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Abstrakt

V poslednich letech bylo dosazeno mnoha pokrokt v oblasti produkce transgennich zvitat.
Ptikladem muze byt rozvoj spermiového prenosu nebo prenosu jader. I presto jsou soucasné
transgenni techniky povazovany za nespolehlivé a neefektivni. To je velkou piekézkou
zejména pii tvorbé transgennich hospodaiskych zvitat, coz je kvili nizké efektivité vysoce
nakladnd c¢innost. Novou metodou je vyuziti lentivirovych vektorti pro transgenezi. Tato
technika se ukdzala jako vysoce efektivni a dosud byla pouzita u mnoha zivoc¢isnych druhi
vcetné hospodarskych zvifat. I ptes néktera omezeni a nedostatky, jez tuto metodu provazeji,

jde dost mozna o nejperspektivnéjsi transgenni techniku soucasnosti.

Klic¢ova slova: lentivirové vektory, transgeneze, transgenni zvitata, hospodarska zvirata

Abstract

Although there have been numerous recent developments in animal transgenesis, such as
sperm-mediated gene transfer or nuclear transfer, current techniques that are used to generate
transgenic animals are still considered to be unreliable and inefficient. This is a serious
limitation, especially in generating transgenic farm animals, which is extremely costly due to
its inefficiency. A novel approach is the use of lentiviral vectors for introducing transgenes
into animals. It has been reported as a highly efficient transgenic technique and it has been
used in many species, including farm animals, so far. Despite some drawbacks and limitations

of this method, it may be currently the most promising transgenic technique.
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1. Uvod

Transgenni hospodarskd zvifata nachéazeji uplatnéni v celé tadé biomedicinskych a
komercénich aplikaci. V mléénych Zlazach transgennich zvifat mohou byt produkovany
farmaceuticky vyznamné latky, které jsou nasledné extrahovany z mléka (gene pharming)
(shrnuto v Rudolph, 1999). Lze pfipravit transgenni prasata, kterd v krvi obsahuji lidsky
hemoglobin, coz otevird nové moznosti v oblasti krevnich ndhrad (Swanson et al., 1992) a
organy geneticky modifikovanych prasat mohou byt vyuzity pifi xenotransplantacich
(Dieckhoff et al., 2008). Nelze také opomenout fakt, Ze hospodarska zvirfata mohou slouzit
jako modelové organismy pro studium mnoha lidskych chorob, pficemz jsou pro tyto ucely
mnohdy vhodné&j$i nez dostupnéjsi a levngjsi transgenni mysi. Dalsi Siroké spektrum moznosti
pro vyuziti transgennich hospodaiskych zvifat nabizi zemédélstvi, kde je cilem urychleni
ristu, zvySeni produkce mléka, zlepSeni kvality srsti nebo produkce zvifat, kterd jsou
rezistentni k chorobam.

V soucasnosti je pomérné dobie zvladnuta transgeneze u laboratornich zvifat (mys, potkan),
ale postupy vyuZzivané pro transgenezi hospodaiskych zvifat (prase, ovce, koza, skot) jsou
vétSinou bud’ technicky naro¢né, nebo neefektivni, coz ma za nésledek vysoké finanéni
naklady.

Teprve nedavno byla popsdna transgenni technika vyuzivajici lentivirové vektory (Lois et
al., 2002; Pfeifer et al., 2002). Zahy se ukdzalo, ze mlze byt vyuzita s vysokou efektivitou
prave u hospodaiskych zvitat (Hofmann ef al., 2003).

Cilem této bakalarské prace je shrnout souCasné poznatky o transgenezi pomoci
lentivirovych vektorti s diirazem na jeji vyuziti u hospodaiskych zvifat. V prvni ¢asti jsou
struéné popsany jednotlivé transgenni techniky, které se v souc¢asnosti u hospodarskych zvirat
uplatiiuji, druhd cast je jiz detailné zamétfena na vyuziti lentivirovych vektorii pro pfenos

genl.



2. Transgenni techniky

Jako transgenni lze oznacit takové organismy, které ve svém genomu obsahuji
rekombinantni DNA vnesenou lidskym zasahem. Pro pfipravu transgennich hospodatskych
zvitat lze v sou€asnosti vyuzit ¢tyfi techniky: mikroinjekci DNA do prvojadra, spermiovy
ptenos (SMGT — Sperm Mediated Gene Transfer), ptenos jader (NT — Nuclear Transfer) a
pfenos genu virovymi vektory. Kromé téchto technik lze pro transgenezi jest¢ pouzit
geneticky modifikované kmenové bunky. Tento piistup se vSak u hospodarskych zvirat dosud
nesetkal s Gispéchem a navic vétSiny vyhod, které ptinasi, 1ze dosdhnout i vyuzitim pfenosu
jader somatickych bun€k. Proto se touto technikou nebudu v bakalafské praci podrobnéji

zabyvat.

