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Souhrn

Prace se zabyvd problematikou pfipravy transgennich mys$i a srovnanim
jednotlivych metodologickych postupt z hlediska efektivity a vhodnosti aplikace pro
vyzkumné ucely. Techniky pro pfenos genovych konstrukti zahrnuji preferovanou
mikroinjekci DNA do pronuklea oplodnéného vajicka. Jakoz i moznosti spojené
S vyuzitim spermii, jez prendseji zabudovany genovy konstrukt do oocytu pii in vitro
oplozeni, nebo za vyuziti retrovirovych vektorti, kterymi jsou oocyty infikovany. Pfenos
jader somatickych bun¢k do enukleovanych oocytl, vyuziti embryondlnich kmenovych
buné¢k, které jsou vnaseny do cizich zarodkd ¢i transgeneze pomoci liposomi jsou
techniky prozatim pouzivané okrajové z divodu nutnosti hlubsiho probadani.

V dalsi ¢asti seznamuje prace Ctenafe s jednotlivymi kroky, jez je nutné provést
pro UspéSnost transgeneze. Piedmétem zdjmu je zde ovaridlni stimulace nutnd pro
ziskani dostatecného mnozstvi oocytu, ale také jako pfiprava pro embryo transfer, jakoz
I kapacitace spermii, ktera je zasadni pro in vitro oplozeni. Prace se rovnéz zabyva
zpétnou analyzou potvrzeni pozitivity exprese transgenu pomoci genotypizace potomkul
a kfizenim pozitivnich transgend a srovnava vyhody a nevyhody ziskani homozygotni

transgenni linie.
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fertilizace, embryo transfer



Abstract

The thesis deals with methods used for preparation of transgenic mice and with
comparison of them in terms of efficiency and suitability of applications for research
purposes. Technologies for the transfer of gene constructs involve microinjection of
DNA into the pronukleus of fertilized oocyte, which seems to be the most reliable one.
Another possibility is associated with the use of sperm, which carry the incorporated
gene construct into the oocyte during in vitro fertilization, or with the use of retroviral
vectors by which the oocytes are transfected. Somatic cell nuclear transfer into
enucleated oocyte, the use of embryonic stem cells which are incorporated into strange
embryo or transgenesis by liposomes are techniques far less explored and not so often
used.

The next section of this thesis introduces to the reader individual steps which are
necessery for successful transgenesis. It is focused on ovarian stimulation which is
necessery to obtain sufficient amount of oocytes, as well as on stimulation of recipient
mother in embryo transfer as well as on capacitation of sperm required for in vitro
fertilization. The thesis also deals with backward analysis confirming positivity of
transgene expression by genotyping of pups and by crossbreeding of transgene positive
and compares advantages and disadvantages of obtaining homozygot transgenic lines.

Key words:
Transgenic mouse, perinuclear injection, ovarian stimulation, capacitation, in

vitro fertilization, embryo transfer
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Seznam pouzitych zkratek

AEA — arachidonylethanolamid, agonista endogennich kanabinoidnich receptort
ATP — adenosintrifosfat, bunécny zdroj energie

CAMP — cyklicky adenosinmonofosfat, dillezita signalni molekula

DAG - diacylglycerol, ester glycerolu ukotveny v plazmatické membran¢

DNA — deoxyribonukleotidova kyselina

DOTMA - N-[1-(2, 3-dioleyloyx)propyl]-N,N,N-trimethylamonium chlorid

ESC — embryonalni kmenové buiky (Embryonic Stem Cells)

FSH — folikulo-stimula¢ni hormon

GMO - geneticky modifikovany organismus

hCG — lidsky choriovy gonadotropin (human chorionic gonadotropin)

hMG - lidsky menopauzalni gonadotropin (human menopausal gonadotropin)
ICSI — intacytoplazmaticka injekce spermie

IP;— inositol trifosfat, dilezita signalni molekula

LH — luteiniza¢ni hormon

MMLYV — Moloney Murine Leukemia Virus, retrovirus schopny navodit rakovinu u

mysi

P1P; — fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat, membranovy fosfolipid

PKA — proteinkinaza A, serin/treonin kinaza

PLD - fosfolipdza D, hydrolyticky enzym $tépici molekuly fosfolipidi
PMSG — gonadotropin séra biezich klisen pouzivany pro ovarialni stimulaci

RNA — ribonukleova kyselina



1 Uvod

Rozvoj a nové poznatky Vv oblasti genetiky, molekularni biologie a zivocisné
reprodukce, jez byly v poslednich letech zkoumany, a jejichz cilem byla pfedevS§im
snaha o0 zefektivnéni chovu hospodatskych zvifat, vedly aZz k objevu moznosti
modifikovat genetickou informaci jedince s vyuzitim geni pochazejicich z bunék
nepiibuzného organizmu. Vysledkem se staly transgenni zvifata, jejichz vyuziti dnes
nabizi velmi Siroké uplatnéni.

Konkrétné pro porozuméni biologie Clovéka a pro studium zavaznych lidskych
chorob se nejvyznamnéj$im modelovym organismem stala my$ (Mus musculus), jez
s ¢lovékem sdili vyraznou homologii gent, jeji genom je piiblizné stejné velky jako
lidsky, a dokonce i pofadi genti na chromozomech je u obou druhti napadné podobné.
Navic je pro myS$ charakteristicki pomérné kratka generacni doba a produkce
dostate¢ného mnozstvi potomkii, coz je pro vyzkumné tcely Zadouci.

V pribéhu poslednich desetileti bylo navrZzeno a uspésné aplikovano nékolik
metod pro pfipravu transgennich zivocicht, jejichz protokoly, techniky a podminky
provedeni jsou neustdle optimalizovany a zdokonalovany za tucéelem ziskani co
nejvyssiho vynosu. Jednotlivé postupy pro generovani transgennich kmenti mysi se lisi
nejen vyslednym poctem Zivotaschopnych jedinct, ale samoziejmé také Casovou ¢i
technickou néaroc¢nosti a dalSimi faktory.

Cilem této bakalaiské prace je tedy porovnat dostupnost, vytéznost, rizika
jednotlivych metod a wvyuZiti transgenli pifi studiu chovani jak organismi, tak
jednotlivych bunéénych populaci pravé na nejtypictéjSim a nejbéznéji pouzivaném

savCim modelovém organismu, jakym je mys.



2 Geneticky modifikovany organismus

2.1 Charakteristika a historie GMO

Geneticky modifikovany organismus je takovy, jenz ve svém genomu obsahuje
rekombinantni DNA vnesenou lidskym zdsahem pomoci metod genového inzenyrstvi.
Tento védni obor se rozviji v poslednich desetiletich a umoznuje prorazit mezidruhovou
bariéru pro vyuziti genti a modifikovat dédicnou informaci bunék transgennich
zivoCichl metodami, které zajisti u bunck pfijeti, zabudovéani a projev genetickych
sekvenci z bun¢k darcovského organismu.

