Molekularni biotechnologie C.14

Vyuziti poznatkt molekularni biotechnologie. Transgenni
ZivocCichove



Transgenni zivocCichoveé

Zivo&isné buiky hmyzu

Ptaku

Obojzivelniku (zaba Xenopus)
Savcu



Cizi geny

* se vnaseji bud do bunek pestovanych v
Kulturach in vitro nebo

* do zarodecnych bunek



Vektory

» Jako vektory se vyuzivaji bakulovirove
vektory (pro prenos do hmyzich bunek)

» vektory odvozene z viru SV40, vakcinia
viru, adenoviru a zejmeéna

e retroviru (napfr. virus Rousova sarkomu
RSV).



Metody prenosu DNA do bunek

Cizoroda DNA se do bunek prenasi
transfekci (volna DNA)
elektroporaci

lipofekci

mikroinjekci



Priprava transgennich savcu

« Cizoroda DNA se prenasi do zarodecnych bunék
(vajiCka, rana embrya, embryonalni kmenové bunky)

» U savcu se jako modelovy organismus pouziva mys



Prenos DNA do oplozenych vajiCek mysi

mikroinjekci

vajiCko se kultivuje in vitro

ve stadiu moruly nebo blastuly se prenese do nahradni
matky, v niz jeho vyvoj pokracCuje

V pripade, ze doslo k uspesnému prenosu transgenu do
genomu vajicka

bude ho potomstvo obsahovat zacleneny v nahodnem
misté

Doslo-li k zaClenéni transgenu do zarodecCnych buneék,
bude se stabilné prenaset do dalsich generaci



Mikroinjekce
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Figure 15.2 Establishing transgenic mice by DNA microinjection. Eggs are

obtained from donor temales that have been induced to superovulate and then
mated w
into the male pronucleus of a fertilized eg
ive birth to transgenic pups from which transgenic lines can be established

th males. Purified samples of the transgene construct are microinjected

. Implanted females (foster mothers)



Vyuziti retroviroveho vektoru
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Figure 15.1 Establishing transgenic mice with retroviral vectors. Cleavage stage
embryos, usually 8-cell stag h a defective retrovirus carryinga
transgene. Implanted females (foster mothers) give birth to transgenic pups
Matings are carried out to determine which pups have the transgene in their
germ line cells. Transgenic lines can be established from these founder transgenic
animals.

>, are infected w




Prenos DNA do embryonalnich kmenovych
bunek mysi

Embryonalni kmenoveé bunky se pripravuji
z ranych zarodku

Snadno se kultivuji in vitro

Provede se transfekce a

selektuji se bunky, v nichz se preneseny
transgen zaclenil do genomu homologni
rekombinaci



Vyuziti embryonalnich kmenovych
bunek



L ze zamenovat

 standardni alely genu za jejich mutantni
formy a

 sledovat pak primo mutacne pozmeneny
fenotyp u vyvijejiciho se zarodku nebo
dospeleho zvirete



A\ A4

Vhodnym krizenim

* heterozygotnich mysi (obsahujicich 1 kopii
transgenu a 1 kopii puvodniho genu)

* se ziska potomstvo, kterée bude mit
transgen v homozygotnim stavu,

* coz Je zvlaste vyhodné pro studium
recesivnich mutaci



Vyuziti transgennich zivocichu

Studium genetické kontroly vyvoje organismu
(Casova a tkanove specificka regulace genove
exprese behem jednotlivych fazi embryonalniho
vyvoje) {j. studium embryogeneze a diferenciace
bunek.