2.1. Mikroinjekce DNA do prvojadra (Pronuclear DNA microinjection)

Mikroinjekce DNA do prvojadra je jednou z nejstarSich a také nejCastéji pouzivanych
technik pro vnaSeni cizorodych genti do zvifat. Poprvé byla vyuzita pro transgenezi mysi
vroce 1980 (Gordon et al, 1980) a o pét let pozd¢ji diky ni vznikla i1 prvni transgenni
hospodarska zvitata (Hammer et al., 1985).

Optimalni postupy pifi injikaci DNA do prvojadra se mirné odliSuji v zavislosti na
zivo¢isném druhu, ale zakladni princip je vzdy stejny. Prvnim krokem je pfiprava oplozenych
vajicek. Ta mohou byt ziskdna bud’ z Cerstvé oplodnénych samic, u kterych byla navozena
vicecetnd ovulace (Hirabayashi ef al., 2001), nebo z ovarii porazenych zvifat, jejichz oocyty
jsou in vitro maturovany a oplodnény (Krimpenfort et al., 1991). U nékterych druhii (prasata,
skot) musi byt prvojadra nejprve visualizovana pomoci centrifugace, tak aby se neprihledna
cytoplazmaticka granula nahromadila v jedné ¢asti vajicka. Poté mize byt do prvojadra
injikovana DNA. Pro tuto proceduru se pouzivd specializovany mikroskop vybaveny
mikromanipulatory. Vajicko je na jedné stran¢ uchyceno sklenénou pipetou a z opacné strany
je do n¢j vpravena tenka kapilara obsahujici roztok s cizorodou DNA (obr. 1). Poté, co Spicka
kapiléary pronikne do jednoho z prvojader (Castéji je diky své velikosti voleno samci), je DNA
vypuzena z kapilary ven. Vajic¢ka jsou nasledn¢ implantovana do vejcovodu pseudopregnantni

nahradni matky.
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Obr. 1: Schematické znazornéni injikace DNA do prvojadra (upraveno dle Fassler, 2004)

PtestoZe je tato transgenni technika velice rozsifena a byla jiz uspésné vyzkousena na mnoha
zivociSnych druzich (mys, potkan, prase, skot, ovce aj.) (shrnuto ve Wall, 1996), ma celou
fadu nevyhod. Injikovana DNA se do hostitelského genomu integruje ndhodné, coz mize vést
k inzer¢nim mutacim (Rijkers et al., 1994), a navic je po integraci ovliviiovana okolni DNA
(tzv. pozicni efekt), coZ méa za nasledek variabilni expresi transgenu. Zdaleka nejvétSim
handicapem této techniky, zvlast€¢ u hospodarskych zvirat, je pak velice nizkad efektivita
prenosu genu. Z celkového mnozstvi pouzitych zygot se obvykle narodi jen malé mnozstvi
zivotaschopnych jedinci a i mezi nimi je jen maly podil téch, ktefi maji v genomu
integrovanou transgenni DNA (Graf 1). Navic 1 v pfipadé, ze zvifata maji transgen
v genomové DNA integrovany, je jen cca 50 % Sance, Ze bude dochazet k jeho expresi
(shrnuto ve Wall, 1996).

Vzhledem k nizké efektivité je tato transgenni technika u hospodafskych zvifat extrémné

finan¢né€ narocna a je zde silné poptavka po alternativnich metodach ptenosu gent.
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Graf 1: Efektivita pfenosu genu pomoci mikroinjekce DNA do prvojadra u riznych zivoc¢isnych druhd (data

prevzata z Wall, 1996)

2.2. Spermiovy pienos (Sperm-mediated gene transfer)

Bylo prokazano, ze spermie mohou vazat exogenni DNA a byt tak vyuZzity pro transgenezi
zvitat (Lavitrano ef al., 1989). Prvni pokusy v této oblasti byly provedeny v roce 1970 tymem
B. G. Bracketta. Kralicimi spermiemi inkubovanymi spolu se znac¢enou DNA viru SV40 byly
oplozeny oocyty, coz vedlo k vyvoji transgennich embryi (Brackett et al, 1971). Prvni
zivotaschopna transgenni zvifata (mysi) byla pfipravena v roce 1989 (Lavitrano et al., 1989).

Velkym kladem spermiového pienosu je jeho jednoduchost a s tim souvisejici nizsi néklady.
Transfektované spermie se obvykle ziskdvaji odmytim semindlni plasmy z ejakulatu (popf.
odebranim pifimo z nadvarlete) a inkubaci ve vhodném médiu s cizorodou DNA. Poté mohou
byt vyuzity bud k in vitro oplozeni oocytl, nebo k umélé inseminaci (shrnuto v Smith a
Spadafora, 2005). Pro zvySeni ucinnosti inkorporace exogenni DNA je mozno spermie
vystavit pasobeni elektrického pole (elektroporace) (Rieth et al., 2000). Jinou moznosti je
smichani exogenni DNA s monoklondlnimi protilatkami, které rozeznavaji antigen na

povrchu spermie (Chang ef al., 2002).