Genové inzenyrstvi vzniklo v 70. letech 20. stoleti a jeho principy se zacaly brzy
pouzivat v praxi, napt. pro pfipravu rtiznych farmakologickych preparati. Jednémi
z prvnich byly lidsky inzulin ¢i rdstovy hormon pfipravované v bakteriich. Prvni
transgenni my$ byla pfipravena roku 1980 (Gordon et al., 1980) a o dva roky pozdé&ji
Ralph Brinster a Richard Palmiter uspésné vlozili do mySich embryi krysi gen pro
rustovy hormon. My$ nesouci tento cizi gen vyrostla do dvojnasobné velikosti ve
srovnani se svymi sourozenci.

Mys se tak stala nejtypictéjSim a nejbéznéji pouzivanym savcim modelovym
organismem a jeji transgenni kmeny se dnes vyuzivaji nejen pro studijni ucely, ale

slouZzi také jako vyznamny model pro vyzkum napft. zavaznych lidskych chorob.

2.2 Metody produkce transgennich zivocichii

Pro ptipravu transgennich zivo¢ichl 1ze pouzit postup in vitro, kdy jsou cizorodé
geny vlozeny do kultivovanych bunék ¢i tkang, nebo se uplatiiuji metody in vivo, kdy
jsou geny vpraveny piimo do tkané€ Zivého organismu.

Umysi, jakoZto mnohobunéénych organismii s oddélenou germindlni
a somatickou linii bunék, je vétSina metod pro pfipravu transgennich zvifat sméfovana
na zygotu. Bé€Zné je pouzivana technika mikroinjekce DNA do prvojadra, dale pfenos
genli pomoci retrovirovych vektort, spermiovy pienos, pienos jader a lipofekce. Méné

Casto se vyuzivaji embryonalni kmenové buniky, které 1ze vnaset do cizich zarodki.

2.2.1 Mikroinjekce
Metoda mikroinjekce patifi mezi nejbéznéji pouzivané metody pro piipravu
transgennich mysi. Genovy produkt je vstiiknut do jednobunééného zarodku. Ten se da

U mysi ziskat pomérné snadno a opakované ve velkém mnoZstvi.
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Nejprve je nutné pfipravit oplozena vajicka. Ta se bud ziskavaji z Cerstvé
oplodnénych samic, u kterych byla pfed tim provedena ovaridlni stimulace, nebo je
mozné po stimulaci samic odebrat oocyty, jez se uvolnily do ampule oviduktu
a nasledn¢ u nich provést in vitro maturaci a oplozeni. Do prvojadra je injikovana DNA
za pouziti specidlniho mikroskopu vybaveného mikromanipulatory. Vajicko je
imobilizovano stabiliza¢ni pipetou a pomoci sklenéné mikrokapilarni injekcni pipety je
do jednoho z pronuclei vpraveno malé mnozstvi roztoku s cizorodou DNA. Castéji se
voli sam¢i pronucleus, protoze je vétSi a aplikace je tedy jednodussi. Za téchto
podminek asi 25 % mysi, které se vyvijeji, zdédi jednu nebo vice kopii injikované
DNA. 15-30 injikovanych zygot je ndasledn¢ implantovano do vejcovodu
pseudopregnantni recipientni matky.

Celkova tisp&snost této metody se pohybuje okolo 5 %. Uspé$né zabudovani
cizorodé DNA do mySich chromozomil je ovlivnéno mnoha dilezitymi parametry. Roli
zde hraje koncentrace DNA, velikost a forma DNA (nadSroubovicova vs. linearni
forma s variabilnimi konci), stejné jako vybér mista vpraveni injekce, jejiz obsah muize
byt vstiiknut do samciho ¢i sami¢iho pronuclea nebo do cytoplasmy. Celkova ucinnost
zavisi také na vybéru vhodného kmene mysi, naptiklad generovani transgennich mysi,
které exprimuji cizorodé geny pro rustovy hormon je asi osmkrat jednodussi pti pouziti
hybridnich mysi C57Bl/6 x SJL nez pfi pouziti inbredniho kmene C57Bl/6
(Brinster et al., 1985).

Nevyhodou metody je, Ze se injikovand DNA integruje do hostitelského genomu
nahodné, nasledkem c¢ehoz miuze dochazet k inzerCnim mutacim. Velice casto se
uplatniuje také pozicni efekt, kdy je po integraci ovliviiovana okolni DNA a néasledkem
je variabilni exprese transgenu. Pokud je integrace Uisp&$na a zvifata maji zabudovany
transgen ve své genomové DNA, je jen piiblizné¢ 50% pravdépodobnost, Ze bude
dochazet k jeho expresi (Wall, 1996).

Metoda mikroinjekce jako techniky pro pfipravu transgennich mysi patii mezi
nejstarsi a je vzhledem ktomu dobfe prozkoumana, také diky jeji relativné snadné
dostupnosti patii stale navzdory svym nevyhoddm k nejcastéji pouzivané metod€ pro

piipravu geneticky modifikovanych mysi.
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2.2.2 Retrovirové vektory

Metoda vyuzivajici retroviry jako nastoj pro transgenezi mysi je zalozena na
schopnosti téchto RNA vird pronikat do hostitelskych bunék a zabudovat svij vlastni
geneticky materidl do dédi¢né informace hostitelské buiiky. Tato tzv. provirova DNA se
poté replikuje jako soucast DNA hostitelské bunky a dava vznik novym viriim.

Retroviry je mozné zbavit jejich vlastnich genli a misto nich vlozit do viru
genovy konstrukt. Pfi pfipravé takového vektoru je nutné zajistit, aby se nadale choval
jako virus a vnasel tuto genetickou informaci do buiky a zaroven zamezit produkci
novych plné zivotaschopnych virovych ¢astic schopnych zniCit buniku. Nasledna
integrace je sice ndhodna avsak velice stabilni.

Zvlastni skupinou jsou tzv. endogenni retroviry, jejichz geneticky materidl je
integrovan do germinalni bunécné linie a mize byt dédén potomky. Prave tato forma
viru MMLV (Moloney murine leukemia virus) byla pouzita jako vektor pii piiprave
prvni transgenni mysi touto technikou (Jaenisch, 1976). JelikoZ vétSina retroviri je
schopna infikovat buniku pouze nachazi-li se v mitotické fazi bunétného cyklu,
konkrétn¢ v metafazi, kdy dochazi krozpadu jaderného obalu, je integrace
retrovirového vektoru do samicich zarodecnych bunck Casto Uispésna, protoze oocyty
setrvavaji v metafazi druhého meiotického dé€leni, kdy téZ neni ptfitomen jaderny obal,
ve srovnani se somatickymi bunikami po mnohem del§i dobu (Chan et al., 1998).
Efektivita pfenosu genu byva tedy vySsi nez napt. pii vyuZziti mikroinjekce DNA, avSak
velkym omezenim je délka genu, ktery lze do retroviru vloZit, jeZ obvykle neptesahuje
délku 10 kb.

