Genove technologie

Transgenni zivocichové



Transgenni zivoCichové

e Domestikace domacich zvirat — selektivni
KFizeni

e Dnes priprava transgennich zivocCichu —
mysi, kozy, kocky, psi, ryby, opice atd.

e Kazda bunka transgenniho zivocicha nese
novou genetickou informaci.



Transgenni zivoCichové

e Transgeny prenesené do transgennich
zivocCichu maji puvod v ruznych
organizmech — stejného druhu, jinych
druzich zivocichu, ale i baktériich,
rostlinach, houbach...

e Samotné transgeny byvaji pred prenesenim
do zivocCicha ruzné upravovany, napriklad
byva pridan vhodny promotor.



Tvorba transgennich zivocichu

e Mikroinjekce do jadra —transgen se
orenasi do oplozené vajecné bunky tésné
00 oplozeni, kdy obsahuje samici a samci
orojadro pred fuzi obou projader.

e Mikroinjekce se provadi do samciho
projadra.
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Tvorba transgennich zivocichu

e Zakladatelé linie maji pouze v jednom
chromozomu transgen (jsou
heterozygotni). Aby byla nasledujici linie
homogenné transgenni, je treba krizit
samce zakladatele a samice zakladatelky,
abychom ziskali linii se dvéma kopiemi
transgenu v genomu, které se pak krizi
inbredné.



Tvorba transgennich zivocichu

e Néekdy vznikaji chimérni zivoCichové —
pokud nedojde k zaclenéni transgenu do
vsech télnich bunék, je zivocCich mozaikou.

e Nékdy se do DNA zacleni vice kopii
transgenu.



Tvorba transgennich zivocichu

e K zaclenéni transgenu do genomové DNA
dochazi na nahodnych mistech, casto tam,
kde dochazi ke spontannim
chromozomalnim zlomum.



Tvorba transgennich zivocichu

e K prvnimu zaclenéni funkcniho genu do
transgenni mysi doslo v roce 1982.

e Potkani gen pro somatotropin (rustovy
hormon) byl vnesen do genomu mysi.

e Gen pro somatotropin byl vhesen do
genomu pod kontrolou promotoru z genu
pro metallothionein, jehoz exprese bézné
probiha v jatrech.



Tvorba transgennich zivocichu

e Namisto, aby byl somatotropin produkovan
sisinkou, byl produkovan v jatrech. Prestoze
k expresi dochazelo na spatném misté v
téle, mysi vyrostly a byly témér 2x tak
velké.
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Abstract

A DNA fragment containing the promoter of the mouse metallothionein-1 gene fused to the
structural gene of rat growth hormone was microinjected into the pronuclei of fertilized mouse
eggs. Of 21 mice that developed from these eggs, seven carried the fusion gene and six of these
grew significantly larger than their littermates. Several of these transgenic mice had extraordinarily
high levels of the fusion mRNA in their liver and growth hormone in their serum. This approach
has implications for studying the biological effects of growth hormone, as a way to accelerate
animal growth, as a model for gigantism, as a means of correcting genetic disease, and as a
method of farming valuable gene products.

Tue introduction of foreign genes into mammalian embryos could form the basis of a
powerful approach for studying gene regulation and the genetic basis of development.
Recent studies have clearly established the feasibility of introducing foreign DNA into the
mammalian genome by microinjection of DNA molecules of interest into pronuclei of
fertilized eggs, followed by insertion of the eggs into the reproductive tracts of foster
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Figure 2. Correction of small size in mutant little mouse by introducing a new gene into the germ line (Hammer
et al. 1984).

Mouse on left is a male mutant little mouse weighing 12 g. On the right is a male littermate weighing 32 g
that has inherited the MT-rGH gene from the father of both mice. The gene had been injected into the
pronucleus of the egg from which the father developed. The father was large and was mated to a homozygous
mutant /it/lit mouse to produce these two littermates. The new gene results in a marked increase in size when
it is present in this line of animals even though they are homozygous for the /it/lit gene.



Priprava rekombinantnich proteint v transgennich
organismech




Priprava rekombinantnich proteintli v transgennich
organismech

e Baktérie E. coli je dnes hojné vyuzivana pro
produkci rekombinantnich proteind.

e Napr. rekombinantni bovinni somatotropin
je produkovan v transgennich baktériich a
je injikovan dojicim kravam, které pak
orodukuji vétsi mnozstvi mléka.