Kromé vySe popsané metody spermiového prenosu existuje jest¢ nckolik alternativnich
technik vyuzivajicich spermie pro tvorbu transgennich zvifat. Jednou znich je
intracytoplazmicka injekce spermie (ICSI — Intracytoplasmic Sperm Injection), pfi které jsou
do oocytu injikovany hlavi¢ky spermii spolu s exogenni DNA (Perry et al., 1999). Dalsi
alternativou je izolace a in vitro transfekce samcich zarode¢nych kmenovych buné¢k, které
jsou poté transplantovany do semenotvornych kanalkli pokusnych zvifat. Ta potom mohou
produkovat transgenni spermie (Nagano et al., 2001). Oba tyto postupy vedly u mysi k vyssi
efektivité prenosu genu.

Transgeneze s vyuzitim spermiového pfenosu jiz byla uspéSné provedena na celé tadé
zivocisnych druhi vcetné skotu (shrnuto v Smith a Spadafora, 2005) a prasat, u kterych se
ukazala jako potencialné vysoce efektivni (Lavitrano et al., 2002). Stale jesté je vSak tfeba
dalsiho vyvoje, aby se stala plné etablovanou technikou. Mezi jeji nedostatky patii napiiklad
kolisava uspéSnost pfi transgennich experimentech nebo slaba exprese transgenu u nékterych
narozenych zvifat (shrnuto v Smith a Spadafora, 2005). Z téchto divodl neni tato technika

jesté povazovana za zcela spolehlivou, byt ma do budoucna velky potencial.

2.3. Prenos jader transfektovanych bunék (Nuclear transfer using transfected cells)

Pokud je do enukleovaného (jadra zbaveného) oocytu vpraveno jadro somatické bunky a je
navozeno jeho splynuti s cytoplastem pomoci elektrofize, miize to pfi zachovani spravnych
chemickych a mechanickych podminek vést k vyvoji Zivotaschopného jedince (Wilmut et al.,
1997). Pti pouziti jader pochéazejicich z transfektovanych bunék lze tuto techniku vyuzit pro
tvorbu transgennich zvifat (Schnieke et al., 1997). Velkou vyhodou je skutecnost, Ze pfi
pouziti ptfenosu jader odpadd riziko vzniku chimérnich jedincii a navic Ize predem
vyselektovat pouze darcovské bunky obsahujici transgen, coz zvySuje efektivitu pfenosu genu
(Melo et al., 2005). Ztejm¢ nejvétsim piinosem je pak moznost vyuziti cilenych mutaci
pomoci homologni rekombinace, diky ¢emuz je mozno zcela vyfadit konkrétni gen (gene
knock-out) (McCreath et al., 2000).

Pienos jader byl jiz mnohokrat vyuzit pro tvorbu transgennich hospodatskych zvitat
(Schnieke et al., 1997; Cibelli et al., 1998; Baguisi et al., 1999), ptesto tato technika trpi
nékterymi nedostatky, jako je vysoké riziko vzniku deformovanych plodi (Hill ef al., 1999),

nizké efektivita nebo pomérné vysokd technickd narocnost.



2.4. Pfenos genti virovymi vektory (Viral vector—mediated gene transfer)

Tato transgenni technika vyuziva pfirozené schopnosti nékterych viri vstupovat do
hostitelskych bunck a zaclefiovat vlastni geneticky material do jejich genomu. Integrovana
virova DNA je poté vertikdlné piendSena v somatické nebo germindlni linii. Pokud je
integrovana v germinalni bunééné linii, mize byt dédéna podle Mendelovych pravidel jako
tzv. endogenni provirus.

Prvni uspésné pokusy o produkci trangennich zvitat (mys$i) byly spojeny pravé s pouzitim
virovych vektort (Jaenisch, 1976). Jako vektor pro pienos genu slouzil upraveny virus
MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus), ktery patii mezi tzv. onkoretroviry. Bylo
zjisténo, ze jednoduché retroviry jako napt. MMLV (v kontextu transgeneze téz nckdy
oznacovany jako ,,prototypické retroviry*), mohou byt vyuzity i pro produkci transgenniho
skotu (Chan et al., 1998) nebo prasat (Cabot ef al., 2001). PiestoZze umoziuji mnohem vyssi
efektivitu pfenosu genu, nez je tomu pii pouziti mikroinjekce DNA (shrnuto ve Wall, 1996),
nikdy nenalezly Siroké uplatnéni pfi transgennich pokusech. Nejvétsi piekdzkou je zejména
skuteCnost, ze provirovdA DNA byva v transgennich zvifatech inaktivovana na tdrovni
transkripce, takze exprese transgenu je bud’ vyrazné¢ omezend, nebo k ni nedochazi viibec
(Chan et al., 1998).