Hlavni divod, pro¢ tato metoda stile nemé pfi transgennich pokusech Siroké
uplatnéni, je spojen s obavami tykajicimi se schopnosti retrovird navodit nadorové
bujeni ¢i zpiisobit infekci pii aplikaci pfili§ vysokych koncentraci viru. Navic, provirova
DNA byva v transgennich zvifatech Casto inaktivovana na tGrovni transkripce a exprese

transgenu je tak vyrazné omezena (Chan et al., 1998).

2.2.3 Spermiovy pi‘enos

Tato metoda byla popsana v polovin¢ 80. let 20. stoleti, kdy bylo objeveno, ze
spermie maji schopnost vazat exogenni DNA a mohou byt tedy pouzity jako vektory
pro generovani transgennich mysi. Technika se ukazala byt velmi jednoducha a malo

nakladna. Spermie jsou inkubovany na vhodném médiu, k némuz je piimichan genovy
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konstrukt a po zabudovéani cizorodé DNA mohou byt trasfekované spermie pouzity
k in vitro oplozeni oocytii. Uginnost metody dosahovala 30 % (Lavitrano et al., 1989).

VétSina pokusi tento experiment zopakovat vSak selhala a metoda se jevila jako
neucinnd. Pro zvyseni pravdépodobnosti vstupu cizorodé DNA do spermii lze vyuzit
elektroporace ¢i smichat exogenni DNA s monoklonalnimi protilatkami, které se vazi
na povrchovy antigen spermii (Chang et al., 2002). Jinou zajimavou metodou je pfima
injekce hlavicky spermie spolu s exogenni DNA do oocytu metodou znamou jako
intracytoplasmatickd injekce spermie (ICSI), jez se u mysi pouziva k ptenosu dlouhych
fragmenttit DNA (shrnuto v Collares et al., 2005).

UmySi se jako velice efektivni jevi alternativni metoda izolace
a nésledné retrovirové transfekce samcich zarodecnych kmenovych bunck. Ty jsou poté
transplantovany do semenotvornych kanalkl recipientnich mysi a vyvijeji se z nich
transgenni spermie. Uspé&$nost zabudovani a exprese transgenu se pohybuje okolo
4,5 % anasledné je uspéSné prenesen aexprimovan i v nasledujici generaci
(Nagano et al., 2001).

Vysledky v oblasti studia této techniky pro pfipravu transgennich zvifat vSak
stale ukazuji, ze je to metoda velice nespolehliva. Jeji ucinnost mize v jednotlivych

ptipadech dosahovat vice nez 50 %, ale zaroven je velmi ¢asto nulova.

2.2.4 Prenos jader

Principem této metody, kterd je znaméjsi spiSe pod oznac¢enim klonovani, je
vpraveni jadra somatické buiiky do enukleovaného oocytu. Vyvoj zarodku je pak spojen
S nutnym procesem reprogramovani, kdy musi byt zastavena diferenciace a naopak
indukovana pluripotence a exprese genu dileZitych pro vyvoj embrya. Vznikly jedinec
ma totoZnou genetickou informaci s jedincem, ze které¢ho byla odebrana builka pouzita
ke klonovani. Uginnost této techniky se v sou¢asné dobé& pohybuje okolo 10 %
narozenych mlad’at z celkového poétu klonovanych zarodku, které byly preneseny do
nahradnich matek. Klony vSak velice Casto trpi syndromem velkého potomka, maji
zvétSené organy a tim zplisobené problémy s dychanim ¢i krevnim obéhem a vyznacuji
se zvySenou nachylnosti k tvorb¢ nadorti, nebo trpi jinymi defekty, které snizuji jejich
zivotaschopnost. Molekularni analyzy provadéné u klonovanych embryi ¢1 potomki
ukazaly, ze jsou tyto anomadlie zplisobeny abnormalnimi epigenetickymi modifikacemi

jako jsou napt. DNA methylace nebo histonové modifikace, které vedou k chybnému
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reprogramovani (Dean et al., 2001; Wang et al., 2007). Studie se tedy zamétily na
moznost prevence téchto epigenetickych vad za ucelem zvySeni uspésnosti u klonovani
zivocicha.

Efektivita je jednozna¢né ovlivnéna typem buriky, ze které bylo jadro odebrano.
V soucasné dob€ je mozné klonovat pfenosem jader z bun€k nejriznéjsich typa, které
mohou pochazet zranych embryi, plodii idospélych jedinci. Pozitivnich vysledkt
umysi bylo dosazeno pii pouziti jader izolovanych s fibroblastd nachazejicich se
Vv metafazi bunécného déleni a naslednym provedenim sériového jaderné¢ho pienosu,

jehoZz postup je znazornén na obrazku 1 (Ono et al., 2001).

Recipientni oocyt
Fibroblasty

DMEM (10%FBS)
+ nocodazole

G O G@ * Odstranéni jadra

0 €
o0 @

Bunky v metafazi 1. NT Oplodnéné vajicko

N, »

» ~ -
+ IVF
-
Aktivace pomoci @
SrCI2 e @
+ Odstranéni pronuclei *
Tvorba pronuclea | () 2. NT

Prenos \ ’J /

pronuclea
. —p» In vitro kultivace

Embryo transfer

OBR. 1: Sériovy jaderny ptenos (pievzato a upraveno dle Ono, 2001)
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Velmi  pozitivni  vysledek byl pozorovan také umySich oocytl
s transplantovanymi jadry, kterd byla oSetfena inhibitory histon deacetyldz, konkrétné
suberoylanilidhydroxamovou kyselinou, jejiz pouziti vedlo k celkovému zlepSeni ve
vyvoji klonovanych mysi a celkova vytéznost Zivotaschopnych jedinci dosahla 16 %
(Ono et al., 2010).

Vyhodou produkce transgennich mysi pomoci klonovani je, ze Ize vybrat buiiky,
do kterych byl genovy konstrukt uspésné vpraven a kazdy narozeny potomek je tedy
transgenni. Pfi postupu pomoci mikroinjekce genu je mozné ovéfit uspéch procesu az

U malé ¢asti narozenych mysi, proto je produkce transgennich zvifat mikroinjekci oproti

4

2.2.5 Embryonalni kmenové bunky

Mysi embryonalni kmenové bunky (ESC-embryonic stem cells) jsou ziskavany
z vnitini bunééné vrstvy blastocyst a nasledné jsou kultivovany in vitro. Diky jejich
schopnostem se neustale délit a diferencovat se Vv jakoukoli linii bunék kromé
trofektodermu, naslo jejich vyuziti Siroké uplatnéni v piipravé geneticky
modifikovanych jedinci. Na zdkladé homologni rekombinace je mozné piipravovat
zivotaschopné mysi s genovym knockoutem ¢i mysi s konkrétnimi bodovymi mutacemi.
Diky mysim se zacilovanymi geny jsou védci schopni pfipravit zvifeci modely, které
simulyji lidské geneticky podminéné choroby aumoziuji, tak jejich studium
(Limaye et al., 2009).