Priprava rekombinantnich proteintli v transgennich
organismech

e Produkce rekombinantnich proteinu v
baktériich je narocna a zacinaji byt
vyuzivany transgenni kozy, které produkuji
rekombinantni proteiny do mléka, ze

cterého se proteiny mnohem snaze izoluiji.

Pripravuje se tak napr. tkanovy aktivator

olasminogenu, ktery je pouzivan pro

rozpousteni krevnich srazenin.




Priprava rekombinantnich proteintli v transgennich
organismech

e Tkanovy aktivator plazminogenu (t-PA) je
dnes nejvice pouzivanym trombolytikem.
Pripravek se nazyva alteplaza, coz je
rekombinantni lidsky tkanovy aktivator
plazminogenu (rhu t-PA). Tento rhu t-PA je
serinova proteaza (o hmotnosti 70 kDa),
ktera je specifickym aktivatorem
plazminogenul.



Priprava rekombinantnich proteintli v transgennich
organismech

e Vaze se specificky s fibrinem, kde dochazi
k pfemeéneé navazaného plazminogenu na
aktivni proteazu plazmin. Nevyhodou rhu t-
PA je jeho pomérné kratky polocas, asi jen
3,5 minuty az 5 minut. Proto se rhu t-PA
musi podavat v udrzovaci infuzi.



Gen je inzertovan do genu pro beta-kasein, ktery je bézné
produkovan mlécnou Zlazou do mi¢ka. Tim se zajisti tvorba
proteinu mlecnou zlazou a jeho vylucovani do mléka.
Konkrétné endogenni promotor a 3" regulacni oblast zajisti
expresi rekombinantniho proteinu do mléka.
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Priprava knockout mysi pro vyzkum

-
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Priprava knockout mysi pro vyzkum

e 7a Ucelem zjisténi funkce genu ve
fyziologickych procesech byvaji vytvareny
transgenni mysi s tzv. knockoutem.

e Pri knockoutu se z funkce vyrazuje urcity
gen. Cilovy gen je nejprve klonovan v
baktériich. Do genu se uméle zavede DNA
sekvence napr. gen pro rezistenci k
antibiotikum.



Priprava knockout mysi pro vyzkum

e Tim se stava gen nefunkcni a poté se zavadi
do stejnym zpusobem jako transgeny do
zZivocichu.

e Nekteré knockouty zpusobuji zkraceni
zivota nebo mysi se vibec nenarodi.



Alternativni zpusoby pripravy transgennich
zivoCichu




Alternativni zpusoby pripravy transgennich
zivoCichu

A) retroviry — prace s nimi je snadngjsi.

Retrovirus nesouci transgenni konstrukt je
oridan k oplozenému vajicku. Vajicko je pak

oreneseno do nahradni matky.



Alternativni zpusoby pripravy transgennich
zivoCichu

e Nevyhody pouzivani reroviru

- retroviry vkladaji do genomové DNA navic |
své sekvence

- omezené mnozstvi vkladané DNA
- Casto takto vznikaji chiméry



Alternativni zpusoby pripravy transgennich
zivoCichu

B) Embryonalni kmenové bunky — ziskavaji se
z blastocysty. Do téchto bunék se muze
viozit DNA jako do bunécnych kultur a pak
jsou vraceny do embrya. VSe musi byt za
podminek, ze bunky nebudou diferencovat.

Vznikaji tak genetické chiméry.



Vliv mista zaclenéni transgenu na jeho expresi
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Vliv mista zaclenéni transgenu na jeho expresi

Transgeny jsou zaclenovany nahodné. Pokud
se zacleni do mista, které je v dané tkani
soucasti heterochromatinu, tak nedochazi k
jeho expresi.

Tomu se Ize vyhnout nékolika zpUsoby:



Vliv mista zaclenéni transgenu na jeho expresi

Tomu se lze vyhnout nékolika zpusoby:

a) Pouziti enhancerovych sekvenci, které se
davaji na zacatek transgenu a mohou pak
zajistit na chromozomalni pozici nezavislou
expresi — napr. kontrolni oblast lokusu
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Vliv mista zaclenéni transgenu na jeho expresi

Tomu se lze vyhnout nékolika zpusoby:

b) Pouziti izolacnich sekvenci, které blokuiji
aktivitu ostatnich regulacnich elementu.
Tyto sekvence pak zpusobi vznik nezavislé
smycky, ktera se vymezuje z
heterochromatinu.