Pravé tento problém se zdd byt piekonanym, pokud jsou jako vektory pro pifenos gent
pouzity komplexngjsi retroviry — lentiviry. Ty v sobé kombinuji jak vysokou efektivitu
pfenosu genu, tak vysokou miru jeho exprese v narozenych jedincich. Vyuzitim lentivirovych

vektord pro transgenezi se podrobné zabyva nasledujici kapitola této bakalarské prace.
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3. Lentiviry jako nastroj transgeneze

3.1. Lentiviry

Lentiviry patfi do skupiny retrovir,, tj. obalenych single-strand RNA virl,, které pfi
amplifikaci svého genomu vyuzivaji reverzni transkripci (pfepis RNA do DNA). Jejich nazev
je odvozen od dlouhé inkubaéni doby onemocnéni, ktera tyto retroviry vyvolavaji (lentus =
pomaly). Mezi lentiviry patii napiiklad virus visna-maedi, vyvoldvajici plicni a mozkové
onemocnéni ovcei, virus artritidy a encefalitidy koz (CAEV — Caprine Arthritis-Encephalitis
Virus) , virus infek¢éni anemie koni (EIAV — Equine Infectious Anemia Virus), virus opiciho
imunodeficitu (SIV — Simian Immunodeficiency Virus) nebo virus lidského imunodeficitu
(HIV — Human Immunodeficiency Virus). Pravé HIV patii mezi nejlépe prostudované
lentiviry a prvni lentivirové vektory vyuzité pro tvorbu transgennich zvifat byly odvozeny od
toho viru (Lois et al., 2002).

Stejné jako u vSech retrovird, i reprodukéni cyklus lentivirti za¢ina reverzni transkripci. Po
vstupu virové Castice do buiiky je genomovd RNA viru pfepsédna reverzni transkriptdzou
(RNA dependentni DNA polymerazou, kterd je pfitomna v infekéni castici) do DNA
intermediatu. Ten je nasledné integrovan do genomové DNA hostitele jako tzv. provirus.
Transkripcni aparat hostitelské buniky poté muze pirepisovat provirovou DNA zpét do RNA,
kterd se uplatituje jako mRNA pro syntézu virovych proteint a jako genomova RNA nové
vznikajicich virionl. Replika¢ni cyklus prototypickych retrovirii je zavisly na mitoze, pfi
které dochazi k rozpadu jaderné membrany, coz umoznuje virové DNA vstup do jadra buiky
(Roe et al., 1993). Virova DNA lentivirti je oproti tomu aktivné transportovana (jako soucast
tzv. preintegracniho komplexu) do bunécného jadra a lentiviry tak mohou transdukovat i
nedélici se bunky (Follenzi et al., 2000). Pravé diky této vlastnosti se staly atraktivnimi
jakozto vektory pro pfenos gentl.

Genomova RNA vsSech retroviri obsahuje geny gag a pol, které¢ koéduji proteiny virové
nukleokapsidy, a gen env kdédujici proteiny virového obalu. V genomu lentivirG se navic
nachazi n€kolik dalSich genl. V piipad¢ viru HIV-1 to jsou geny tat, rev, vif, vpr, vpu a nef
(obr. 2). Protein kddovany genem fat se uplatiiuje pifi stimulaci transkripce provirové DNA.
Z hlediska vyuziti lentivirii pro pienos gentl je vyznamny protein Rev, ktery umoziuje export
virové mRNA z jadra do cytoplasmy. Exportu virovych transkripti brani specifické sekvence

uvnitf vznikajici RNA nazyvané CRS (Cis-acting Repressive Sequences). Protein Rev jejich
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ucinek eliminuje kooperativni vazbou do specifickych oblasti vznikajicich transkriptl (RRE —
Rev Responsive Elements) (Neville et al., 1997). Funkce genti vif, vpr, vpu a nef neni dosud
beze zbytku objasnéna, nicméné pro spravnou funkci lentivirovych vektori nejsou tyto geny
nezbytné (Zufferey et al., 1997).

Kromé CRS a RRE se v RNA (DNA) lentivirG nachazeji jesté dalsi nekddujici sekvence.
Mezi nejvyznamnéjsi patii tzv. enkapsidacni signal (y), ktery zprosttedkovava sbaleni virové
RNA do kapsidy, nebo polypurinova sekvence (PPT — Polypurine Tract), kterd slouzi jako
primer plus DNA fetézce pfi syntéze provirové DNA.