Dalsi vlastnosti totipotentnich kmenovych bun€k je moznost jejich inkorporace
do vyvijejicich se cizich zarodki. Tim vznika tzv. chiméra neboli jedinec, jehoZ télo je
tvofeno buiitkami pochdzejicimi ze dvou rtiznych jedinct. Pokud embryondlni kmenové
buiiky vytvofi pohlavni Zlazy chiméry, je geneticka informace v nich obsaZena
pfenesena na potomky téchto jedinct.

U kmenovych bunék vyizolovanych z embryi daného kmene dojde po provedeni
genového knockoutu k vyfazeni exprese konkrétniho genu, néasledné jsou bunky
injikovany do vyvijejicich se embryi jiného kmene mysi a vloZzeny do ndhradni matky.
Narozené chiméry jsou nasledné kiizeny s normalnimi jedinci a dle zjevného fenotypu
potomkd, lze wurcit, které chiméry maji germindlni linii bunék vytvofenou
z implantovanych kmenovych bunék ajejich potomstvo se tedy vyznacuje

heterozygozitou pro sledovany gen. Genovy konstrukt je do embryonalnich kmenovych
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bun¢k vnesen pomoci elektroporace a stale Castéji se vyuzivaji také viry. Jeden
Z prvnich experimentli spojeny s genovou manipulaci ESC zahrnoval pfenos exogennni
DNA pravé pomoci retrovirového vektoru (Robertson et al., 1986). Transdukce byla
provedena také pomoci adenoviri ¢i lentivirovych vektora (Smith-Arica et al., 2003;
Kosaka et al., 2004) a tento typ ptfenosu Se Vv nékterych piipadech vyznacoval vétsi
ucinnosti transdukce a mensi cytotoxicitou nez metoda elektroporace.

Vétsina  kmenovych bun¢k je odvozena zmysiho kmene 129/Sv
(Doetschman et al., 1985), protoze v minulosti byly tyto mysi nejéastéji vyuzivané pro
studium embryonalniho vyvoje a dale slouzi jako model pro studium biologie
zarode¢nych bun¢k a rakoviny varlat (Jiang a Nadeau, 2001). Od tohoto kmene
odvozené ESC se lépe kultivuji in vitro ve srovnani s ESC, odvozenymi od jinych
mySich kment, které se hife inkorporuji do blastocysty. DalsSimi popularnimi kmeny
jsou BALB/c mysi, které jsou velmi ¢asto pouzivané vV imunologickych experimentech
(Dinkel et al., 1999) a kmen C57BI/6.

Tato metoda ma velky potencidl a vyznam ve vyzkumu chorob vcetné rakoviny,
Vv soucasné¢ dobé se podafilo vypéstovat embryondlni kmenové bunky u dalSich
zivocisnych druhti véetné ¢loveéka. Znacné etické problémy vSak mozny rozsah vyuziti

ESC utlumuyi.

2.2.6 Liposomy

Liposomy jsou uméle vytvorené modely bunéénych membran, které ve svém
nitru uzaviraji vodny roztok. Sté€na liposomu dokaze splynout s cytoplazmatickou
membranou a jeho obsah se tak uvolni do nitra bunky. Této vlastnosti bylo vyuzito
kratce po prvnim popisu liposomd, které¢ byly néasledné aplikovany k dodévce latek do
bunék. Pokud je ve vodné fazi pfitomen genovy konstrukt, dostane se do nitra liposomu
a nasledné miiZe byt prenesen do buiiky.

Pro ptenos cizorodé DNA se nejcastéji pouZzivaji kationické liposomy, které jsou
pozitivné nabité a s molekulami DNA vytvareji stabilni komplex. Jednim z nejcastéji
vyuzivanych kationickych lipidt je lipofectin, poprvé popsany roku 1987 (Felger et al.,
1987). Jedna se o smés N-[1-(2,3-dioleyloyx)propyl]-N,N,N-trimethylamonium
chloridu (DOTMA) a drogy. Po pfidani a zabudovani ur¢itych molekul, napft. protilatek,
do stény liposomu, je mozné tyto modely membran zacilit na urcity typ bunéck

V organizmu.
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Technika je velice jednoducha, vysoce reproduktivni a ucinnéj$i nez napf.

vpravovani cizorodé DNA do somatickych bunék pomoci elektroporace.
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3 Ovarialni stimulace mysi
Jelikoz vétSina metod piipravy transgenni mysSi je zaméfena na zygotu a pro

maximalni vytéznost experimentu je zapotiebi velkého poctu oocytl, je nezbytné nutné
provést ovarialni stimulaci mysi, jejimz principem je vyvolani ristu u vétsiho poctu
sekundarnich (antralnich) folikuli, nez v normélnim cyklu a jejich ovulace, ktera je
nejcastéji vyvolana pomoci lidského choriového gonadotropinu hCG (Human Chorion
Gonadotropin) imitujiciho funkce luteiniza¢niho hormonu (LH).

Oocyty, které jsou uvolnény do ampule vejcovodu, jsou nasledné¢ odebrany
a oplodnény in vitro, nebo je samice piipusténa, k oplozeni dochazi in vivo a poté jsou
odebrany embrya v urcitych stadiich vyvoje.

3.1 Vhodné kmeny mysi

vvvvvv

a vzhledem k mutagenezi, transgenezi a cilovani gent se pocet dostupnych mysSich

kmeni stale zvySuje (http://jaxmice.jax.org/manual/breeding_strategies_manual.pdf).

Casto pouzivany kmen pro transgenezi jsou BALB/c mysi. Tento albinoticky
laboratorné vypéstovany kmen hraje dilezitou roli v imunologickych vyzkumech a ve
studiich rakoviny. Nejbéznéji se ovSem vyuziva kmen C57Bl/6 vzhledem k snadné
dostupnosti kongennich kmenti, jednoduchému chovu a jejich robustnosti.

Vysledky ovarialni stimulace jsou na vhodném vybéru kmene zéavislé vzhledem
k odlisnému chovani mysi ¢i specifickym vyvojovym patologiim, jejichZ frekvence jsou
u né¢kterych kmend zvysené. Je také prokazano, ze obecné pozitivnéjSich vysledki je
dosahovéno u hybridnich kmend, které se vyznacuji mensi genetickou zatézi nez kmeny

inbredni.