Pri objasnovani pricin vzniku nadorovych
onemocneéni,

poruch imunitniho systemu

Transgenni linie mysi s mutovanymi geny slouzi
Jako model pro studium analogickych mutaci u
Cloveka (napr. u genetickych chorob)



Transgenni hospodarska zvirata

Cilem je pfiprava zvirat s lepSimi uzitkovymi vlastnostmi
— zmenou biochemickych drah, hormonalni rovnovahy
nebo tvorbou zcela novych proteinovych produktu.
Vysledkem je napr. ucCinngjsi vyuzivani krmiva a tim i
rychlejSi rust, nebo pozménéné slozeni tkani a télnich
struktur:

napr. prasata s nizsim obsahem tuku v mase,

ovce, jejichz vina ma vyhodnejsi chemickeé slozeni.

Drubez se zvySenym obsahem lyzozymu ve vajeCném
bilku

Ryby vyznacujici se toleranci ke zmenam obsahu soli ve
vodé, velmi rychlym rustem nebo odolnosti vaci vykyvum
teploty.



Ucéinnost

* Transgenose u zivocichu
* Je velmi nizka
* Alisi se v zavislosti na pouzitem druhu



Uginnost pfenosu cizorodého genu je nizka

Figure 15.3 Overall efficiency of the transgenesis process alter DNA
microinjection. One hundred percent of the fertilized eggs (100%) of cattle, pigs,
sheep, and mice are inoculated with a transgene, but the success of implantation
and giving birth to offspring are much lower, and only 5% or less of the treated
eggs become transgenic progeny.
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Za perspektivni se povazuji transgenni
zvirata

Z jejichz telnich tekutin nebo tkani (napr. mléka,
moce a krve) Ize ziskavat farmakologicky
vyznamne latky.

Pfi konstrukci transgenu se vyuzivaji tkanoveé
specifické promotory — napr. pri pouziti
promotoru pro beta-laktoglobulin dochazi ke
genoveé expresi pouze v mlécne zlaze a

vychozi produkt prechazi do mleka,
odkud jej Ize snadno izolovat.



Vyuziti genu kodujicich kasein v
expresni jednotce
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Figure 15.8 Goat B-casein gene—CFTR ¢cDNA expression construct. The full-
length ¢cDNA for CFTR was cloned between exon 2 (EX2) and exon 7 (EX7) ol
the goat B-casein gene, The promoter and transcription termination sequences
and exons 1, 8 and 9 (EX1, EX8&, and EX9) ol the casein gene are retained.



Transgeny a promotorove

sekvence

Table 15.2 Mammary gland transgenes, promoter sequences, and
recipient organismes.

Transgenic

Transgene Promoter species

Longer acting tissue plasminogen Whey acidic protein Goat

activator

o -Antitrypsin B-Lactoglobulin Sheep
Clotting factor 1X B-Lactoglobulin Sheep
Soluble CD4 protein Whey acidic protein Mouse
Lactolerrin o -Casein Cattle
Urokinase o -Casein Mouse
CFTIR B-Casein Mouse
Interleukin-2 B-Casein Rabbit




Byly pripraveny transgenni ovce

* jejichz mleko obsahuje vysoké % lidského
faktoru pro srazeni krve (faktor X), ktery se
pouziva pro leCbu hemofilie.

* Velkochovy takovych zvirat (,zive
tovarny”) mohou byt zdrojem latek, jejichz
ziskani v pozadovanem mnozstvi a Cistote
je jinymi postupy mnohem nakladnejsi
nebo které nelze v aktivni forme z jinych
organismu ziskat.



Klonovani ovce s vyuzitim prenosu
jadra
Klonovani celych zvirat
Z vajicka bylo vynato jadro
Vajecna bunka bez jadra byla fuzovana s
bunkou milécne zlazy (po indukci do Go faze)
Umele pripravena zygota byla aktivovana

Doslo k déleni bunék

Embryo ve fazi blastuly bylo implantovano do
pseudopregnantni matky

Narodila se klonovana ovce



Priprava transgenniho skotu —
jednotlive kroky

Figure 15.9 Steps in the
development of transgenic cattle
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Uspé&sné byla zkonstruovany

 transgenni drubez



Transgenni drubez