Provirovd DNA je ohrani¢ena dlouhymi koncovymi repeticemi (LTR — Long Terminal
Repeats), které se uplatituji pfi integraci proviru a zaroven se v nich nachazeji promotorové

sekvence vyuzivané pro transkripci provirové DNA.

rev
I pol vpr I'L/F ey > PPT __ atiR
ITW gag
1] . — I

Obr. 2: Schematické znazornéni provirové DNA viru HIV-1 (pfevzato z Chang a Gay, 2001)

3.2. Lentivirové vektory

Prvni lentivirové vektory (lentivektory) byly odvozeny od viru HIV-1 a od pocatku se
pocitalo s jejich vyuZzitim pfi genové terapii u cloveka (Naldini et al., 1996). Z tohoto divodu
byl pfi jejich vyvoji kladen velky diiraz na bezpecnost, tak aby pii pouziti virového vektoru
nemohlo dojit k ohrozeni zdravi hostitele.

Jednim z potencidlnich nebezpe¢i je moznd aktivace bunéného onkogenu po integraci
vektorové DNA do hostitelského genomu. Z tohoto divodu byly vyvinuty tzv. sebe-
inaktivujici vektory (SIN = Self-Inactivating Vectors), v jejichz LTR byly deletovany
enhacerové a promotorové sekvence viru (Miyoshi et al., 1998). Pouziti sebe-inaktivujicich
vektord pfi transgenezi pfinaSi tu vyhodu, Ze u nich vétSinou nedochédzi k umlcovani

(silencingu) exprese transgenu (Pfeifer et al., 2002). Praveé promotorové sekvence v LTR totiz
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byvaji ter€em transkripénich represort buiiky, které brani v ptepisu provirové DNA (Prince a
Rigby, 1991). Toto byl jeden zhlavnich problémii pfi transgenezi vyuzivajici vektory
odvozené od prototypickych retrovirii (Pfeifer et al., 2002).

Vzhledem k absenci virovych promotorti v LTR je tfeba zajistit expresi transgenu pomoci
promotoru uméle vnesené¢ho. Pro tyto ucely se pouZziva naptiklad promotor lidského genu pro
fosfoglycerat kindzu (PGK = Phosphoglycerate kinase) (Follenzi et al., 2000) nebo promotor
lidského genu pro ubiquitin-C (Lois et al., 2002). Tyto promotory jsou aktivni ve vSech
tkanich organismu. Volbou vhodného promotoru Ize dosdhnout i tkanové specifické exprese
transgenu. Pfikladem je promotor genu pro lidsky keratin K14. Ten je aktivni pouze
v bazalnich keratinocytech, vlasovych folikulech a v oblastech ordlniho epitelu (Vassar et al.,
1989).

Viriony nesouci vektorovou RNA jsou produkovany v tzv. balicich buiikdch (packaging
cells). Pro tyto ucely jsou nejcastéji vyuzivany buitky HEK 293T, které jsou soucasné
transfektovany sbalovacim (packaging) plasmidem, obalovym (envelope) plasmidem a
vektorovym (vector) plasmidem (obr. 3) (Naldini et al., 1996). Pouzitim vétsiho mnozstvi
samostatnych konstruktii se snizuje riziko rekombinace, kterd by dala vzniknout viru

schopného samostatné replikace.

shalovaci plasmid

vektorovy plasmid

obalovy plasmid

prom][ens

cPPT WPRE
| |}I'0Ill| transien | }—I

LTR W LTR

halici buika

Obr. 3: Zjednodusné znazornéni produkce lentivirového vektoru.



Sbalovaci plasmid koduje virové proteiny, které jsou tieba pro vznik infekénich partikuli. Pti
pouziti soucasnych lentivektorti tieti generace odvozenych od HIV-1 jsou ve sbalovacim
plasmidu nezbytné jiz jen geny gag a pol. Geny tat, vif, vpr, vpu a nef mohou byt v zajmu
bezpecnosti deletovany, zatimco gen rev je kddovan samostatnym konstruktem (Dull ef al.,
1998). Sbalovaci plasmid neobsahuje enkapsidacni signdl, proto se jeho transkripéni produkty
nemohou dostat do vznikajicich viriont.

Vektorovy plasmid kodujici vektorovou RNA je na obou koncich ohranicen LTR a
v kédujici oblasti se nachazi transgen a jeho promotor. VSechny virové geny jsou deletovany
a pritomny byvaji pouze cis-regulacni Useky, které se uplatiuji pii tvorbé vektoru nebo pii
inkorporaci vektorové DNA do hostitelského genomu. Takovym usekem je naptiklad
centralni polypurinovy trakt (cPPT), ktery hraje vyznamnou roli pfi transportu
preintegraéniho komplexu do jadra hostitelské bunky (Follenzi et al., 2000). DalSim cis-
regulacnim elementem je WPRE (Woodchuck Hepatitis Posttranscriptional Regulatory
Element), jehoz zabudovani do vektoru zvySuje expresi transgenu v hostitelské burce
(Zufferey et al., 1999). Diky ptitomnosti enkapsida¢niho signalu je RNA vznikla transkripci
vektorového plasmidu inkorporovéana do formujicich se viriond.