3.2 Vhodné stari samicek pro ovarialni stimulaci
Stari samicek, které mohou byt pouzity pro ovaridlni stimulaci se samoziejmé
také 1i$i v zavislosti na kmeni, obecné vsak plati, ze se pouzivaji samicky, které jsou
tésné po dosazeni pohlavni dospélosti, tedy po objeveni prvniho estru, k ¢emuz dochazi
vetsSinou mezi 21. - 30. dnem stafi. Mysi jsou savci polyestricti a jsou tedy reprodukéné
aktivni po cely rok. Jednotlivé estralni cykly jsou vazany na cyklus den-noc, proto je
nejlepsi pokud je i v chovech dodrzen pravidelny a neménny cyklus svétla a tmy.

Nejcastéji se pouziva cyklus 12 hodin svétlo a 12 hodin tma.
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Pro nékteré¢ pokusy jsou vyzadovany samice jiz dosp€lé, u nichz se ovaridlni
stimulace da provést v kterémkoli dni estrdlniho cyklu. U stimulace pomoci PMSG
(gonadotropin séra biezich klisen) bylo vSak prokazano, ze podani hormonu v prvnim
dni estralniho cyklu bylo efektivnéjsi nez aplikace hormonu az druhy ¢i tieti den cyklu.
Zvysil se pocet 1 kvalita oocytil, ziskand embrya se vyznacovala vétSim poctem bunék
tvoticich blastocystu a naopak se snizilo procento apoptickych bunc¢k v blastocysté

(Tarin et al., 2002).

3.3 Hormony pouzivané pro ovarialni stimulaci mysi

PMSG je glykoproteinovy komplex ziskdvany ze séra biezich klisen. Je
produkovan endometriem délohy mezi 40.-130. dnem gravidity. Vykazuje
folikulostimula¢ni vlastnosti a vlastnosti luteinizaéniho hormonu. Pfesto, Ze je mén¢
Cisty neZ napf. extrakty ziskdvané z hypofyzi ovci ¢i koz, vyznacuje se PMSG delSim
biologickym polocasem a sta¢i ho tedy aplikovat pouze jednou b&hem stimulace.
Podava se ve vétsing pripada peritonedlné.

Rast folikuld mtze byt navozen také pomoci lidského menopauzalniho
gonadotropinu (hMG), coz je smés FSH a LH. hMG je obsazen v moc¢i Zen po
menopauze odkud je ziskavan purifikaci. Aplikuje se typicky ve formé intramuskularni
injekce a diky krat§imu biologickému rozpadu se podava ve dvou davkach v prib&hu
stimulace.

Funkeci LH simuluje lidsky choriovy gonadotropin (hCG), jez vyvolava ovoluci.

Ziskavan je purifikaci z moci.
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4 Kapacitace spermii

Kapacitace je oznaceni maturacnich zmén spermie, které probihaji v pohlavnim
traktu samice u savci a ucini spermie schopné oplozeni. Presnéji feceno tyto zmény
ptipravuji spermie na kontakt se zona pellucida samiciho oocytu a umozni jim
podstoupit akrozomalni reakci. Molekularni podstata kapacitace stale neni dostate¢né
prozkouména, je vSak evidentni, ze ejakulovand spermie neni jesté¢ zrald, teprve po
straveni ur¢it¢ doby v reprodukénim traktu samice, kde interaguje se slozkami
oviduktalni tekutiny, jez napoméhaji kapacitacnimu procesu, je umoznéno oplozeni.

Po dokonceni kapacitace dochazi u spermii vzdy k jevu zvanému hyperaktivace.
Jednd se o zmény v pohybu spermie, ktera se zatne pohybovat v kruhu nasledkem
asymetrického zvétSeni vinéni bic¢iku. Takovyto typ ohybani biciku usnadiiuje spermii
dostat se k plazmatické membrané oocytu. Hyperaktivované spermie lépe prostupuji
viskéznimi tekutinami, a proto mnohem efektivnéji pronikaji hlenovitym sekretem,
ktery se tvoii v oviduktu samic a extracelularni matrix kumularniho oophoru (Suarez,
1996).

Spermie nekapacituji vSechny najednou, ale po urcité minimalni dob¢ inkubace
v oviduktalni tekutiné, nebo v kapacitacnim médiu p#i kapacitaci in vitro, se ustanovi
populace kapacitovanych spermii o velikosti 2-12 % z celkového poctu, ktera se udrzuje
po ur€ité dobé (Cohen-Dayag et al., 1995). Kapacitované spermie, které se nedostanou

k oocytu po kratké dob¢ hynou.

4.1 Kapacita¢ni zmény
Matura¢ni zmény, ke kterym dochdzi v pribéhu kapacitace se tykaji

proteinového obalu, cytoplazmatické membrany i cytoplazmy spermie.

4.1.1 Zmény na povrchu spermie

Na sav¢ich modelech vcetné mysi bylo prokazano, ze pii prichodu oviduktem
vytvareji spermie rezervoar, ktery prodluzuje zivotnost spermii v oviduktu a zvySuje se
tak pravdépodobnost poceti. To je umoznéno diky povrchovym proteinlim nachazejicim
se v rostralni oblasti hlavi¢ky, jeZ umozni spermiim navazat se na sténu oviduktu
a zabrani jim v priachodu sam¢im pohlavnim traktem. V pribéhu kapacitace dochazi
k ovlivnéni téchto povrchovych vazebnych mist a spermie se uvoliiuji z epitelu

oviduktu (Lefebvre a Suarez, 1996). K tvorbé rezervoaru spermii pfispiva
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arachidonylethanolamid (AEA), ktery je sekretovan epitelidlnimi buitkami oviduktu.
Ptestavba povrchu spermii, jez je zpisobena pisobenim kapacitaéniho signalu, zapti¢ini

ztratu afinity spermii k AEA (Talevi et al., 2010).

4.1.2 Zmény v cytoplazmatické membrané

V  pribéhu kapacitace dochazi k odstranéni vétSiny cholesterolu
z cytoplazmatické membrany, ktery je vyvazovan rozpustnymi albuminy obsazenymi
Vv inkuba¢nim mediu a zarovenn dochéazi k pohybu fosfolipidii v rdmci membrany. Na
zéklad¢ poméru cholesterol/fosfolipidy se da tedy zjistit, v jakém stadiu kapacitace se
spermie nachazi, ¢im mensi tento pomeér je, tim vice se zvétSuje fluidita membrany
a dochazi k aktivaci urCitych iontovych kandlii. Asymetrie membrany je narusena
pfechodem fosfatidylethanolaminu a fosfatidylserinu do vné&jsi vrstvy membrany (Nolan
a Hammerstedt, 1997).

Vsechny tyto procesy vedouci ke zméné slozeni cytoplazmatické membrany
zpusobi jeji destabilizaci, ¢imz pfipravuji spermii na akrozomalni reakci a umoziuji

ucinngjsi fuzi s vajickem.

