothionein promoter

Structural gene

Human growth hormone
Human growth hormone
Human growth hormone
Bovine growth hormone
Porcine growth hormone
Human growth hormone releasing factor

Mouse Moloney leukaemia virus long terminal repeat Rat growth hormone

Mouse albumin promoter

Mouse mammary tumour virus long termina repeat
Mouse metallothionein promoter

Ovine metallothionein promoter

Mouse metallothionein promoter

Mouse metallothionein promoter

Mouse metallothionein promoter

Bovine prolactin promoter

Cytomegalovirus long terminal repeat

Rat phosphoenol pyruvate carboxykinase promoter
Chicken skeletal actin promoter

Mouse transferrin promoter

Mouse sarcoma virus long termina repeat

Chicken skeletal actin promoter

Human growth hormone releasing factor
Bovine growth hormone

Bovine growth hormone

Ovine growth hormone

Human growth hormone releasing factor
Human growth hormone releasing factor
Human insulin-like growth factor I
Bovine growth hormone

Porcine growth hormone

Bovine growth hormone

Human oestrogen receptor

Bovine growth hormone

Chicken SKI

Human insulin-like growth factor I

46



.

Klonovani savcu

Odebraini
bunék

z mlééné
zlazy bilé
ovee a jejich
prenos do
media se
snizenou
koncentraci

Zivin \
DA

Umisténi obou
bunék do tésné
blizkosti a
navozeni jejich
splynuti
elektrickym A
impulzem.

DalSi impulz

nastartuje bunééné

déleni ‘/

e

Prenos
vyvijejiciho
se embrya
do délohy
nahradni
matky,
ktera
zarodek
donosi

Odebrani
neoplozeného
vaji¢ka z ovce
¢ernohubky a
odstranéni jeho
jadra
obsahujiciho
chromozomovou
vybavu

Moznost pienosu
cizich geni

Narozené jehné Dolly
ma stejnou vybavu
chromozomii jako bila
ovce, Z jejiz mlééné
Zlazy byla buiika
odebrina
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Předvádějící
Poznámky prezentace
Polly oproti Dolly – také somatic cell nuclear transfer, ale pouzite fibroblasty jako zdroj jádra, a vnesen gen pro koagulační faktor IX (léčba hemofilie) – Polly je tedy klonovaná a zaroven transgenni ovce


.

Transgenni bakterie (Rhodococcus) produkujici toxin
(cekropin) usmrcujici trypanozomy ve streve plostic

Complementary
DNA encoding
cecropin A

Plasmid vector

Rhodococcus rhodinii

Transformed R. rhodinii

T. cruzi reduced
or eliminated

Insects colonized
with transformed

Hindgut od reduviid bug

T. cruzi

Rhodnius prolixus
3w, (reduviid bug)

R. rhodnii

Cekropiny — polypeptidy
s antibakterialnim
ucinkem z hmyzu (slozka
imunity)

Trypanosomes
destroyed

Transformed R. rhodinii in
into hindgut od reduvii

Cecropin A

produced
endogenous in
hindgut
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Předvádějící
Poznámky prezentace
Trypanozomy (prvok) prenasi spavou nemoc (Plasmodium malarii) – mezihostitelem je nejaky hmyz (plostice), prenos geneticky modifikovanych bakterii do streva toho hmyzu – produkce toxinu – usmrti Trypanozomy (Plazmodia), pokud se takove plostice rozsiri – mohlo by to vest ke snizeni vyskytu tech chorob

Další moznost GM – sterilizace samecku (třeba komaru) – vypusti se do prirody a snizi sanci pareni samicek s normalnimi samecky


RlUzné osudy DNA viru leukémie po prenosu do mysi —
zavislost na case a metodé prenosu

virus my$i leukémie klonovan4 provirovd DNA MulV

infekce
mikroinjekce mikroinjekce

do jadra do cytoplazmy

%

embryo o 32 bufikéch 8 a? 10denn[ embryo LS oplodnénéa
my$l vajitka
implantace
do novych matek

@c@%@@

Q> l@ @éfs@f @éfé@ @ﬁs@'

MuLV se vyskytuje MulV se naléza MulLV jedna kopie MulLV
pouze ve viech tkénich; tandemové sefazeny se vyskytuje
v nékterych bufikéch nemethylovany ve v8ech buiikédch; v kaZdé bufice;
mglého-poétu tkénj; a siln& exprimovany silné methylovany ~ 10 % my#( '
silné methylovany a neexprimovany produkuje
a neexprimovany ) MulV-mRNA
Mozaikovitost, Virus pusobi 20-40 kopii Tkanove
1 kopie integrovana | | jako infekéni v jednom specificka 49
v riznych mistech agens chromozomu exprese




Analyza sexualni determinace — funkce genu sry

1. Lokalizace genu Tdy (Sry) na chromozomu

2. 2. Klonovani genu z oblasti Tdy 14 kb fragment nesouci

!niecf Sry transgene gen Sry (1. jedlné DNA
info XX egg z chromozomu Y, ktera

Gy je nyni ve vajicku)

XX Fertilized
l eggs

Genotype > samici
Pheno’rype —_— samdci

— DNA control
— Y-specific control

Gen Sry podminuje tvorbu samcich pohlavnich organt




Objasnéni vyvojovych vztahu mezi bunkami

hypofyzy

@ Prekurzorova bunka
@ diferenciace‘ O

Buriky syntetizujici Buriky syntetizujici prolaktin
ristovy hormon (GH)

Psy = promotor genu pro GH

Pp = promotor genu pro prolaktin

Zvirata s genem tk pod kontrolou Pgy (1) Py (2)

tk tk
1) Pen 2) Pp

[ (1] |

V bunkach, v nichz je P aktivni,
dochazi k expresi TK, ktera
analogy nukleotidi metabolizuje
na produkty, které zabijeji délici
se bunky exprimujici dany gen.

i Injekce l

eXpre@ analogul @
nukleosidu

f K / \ exprese
on | X ol )

Trpaslici Normalni rist

Zavery:.

* Bunky syntetizujici prolaktin
se nedéli (nejsou usmrcovany)

« Bunky syntetizujici GH jsou
prekurzory bunék

syntetizujicich prolaktin -
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