V balicich bunkach je syntetizovan i virovy protein Rev, ktery je vyZadovan pro expresi
genil gag a pol a zaroven pro expresi nesestizené vektorové RNA. Jak ve sbalovacim, tak ve
vektorovém plasmidu se proto nachazeji cis-regulacni sekvence RRE, na které se po jejich
transkripci tento protein vaze (Dull et al., 1998).

Lentiviry infikuji hostitelské bunky receptorem zprosttedkovanou fizi virového obalu
s plasmatickou membranou. Pravé obalové glykoproteiny viru jsou zodpovédné za jeho
specifitu k hostitelskym buitkam. Vzhledem k nizkému poctu ptirozenych hostitelt lentivird
je nutné piivodni virovy obal nahradit obalem jiné¢ho viru, tak aby se spektrum potencidlnich
hostitelll rozsifilo. Proces zmény obalu virové Castice se oznacuje jako pseudotyping. Jako
nahradni obalovy glykoprotein je pro lentivirové vektory nejcastéji vyuzivan VSV-G, ktery
pochazi z viru vezikularni stomatitidy (Akkina et al, 1996). Za bunécny receptor pro virus
vezikularni stomatitidy byl dlouho povazovan vSudypfitomny membranovy lipid
fosfatidylserin (Schlegel et al., 1983), nedavno bylo ovSem zji§téno, Ze timto receptorem neni,
byt je do procesu vstupu viru do buniky zapojen (Coil ef al., 2004). Virus obaleny timto
glykoproteinem ma tedy velice Siroké rozpéti potencidlnich hostitelskych bunék. Virové
Castice s VSV-G obalem jsou navic vysoce stabilni, coz umoziuje jejich koncentraci
ultracentrifugaci (Burns ef al., 1993). Glykoproteiny virového obalu jsou v balicich bunikdch

kédovany obalovym plasmidem.

14



3.3. Vyuziti lentivektori p¥i transgenezi

Prvnim krokem pfi tvorbé transgennich zvifat pomoci lentivektorti je obvykle infekce
oplozenych vaji¢ek virovymi Casticemi, které nesou vektorovou RNA. Oocyty se ziskéavaji
podobnym zplisobem, jako pii mikroinjekci DNA do prvojadra (viz vySe). Pokud jsou
transdukovana ¢asnéd embrya, uplatiiuje se oplozeni vajicek in vitro, nebo se embrya ziskavaji
operativné z oplodnénych samic (Whitelaw et al., 2004).

Vajicka a ¢asnd embrya savcl jsou obklopena vrstvou glykoproteint (zona pellucida), ktera
mj. brani virové infekci (Pfeifer ef al., 2002). Pro ptekonani této prekazky se pouzivaji dvé
techniky — injekce virovych ¢astic pod zonu pellucidu (SI = Subzonal Virus Injection) (Lois et
al., 2002) (Obr. 4) nebo ptima inkubace virovych ¢astic s vajicky (nebo s ¢asnymi embryi), ze
kterych byla zona pellucida odstranéna (CI = Viral Co-Incubation) (Pfeifer et al., 2002) (Obr.
5). Zonu pellucidu je moZno odstranit bud’ uplné plsobenim specidlniho solného roztoku
(Pfeifer et al., 2002), nebo ji jen lokalné perforovat pomoci laseru (Ewerling et al., 2006).
Pouzitim CI lze Iépe ovlivnit mnozstvi provirovych DNA, které integruji do hostitelského
genomu (Lois et al., 2002), a samotna technika neni tak narocna na pfistrojové vybaveni a
technickou zru€nost. Na druhou stranu po injekci lentivektorti pod zonu pellucidu byl
zaznamenan vyssi po€et embryi, kterd se vyvinula v Zivotaschopné jedince, nez tomu bylo v
ptipad¢ CI (Lois et al, 2002). Transgenni embrya jsou posléze implantovana do

pseudopregnantnich ndhradnich matek.

Stahilizacni pipeta Zona pellucida

S

Lentiviroveé
vektory

Perivitelinni prostor Injekeni kapilara

Obr. 4: Schematické znazornéni injikace lentivirovych vektort pod zonu pellucidu (do perivitelinniho prostoru)

(upraveno dle Fassler, 2004).
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Lentivirove
vektory

Obr. 5: Schematické zndzornéni inkubace lentivirovych vektorti s oplozenym vajickem, ze které¢ho byla

odstranéna zona pellucida (ZP).