4.1.3 Zmény v cytoplazmé

Na zakladé¢ morfologickych a funkénich zmén, ke kterym dochazi béhem
kapacitace v cytoplazmatické membrané je spusténa signalizacni kaskada, jez umozni
spermii kontakt a fuzi s oocytem. Do spermie nachazejici se v izotonickém roztoku
vstupuji pomoci specifickych kanaldi ionty Ca?* a zarovei pomoci Na‘'/HCOj
kotransporteru ionty HCO3". Na zvyseni intracelularni koncentrace vapenatych iontd se
podili také Ca®*-ATPaza, jejiz aktivita je utlumena vlivem limitace dostupnosti ATP pii
inkubaci spermii v mediu se snizenou koncentraci glukozy (Adeoya-Osiguwa a Fraser,
1993). Zvysena koncentrace HCO3 vede ke zvySeni intracelularniho pH a k aktivaci
HCOj3; dependentni adenylyl cykldzy. Nardsta koncentrace cAMP uvnitf spermie,
disledkem ¢ehoz se aktivuje proteinkinaza A (PKA) a nasledné dochazi k fosforylaci
tyrozinu nékterych cytoplazmatickych proteint. Tento efekt miize byt zplisoben také
ptitomnosti reaktivnich kyslikovych radikald, naptiklad H,O, téZ napomaha k aktivaci
adenylyl cyklazy, prostfednictvim jejithoz produktu se zapind funkce PKA
(Rivlin et al., 2003).

Aktivace tyrozin kinazy je dulezita pro aktivaci fosfolipazy D (PLD), jejimz

plisobenim se v cytoplazmé pifitomny aktin G zacne polymerovat na aktin F. Nésledna

21



vazba kapacitované spermie na zona pellucida vajicka vede k aktivaci a presunu
fasfolipdzy C z cytoplazmy do cytoplazmatické membrany, kde hydrolyzuje
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP;) na diacylglycerol (DAG) a inositol trifosfat (IP3),
ktery pozitivn¢ plsobi na Ca** kanaly pfitomné ve vnéjsi akrozomové membrang.
Zvysujici se intracelularni koncentrace vapenanatych ionti stimuluje velmi rychlou

depolymerizaci F aktinu a umoziuje tim akrosomovou reakci (Breitbart et al., 2005).

4.2 Kapacitace in vitro

Podstatou kapacitace in vitro je inkubace spermii v kapacitatnim médiu, které
napodobuje fyziologickou tekutinu v oviduktu a ¢asové zavisla destrukce ¢i inaktivace
inhibi¢nich faktorti nachazejicich se na povrchu spermii centrifugaci a resuspendovanim
v médiu. Jako idedlni Cas preinkubace se jevi 120 minut, v takovémto piipadé jsou
spermie v cca 90-ti procentech schopné oplozeni (Fraser, 1984). Kapacita¢nich médii je
celd tfada, spoleénym dilezitym znakem je pfitomnost glukézy, kterd je hlavnim
zdrojem energie pro spusténi kapacitacnich procesti (Hoppe, 1976), ionth Ca®*, HCOy
a sérového albuminu. In vitro kapacitace je dulezitym krokem pfi ptipavé transgennich
zvitat metodou spermiového prenosu, kdy je spojena s inkubaci spermii s plasmidovou
DNA.

Jeji potieba pro efektivni in vitro fertilizaci byla prokazana v pokusech
provadénych v 70. letech 20. stoleti (Iwamatsu a Chang, 1970). Diky pre-inkubaci
spermii v kapacitatnim médiu se efektivita oplozeni zvysila o zhruba 20 %
a k usp&$nému pruniku spermii do oocyt doslo v mnohem krat$im ¢asovém intervalu.
Po inkubaci trvajici 2 hodiny je zhruba polovina oocyti oplodnéna po 30-ti minutach a
po jedné hodin¢ dochazi k oplozeni témé&f vSech oocyti. Kapacitace je dnes rutinni
ucely.

Navzdory vyhodam, jez in vitro kapacitace poskytuje v procesu oplozeni je
nutné zminit fakt, Ze na ukor tohoto objevu dochazi ke ztratdm laboratornich zvitat, jez

museji byt kvili odbéru spermii usmrcena.
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5 Integrace genového konstruktu

Zajisténi exprese transgenu v odlisSnych bunéénych typech je dosazeno pouzitim
fazniho genového konstruktu, ve kterém je cilova sekvence umisténa ve sméru
downstream od specifického bunétného promotoru aupstream vzhledem
Kk polyadenylac¢ni [p(A)] signalni sekvenci. Genovy konstrukt je nasledné pomoci
mikroinjekce vpraven do jednoho z pronuklei oplodnéného mysiho vajicka, které je
poté vpraveno do oviduktu pseudopregnantni ndhradni matky. U potomstva je néasledné
provadéna analyza zjistujici, zda doslo k integraci transgenu a pozitivni mysi jsou
nasledné kiizeny. Jejich potomstvo je dale sledovano pro expresi transgenu a pokud je
uspéSnd, jsou mySi pouzity pro vyslechténi transgenni linie se stdlou integraci

a expresi transgenu  (http://cancer.ucsd.edu/research-training/shared-resources/transgenic-

core/services/Pages/pronuclear-injection.aspx).

5.1 Invivo fertilizace

5.1.1 Izolace prezygotickych pronuklearnich stadii

Oplodnéna vajicka se ziskavaji ze samicek, které byly po ovarialni stimulaci
pfipustény pres noc k samcim odpovidajiciho kmene, a u nichZ je druhy den pfitomna
vaginalni zatka, ktera je spolehlivym znakem probéhlé kopulace. Tvoii se po ejakulaci
v disledku koagulace sekretu semennych vackl a prostaty samce s vaginalnim sekretem
samice a slouzi k zabranéni odtoku spermatu z vaginy a rovnéz zabrafiuje nasledné
kopulaci s jinym samcem. Po 16 az 24 hodinach se zatka rozpousti. Oplodnéna vajicka
jsou izolovana z vejcovodu, inkubovany v manipula¢nim M2 médiu s hyaluronidazou,
¢imz dojde Kk odstranéni kumularnich bunék. Purifikované bunky jsou poté inkubovany
pti 37°C.

