Transgenni Zivocichové (komentaie)

Stranka 2

Metoda infekce rannych zarodk( (4-8 bunék) retroviry in vitro se moc nepouziva ... ¢asto vznikaji
genetické mozaiky, variabilita v genové expresi z transgenu (epigenetika), letalita, ...

Stranka 3

Transgenni mysi jiz byly pripraveny fadou rlznych metod (viz schéma) — ale standardné se pouzivaji
ty dvé zakladni metody

Stranka 4

Historicky starsi technika, odbér vajicek 3-5 hodin po oplozeni, implantuje se vice vajicek — vice
potomk(, zaclenéni transgenu jeSté neznamend expresi — napf. zaclenéni do oblasti
heterochromatinu, inzeréni mutageneze (az 10% mysi patologicky fenotyp)

Stranka 7

chimérickd mys - nutno dalsi kfizeni pro zisk transgenni mysi

Stranka 9

Chiméry — rGzné stupen chimerismu, pro kfiZzeni se vybiraji ty nejvice chimerické, heterozygotni mysi
jsou v tomto pripadé tmavé, ty nasledné kfizim mezi sebou, abych ziskal homozygota

Stranka 12

pozitivné-negativni selekce, gen neo prerusuje gen zajmu — buriky nesouci transgen kdekoli za¢lenény
jsou rezistentni k G418, TK (tymidinkinaza) vné homolognich oblasti — po homologni rekombinaci se
nazacleni, pfi ndhodném zaclenéni ano, ganciclovir je preménén TK na cytotoxicky produkt —
kombinaci G418/ganciclovir tedy selektuji buriky, kde nejspi$ doslo k HR, nutno ovéfit nasledné
sekvenaci genomu



Stranka 16

A je gen zajmu, M je néjaky marker (neo), dnes uz existuji i rGzné typy LoxP sekvenci (viz dale
Brainbow mys)

Stranka 17

Analogie Cre-loxP systému

Stranka 18

Cilovy vektor nese na krajich homologni oblasti — kratkou a dlouhou (SHA, LHA)

Stranka 19

VyuZiti rGznych kombinaci loxP sekvenci. Mutudlné exkluzivni a ndhodna rekombinace — bunky
,barevné” dle principu ndhodného sklddani barev. Mys stimto konstruktem se kfizi s mysi
produkujici Cre rekombinazu pod tkarnové specifickym promotorem (v tomto pfipadé neurogenni
promotor — sledujeme produkci fluorescenc’énich proteind v mozku). Vyuziti — odliseni jednotlivych
bunék na histologickych fezech, trasovani piivodu/migrace bunék, atd.

Stranka 22

U mysi se tetracyklin/doxycyklin pfidava do piti, v bunécné kultufe klasicky do kultivaéniho
média.Transgenem muZe byt i gen pro Cre rekombinazu — tedy indukujeme nasledné vystépeni loxP
mist a zménu genomu v urcitém nami zvoleném case.

Stranka 24

Analogie loxP systému. Aktivita rekombinazy ale regulovana pritomnosti tamoxifenu. Tedy jina forma
inducibilniho systému.

Stranka 28

Zaclenéni je ndhodné a sledujeme expresi markerového genu (tfeba i GFP, lacz ...), identifikujeme
misto zac¢lenéni (gen X), a vime nyni o ném kdy a kde se exprimuje.



Stranka 41

U ryb je cilem predevsim rychlejsi rlst

Stranka 44

Pharming se dfive pouZivalo, aby se zd(raznilo, Ze seve zvifatech pfipravuji farmakologicky vyznamné
latky

Stranka 45
Velka a kontinualni produkce mléka — zisk hodné proteinu, ekonomicky vyhodné

Lysozym nebo lysostafin — brani bakterialnim infekcim (mastitidy) — mléko kravy se zanétem nelze
pouZit pro ¢lovéka, ekonomické ztraty

Stranka 47

Polly — pfipravena obdobné jako Dolly, ale navic vnesen gen pro koagulacni faktor IX (Ié¢ba hemofilie)
— Polly je tedy klonovana a zaroven transgenni ovce

Stranka 48

Trypanozomy (prvok) prendsi spavou nemoc — mezihostitelem je hmyz (pf. plostice), prenos
geneticky modifikovanych bakterii do stfeva toho hmyzu — produkce toxinu — usmrti Trypanozomy,
pokud se takové plostice rozsifi — mohlo by to vést ke snizeni vyskytu této choroby (obdobné i
malarie)