Prvni uspé$né transgenni pokusy vyuZivajici lentivektory byly provedeny v roce 2002 na
mysich (Lois et al., 2002). Ukazalo se, ze lentivirova transgeneze je vysoce efektivni jak ve
smyslu mnozstvi embryi, ze kterych se vyvinou zivotaschopni jedinci (27 %), tak ve smyslu
mnozstvi zvifat nesoucich transgen (80 % z celkového mnozZstvi narozenych zvitat). U 90 %
transgennich zvifat navic dochazelo k expresi transgenu, coZz je vyraznd zmeéna oproti
transgenezi vyuzivajici prototypické retroviry, kdy nebyl transgen exprimovan bud’ vibec,
nebo jen kratce po narozeni zviiete (Chan et al., 1998).

Vzhledem k efektivité, ktera byla vyznamné vys$i nez pii pouZziti mikroinjekce DNA do
prvojadra, byly zahy zahdjeny pokusy o vyuziti lentivirQ pfi transgenezi i jinych ZivociSnych
druhii, nez je mys. Zejména u hospodarskych zvitat by takto efektivni transgenni technika

mohla vést k jejich vyraznému zlevnéni a vétsi dostupnosti.

Prase

Transgenni prasata vytvofend pomoci lentivirovych vektorti byla poprvé predstavena v roce

2003 tymem A. Hofmanna (Hofmann et al., 2003). Jako vektor byl pouzit upraveny virus

HIV-1 nesouci gen pro zeleny fluorescen¢ni protein (GFP = Green Fluorescent Protein).

Pouziti genu pro GFP umoznuje detekci jeho produktu pomoci ptimé fluorescence, takze
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transgenni jedinci mohou byt snadno a rychle identifikovani. Transgen byl fizen promotorem
pro fosfoglycerat kinazu (PGK), ktery umoziiuje jeho expresi v celém organismu.

Virové Castice byly injikovany pod zonu pellucidu oplozenych vajicek, ktera byla nasledné
implantovdna do nédhradnich matek. Z celkového poctu 244 implantovanych embryi se
narodilo 46 selat, z nichz 32 mélo ve svém genomu integrovanou vektorovou DNA a u 30
dochazelo k expresi transgenu (Hofmann et al., 2003). Tyto hodnoty, stejné jako u mysi,
n¢kolikanasobné pievysuji efektivitu dosazenou pouzitim mikroinjekce DNA do prvojadra
(srovnéno s daty z Wall, 1996) (Tabulka 1).

K expresi transgenu dochdzelo v tkanich odvozenych od vSech tfi zarodecnych listi,
konkrétné byla prokazana ptitomnost GFP v ktizi, ledvinach a slinivce. Pfi pouziti promotoru
pro lidsky keratin K14 bylo dosazeno tkanovée specifické exprese (transgen byl integrovan mj.
v ledvindch a ve slinivee, k jeho expresi ovSem dochdzelo pouze v kiizi prasete). Efektivita
pfenosu genu vsak byla niZsi nez pfi pouziti vektoru obsahujiciho promotor PGK (Hofmann et
al., 2003). Dale bylo prokazano, ze mira exprese GFP je pfimo umérna poctu kopii provirové
DNA integrovanych v hostitelském genomu (Hofmann et al., 2003). Nasledna studie ukézala,
Ze je mozny pienos provirové DNA do F1 generace (Hofmann ef al., 2006).

Kromé¢ vektoru odvozeného od HIV-1 byl pii transgenezi prasat uspe$né vyuzit i lentivektor
odvozeny od viru EIAV (Whitelaw et al., 2004). Vektorovy konstrukt nesl gen pro GFP pod
promotorem CMVp. Po implantaci 120 transdukovanych zygot do néhradnich matek se
narodilo 40 selat, z nichz 37 bylo transgennich a u 35 dochézelo k expresi vektorové DNA.
Efektivita pfenosu genu tak byla jesté vySsi, nez pii pouziti HIV-1 vektoru (Whitelaw ef al.,

2004).

Skot

Dal$im zivo¢isSnym druhem, u kterého bylo dosazeno uspé$né transgeneze pomoci
lentivektorti, je skot (Hofmann ef al., 2004). I u skotu byl v pilotni studii pouzit vektor
odvozeny od HIV-1 nesouci gen pro GFP, ktery byl fizen promotorem PGK. Celkem 357
zygot bylo infikovano (injikaci virovych €astic pod ZP) a 22% z nich se vyvinulo do stadia
blastocysty. 17 blastocyst bylo poté implantovano do ndhradnich matek, coz vyustilo
v narozeni 4 telat (Hofmann et al., 2004). Na zakladé¢ jejich analyzy bylo zjisténo, ze zadné ze

zvifat nemé ve svém genomu integrovanou vektorovou DNA.
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Dosud neni zcela objasnéno, pro¢ infikace zygot nevede u skotu k tvorbé transgennich
zvitat. Tento problém lze ovSem piekonat, pokud jsou misto zygot infikovany piimo
neoplozené oocyty (Hofmann et al., 2004). Pod ZP 48 oocytd byly injikovany virové ¢astice
a poté bylo provedeno oplozeni in vitro. Dvanact embryi se vyvinulo do stadia blastocysty a 8
transgennich blastocyst bylo implantovano do nahradnich matek. Celkem se narodila 4 telata.
Vsechna nesla v genomu transgen a u vSech dochazelo k jeho expresi (Hofmann et al., 2004)
(Tabulka 1). Stejn¢ jako v piipad¢ prasat, i u skotu byla vektorovda DNA exprimovana ve
vSech zkoumanych tkanich (kize, ledviny, slinivka, semenotvorné kanalky) (Hofmann et al.,

2004).