Na kvalitu a kvantitu vajicek, které jsou ndsledné pouzity pro mikroinjekci ma
vliv nékolik biologickych faktort, z nichz kliCovou roli hraje kmen mysi. NejCastéji se
pouzivaji kmeny hybridni, protoze se vyznaCuji vhodnymi reprodukénimi
charakteristikami a zvySenou kvalitou vajicek. AvSak i u hybridnich kment G¢innost
pafeni, vynosy a kvalita vaji¢ek nepiedvidatelné kolisaji. Uspésnost procesu je vyrazné
snizena pii pouziti velmi béznych inberdnich kmend (napt. SJL/J ¢i BALB/c),
v nékterych ptipadech jsou vynosy tak nizké, Ze zabranuji uZiti pro dilezité vyzkumné

ucely. Velmi Casto je vyuzivan kmen CB6, jehoZ zastupci jsou F1 hybridi mezi mySmi
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BALB/c a C57BI/6 (http://cancer.ucsd.edu/research-training/shared-resources/transgenic-

core/services/Pages/pronuclear-injection.aspx). Navic je produkce transgenni linie u tohoto

kmene méné ¢asoveé narocna ve srovnani s produkci linie inbredni a tedy 1 ndklady jsou

zde pon¢kud nizsi.

5.2 Invitro fertilizace

5.2.1 Perinuklearni injekce

Technicky nejnarocnéjsim krokem pii piipravé transgennich mysi je
mikroinjekce DNA do pronuklea oplodnéného vajicka. 20-50 zygot je pod stereo-
mikroskopem pieneseno do kapky manipulacniho M2 média o objemu 18 pl umisténé
na Cistém podloznim sklicku a pifekryté tenkym filmem minerdlniho oleje, ktery
zabranuje evaporaci a tedy zmenseni vajiCek a poskozeni zona pellucida. Sklicko se
vzorkem je vlozeno do mikroskopu vybaveného za uc¢elem mikroinjekce cizorodé DNA
a vajicka jsou imobilizovana pomoci stabilizacni pipety. Sklenénd mikrokapildrni
injekéni pipeta je naplnéna 0,5-1 pl plazmidové DNA a s jeji pomoci je DNA vstiiknuta
do samciho pronuklea, jak je znazornéno na obrazku 2. Pokud je injekce uspeésna dojde

ke zduteni pronukleu (Ittner a Gotz, 2007).

stabilizacni
pipeta
e

injekéni pipeta

zona pellucida perivitelinni

prostor

OBR. 2: Perinuklearni injekce (pfevzato a upraveno dle Conner, 2004)

Kopie cizorodého genu se integruji do hostitelského genomu ndhodné, coz miize
mit za nasledek potlaceni exprese transgenu ¢i nékterych genl hostitele. Obvykle
dochazi pfi této technice k produkci transgennich mozaiek a navic spousta zygot je

Z hlediska technické naroc¢nosti pii experimentu poskozena a neschopné pouziti. Kviili
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témto limitacim je zddouci pro experiment pouZzit co nejvétsi pocet prezygotickych
stadii, fadove stovky az tisice (Houdebine, 2002).
Tento krok je kriticky a ke zvladnuti jeho provedeni jsou od pracovnikl

laboratoii vyzadovany znacné technické dovednosti a trénink.

5.2.2 Embryo transfer

Po uspésném provedeni perinuklearni injekce je 15-30 zygot preneseno do
oviduktu pseudopregnantni nahradni matky, u které byla pozorovana vaginalni zatka
signalizujici probéhlou kopulaci s vasektomizovanym samcem. Pokud v den injekce
nejsou K dispozici zadné pseudopregnantni samice, jevi se jako alternativni metoda
kultivace injikovanych zygot pies noc v médiu M16 a nésledny transfer embryi ve
stddiu dvou bunék.

Nejlepsich vysledkli je dosahovano v ptipadé, Ze je synchronizovéano
postkoitalni stadium darcovskych a recipientnich matek (Fekete a Little, 1942). Pro
manipulovand embrya je vysledek vysoce variabilni a velmi zalezi na kvalité injikované
DNA. Idealni je takovy stav, kdy je pfeneseno dostatecné mnozstvi embryi, aby velikost
vrhu byla asi 5-7 mlad’at. Pokud je mnozstvi embryi vyvijejicich se v déloze co
nejmensi, zvySuje se pravdépodobnost, Ze se potomci narodi bez zjevnych poskozeni.
Ovsem nékteré samice se mohou o svad mlad’ata prestat starat, pokud je velikost vrhu
pfili§ mald. Naopak, pokud je velikost vrhu velka (vice nez 10 mlad’at), hrozi, Ze se
nektefi jedinci budou vyvijet pomalu, ¢imz se u nich zvySuje riziko budouci sterility.
Pokud jsou embrya o stejném genotypu pienesena do dvou recipientnich matek, mohou
byt tyto samice po embryo transferu umistény do stejné klece a nasledné si budou
vzajemné pomahat zvysit spoleéné vrhy (Nagy et al., 2003).

DalSim faktorem ovliviiujicim GspéSny embryo transfer jsou technické problémy
spojené s prenosem. Kapildra ur€end k pfenosu musi byt dostatecné silna, aby umoznila
nasati bez poSkozeni zygot a zaroven dostatecné tenka, aby byl umoznén jeji prinik do
infundibula vejcovodu, nasledné vyfukovani zygot nesmi byt moc silné, aby nedoslo

k jejich vyliti do dutiny bfisni (Ittner a Gotz, 2007).

5.3 Casovy harmonogram
Po naro¢nych piipravach konstruktu nesouciho cizorodou DNA, které mohou
zabrat 14 dni az 2 mésice nasleduji 4 dny urcené k ovaridlni stimulaci samicek,
preparace spermii a nasledna kapacitace a preparace piipravené DNA. Oplozeni je krok,
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ktery je proveden Vv pribéhu jednoho dne, vyjimecné dvou dni (viz vyse) a Casovy
harmonogram vypada prfiblizné¢ takto: 1-2 hodiny preparace zygot; 1-3 hodiny
perinuklearni injekce; 15-30 minut embryo transfer na jednu nahradni matku.

Po dvou mésicich zahrnujicich 20 dni gestace a PCR analyzu tfitydennich
potencialnich transgennich zvitat nasleduje kiizeni k ziskani FO generace a po 6-12-ti

mesicich je mozné ziskat F1 a nésledujici generace.

5.4 Genotypizace

U potomkli narozenych nédhradnim matkam se ve véku tifi tydni provadi
genotypizace. Z ocasku je jim odebran vzorek, znéhoz se izoluje DNA, ktera je
nastépena restrikénimi enzymy, provede se polymerazova tetézova reakce (PCR)
a vzorky jsou nasledné nandseny na elektroforézu a vyhodnocovany. Druhou moznosti
analyzy je metoda Southern blotu.