Vliv mista zaclenéni transgenu na jeho expresi

Tomu se Ize vyhnout nékolika zpusoby:
b) Pouziti izolacnich sekvenci
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Vliv mista zaclenéni transgenu na jeho expresi

Tomu se lze vyhnout nékolika zpusoby:

c) Pouziti prirozenych transgenu. Vétsinou
transgeny postradaji introny, ¢imz se lisi od
prirozenych genu — jsou kratsi. Pfirozené
geny s plnou délkou sekvence jsou Casto
vice rezistentni pro efekt pozice na expresi
transgenu.



Praktické vyuziti transgennich Zivocichu




Praktické vyuziti transgennich Zivocichu

e Transgenni zivoCichové v boji proti
chorobam

— transgenni kurata odolna proti viru ptaci
chripky — obsahuji transgen kodujici RNA
vlasenku. Ta se vaze na virovou RNA
polymerazu a brani jeji funkci. Infikovana
kurata sice zemrela, ale neprenesla virus na
ostatni kurata.



Praktické vyuziti transgennich Zivocichu

e Transgenni zivoCichoveé v boji proti
chorobam

— transgenni kravy a kozy byly upraveny tak, ze
vyluCuji do mléka lysozym. Ten pak zamezuje
bakterialnim infekcim traviciho traktu
zpusobenym napfr. E. coli.




Praktické vyuziti transgennich Zivocichu

e Transgenni zivoCichové v boji proti
chorobam
— transgenni kravy a kozy mohou vytvaret
vakciny, které budou prijimany primo pitim
mléka



Praktické vyuziti transgennich Zivocichu

e Transgenni zivoCichové v boji proti
chorobam

— transgenni komari mohou bojovat proti
prenosu protozoalnich i virovych infekci

— malarii (rod Plasmodium) prenasi komar rodu
Anopheles. Byli vytvoreni komari, kteri
obsahuji transgen pro defensin A, fosfolipazu
nebo protilatky proti plasmodiim, které brani
prenosu plasmodii



Praktické vyuziti transgennich Zivocichu

e Transgenni zivocCichoveé v boji proti hladu

— Transgenni lososi rostou dvakrat rychleji nez
divoci lososi, protoze obsahuji EO-1 alpha
transgen kodujici ristovy hormon. Tyto
transgenni ryby jsou triploidni a pouze samice,
aby se zabranilo rozsireni v prirodeé.




Praktické vyuziti transgennich zivocichu




Praktické vyuziti transgennich Zivocichu

e Transgenni zivocCichoveé v boji proti hladu

— Transgenni prasata a ovce mohou produkovat
tuky bohatsi na nenasycené mastné kyselinu

— Transgenni kravy mohou produkovat mléko
bez alergenu — beta-laktoglobulinu




Praktické vyuziti transgennich Zivocichu

e Transgenni zivoCichoveé v boji proti hladu

— Transgenni prasata mohou do slin vylucovat
enzym fytazu, ktery stépi inositol hexafosfat
(kyselina fytova) a tato ekologicka prasata
nepotrebuji dodavat do stravy fosfaty a
vylucuji o 60% méneé fosfatu nez bézna prasata,
coz chrani povrchové vody pred znecistenim.




Praktické vyuziti transgennich Zivocichu

e Transgenni zivoCichoveé v praxi

— Transgenni bourec morusovy produkuje
fluorescentni hedvabné vlakno. Védci
pouzili jako transgen zeleny
flourescencni protein z meduzy nebo |
cerveny fluorescencni protein z koralu ©
pod kontrolou promotoru pro retézec
fibroinu H, zakladniho retézce pro
hedvabné vlakno. Po ozareni modrym
svetlem hedvabi fluoreskuje.







Aplikace RNA technologie v transgenetice

Jednou z moznosti je pouziti tzv. antisense
transgenu. Jedna se o prevracenou sekvenci
DNA daného genu. Vysledkem je tvorba
antisense RNA, ktera se vaze na RNA
originalniho genu a tim je inhibovana genova
exprese.

Lze také pouzit transgen pro ribozymy



Prirozena transgeneze a DNA ingesce