PCR metoda umoziiuje amplifikaci velmi malého mnozstvi DNA za pouziti
specifickych oligonukleotidovych primeri v kratkém ¢ase. DNA izolovana z tkané je
o¢isténa od proteini pomoci detergenti a preoteinkinazy Ka vzorek je nafedén
Vv neutralizaénim bufferu. Vzorek mize byt odebran také prodéravénim usnich boltci,
coz se jevi jako méné stresujici pro mladé mySi, navic usSni tkan obsahuje méné
pojivoveé tkang, naStépeni vzorku zabere méné¢ neZ jednu hodinu a vzorek muze byt tedy
rovnou pouzit pro PCR amplifikaci. Tato metoda je velice efektivni a spolehliva diky
vysoké rozmanitosti a dostupnosti amplifikacnich primerti. Vyhodou je ziskani
optimélniho vysledku béhem nékolika hodin a mnoZstvi netransgennich zvifat miize byt
tedy vyfazeno v ¢asném stadiu pokusu (Chen a Evans, 1993).

Southerniv  blotting je pienos molekul DNA separovanych gelovou
elektroforézou na nitrocelul6zovou membranu, vysusenim nebo ozafenim UV svétlem
je DNA imobilizovana a hybridizovana s radioaktivné znacenou sondou, ktera na
zakladé¢ komplementarity bazi hybridizuje pouze s molekulami DNA, jeZ obsahuji
sledovanou nukleotidovou sekvenci. Oproti PCR umoziiuje Southerntv pfenos moznost
studovat vloZeny transgen z hlediska poctu kopii a zaznamenat piestavby ¢i viceCetné
integrace, jez by mohly zapficinit zeslabeni, nebo dokonce uplnou inhibici exprese
transgenu a ptrenosu do dalSi generace, je tedy zddouci pii analyze FO generace
ajakmile jsou identifikovdny uZzite€né pozitivni transgeny, nevyZaduje jiZ analyza

dalsiho potomstva Southernovu metodu, ale mize byt provedena jiz jen pomoci PCR.
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VIV 4

5.5 KriZeni pozitivnich transgenii

Okolo Sesté¢ho tydne véku mohou byt pozitivni hemizygotni transgenni mysi
(diploidni jedinci, jez ve svém genomu obsahuji pouze jednu alelu pftislusného
vneseného genu) pouzity k vyslechténi trvalé transgenni linie. Nejprve je provedeno
zpétné kiizeni s jedinci rodi¢ovské homozygotni netransgenni linie (tzv. wild-type). Ve
vétsSing€ pripadd je transgen pienasen dle Mendelovské dédic¢nosti a je tedy predan
zhruba 50-ti procentim potomstva tvoriciho F1 generaci. Avsak asi ve 30-ti procentech
piipadli je transgen pfenaSen na potomstvo s mensi frekvenci, nebo dokonce neni
pfenasen vibec. Bézné je zastavan nazor, ze ne-Mendelovska dédicnost je vysledkem
vzniku transgennich mazaiek v rdmci germinalni bunééné linie, coz mtze byt disledek
pozdni integrace transgenu béhem embryonalniho vyvoje (Wall, 1996). Ve vzacnych
ptipadech, kdy je transgen integrovan do vice mist v genomu muze byt frekvence
pfenosu naopak vys$§i nez je bézné pro Mendelovskou dédi¢nost. Jednodussim
a produktivnéjsim zplsobem je pfipousténi hemizygotnich transgennich samct
K netransgenim samickam, jelikoz jeden samec se mize po urcité dob& pafit s vice
samickami. Toto dlouhodobé&j$i udrzovéani transgeniti v hemizygotnim stavu slouzi
k minimalizaci komplikaci, které mohou byt zapfi¢inény inser¢nimi mutacemi, nebo
postupnou  ztratou  fertility pozd€ji  pozorované v dusledku  inbreedingu
(Nagy et al., 2003).

Homozygotni transgenni linie myS$i je vySlechténa naslednym kiizenim
pozitivnich geneticky ptibuznych potomkt F1 generace mezi sebou. V F2 generaci, je
piiblizn¢ jedna ctvrtina potomstva tvofena homozygotnimi jedinci pro transgen,
polovina je hemizygotni a zbylou &tvrtinu tvofi netransgenni jedinci. JelikoZ vSak
pfiblizn€ 5-15 % nadhodnych integraci cizorodé DNA do genomu transgennich mysi
muze vést k produkci recesivnich letalnich mutaci, ne vSechny transgenni linie mohou
byt vyslechtény az do stadia trvalé homozygotni linie (Nagy et al., 2003). Pro ovéteni
homozygosity jsou transgenni jedinci nakonec jeSt¢ zpétné kiiZzeni s plivodnimi

netransgennimi Wild-type jedinci za vzniku 100 % pozitivnich heterozygotu.
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6 Zavér

Vsechny metody popsané v této bakalarské praci maji své vyhody i nevyhody,
jez se odrazeji v jejich vyuziti a dostupnosti. Na zakladé vlastnosti, ze jsou techniky
zaméifeny na genové modifikace germinalni linie bun€k, zygot ¢i ranych embryonalnich
stadii, z nichZ se nasledné vyviji transgenni potomstvo, je tedy optimalni ziskat pro tyto
ucely co nejveétsi mnozstvi kvalitnich oocytli a spermii, coz vede ke spole¢nému
problému, jimz je velka spotieba laboratornich zvitat. Zarovenn se metody vyznacuji
nizkou UspéSnosti, jeZ je spojena se stresem bunck navozenym mikromanipulaci.
Naopak spole¢nym pozitivem je jednoznac¢né Siroké uplatnéni pro vyzkumné ucely
a perspektivni vyuziti v budoucnosti.

Vétsina laboratofi voli pro piipravu transgennich zvifat metodu mikroinjekce
DNA, jez se ve srovnani sjinymi technikami nevyznacuje pfiliSnou vytéznosti
a produkce transgenniho potomstva je pomérné casové i financn€ narocna, avsak stale
plati za nejspolehlivéjsi diky dlouholetému pouzivani, zab&hnuté technice
a konstantnim vysledkiim. Ostatni metody jsou prozatim stile ve stadiu vyzkumu
a pozorovani. Jejich vytéznost byva Casto spojena s riziky vzniku vyvojovych vad
uembryi a oslabenou zivotaschopnosti potomkid. Studie se tedy zamétuji na
molekularni pfic¢iny téchto anomalii, které jsou Casto epigenetického pliivodu a snazi se
o jejich zamezeni. Stile novych poznatkii a pozitivnich vysledki je dosdhovano
u technik pifenosu jader a embryonalnich kmenovych bun¢k, jez maji do budoucna
velky potencidl ve vyuziti, avSak jejich rozvoj je ovliviiovan etickymi problémy, s nimiz
jsou tyto metody spojené.

Vyuziti transgennich mySich modelli napoméaha objasnit role specifickych gent
v molekularnich a fyziologickych procesech, jez jsou spojené s vyvojem zarodki
a vznikem chorob. Rozvoj, vyzkum a prezentace metod a jejich alternativ, jez zvySuji
efektivitu transgennich technik v budoucnu dozajista povedou Kk objevu novych

poznatktli vyuzitelnych v aplikované biologii.
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