Ovce

Nedavno publikovana studie popisuje UspéSné vyuziti lentivirovych vektort (HIV-1) pfi
transgenezi ovci (Ritchie et al., 2008). Injekci lentivektorti pod ZP byly infikovany jak ov¢i
oocyty, tak jejich zygoty a v obou piipadech se vyvinuly transgenni blastocysty (infekce
zygot byla mirn¢ efektivn€j§i nez infekce oocytl). Ze tfi blastocyst (vSechny pivodem
z infikovanych oocytll) implantovanych do ndhradni matky se vyvinula 2 zivotaschopna
jehnata, pficemz ob¢ vykazovala expresi GFP (Ritchie et al., 2008).

Druhym cilem této studie byla tvorba jednovajecnych dvojcat, z nichz jedno nese transgen a
druhé nikoliv (Ritchie et al., 2008). Pro tyto ucely byly ov¢i oocyty in vitro oplozeny a po
dosazeni dvoubunééného stadia byla embrya rozdélena na dvé ¢asti. Ze vzniklych blastomer
byla odstranéna zona pellucida a jedna blastomera z kazdého paru byla nasledné inkubovana
spolu s infekénimi ¢asticemi lentivirového vektoru. Do ndhradnich matek bylo implantovano
24 transgennich blastocyst z nichZ se narodila 3 transgenni zvitata (Ritchie et al., 2008).

Pfenos genu lentivirovymi vektory tak u ovci dosahuje, stejné jako u prasat a u skotu,

vyrazné¢ vyssi efektivity nez pti pouziti mikroinjekce DNA do prvojadra (Tabulka 1).
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Transgeneze vyuZivajici lentivirové vektory Mikroinjekce DNA
Pocet Pocet Pocet Narozena transgenni Narozena transgenni
implantovanych | narozenych transgennich zvifata z celkového poctu | zvifat z celkového poctu
embryi zvitat zvitat implantovanych embryi implantovanych embryi
[%] [%]

Prase 244 46 32 13 % 0,9 %

Skot 8 4 4 50 % 0,7 %

Ovee 3 2 2 67 % 0,9 %

Tabulka 1: Srovnani efektivity pfenosu genu mikroinjekce DNA do prvojadra s transgenezi vyuzivajici

lentivirové vektory. Hodnoty pro lentivirou transgenezi ptevzaty z Hofmann et al., 2003 (transgeneze prasat);
Hofmann et al., 2004 (transgeneze skotu vyuZivajici pfimou transdukci oocytd) a Ritchie et al, 2008
(transgeneze ovci vyuzivajici injekci viru pod ZP). Hodnoty pro Mikroinjekci DNA do prvojadra prevzaty

z Wall, 1996.

Odlisnym pfistupem, jak vytvafet transgenni zvitfata pomoci lentivektord, je vyuZiti lentivird
pro transdukci somatickych bun¢k a nasledné pouziti techniky ptfenosu jader (NT). Tato
technika byla poprvé aplikovana u skotu, pfi pouziti fetalnich fibroblastli jako darcovskych
bun¢k (Hofmann et al., 2004). Ty byly infikovany virovym vektorem a jejich jadra byla
ptenesena do enukleovanych oocytil. Z 214 embryi se jich 76 vyvinulo do stadia blastocysty a
56 blastocyst bylo implantovano do nahradnich matek. Narodilo se pouze jedno zivé zvite, u
kterého dochazelo k expresi GFP ve vSech zkoumanych tkanich (Hofmann et al., 2004).

DalSim druhem, u kterého byla uzita kombinace lentivektorti a NT, byla koza (Golding et
al., 2006). Ze 158 klonovanych embryi doslo k dalSimu vyvoji jen u jednoho. Po pfed¢asném
ukonceni gravidity byla u plodu prokazana exprese transgenu (Golding et al., 2006).

Nejnovéji byla zkoumana moznost vyuziti této techniky u prasat, kdy se ze 115 klonovanych
a implantovanych embryi narodilo 7 transgennich selat (Dieckhoff et al., 2008).

Oproti klasické infekci oocytli nebo zygot se tato transgenni technika jevi jako vyrazné méné
efektivni. Nizka efektivita ovSem odpovida vysledkiim studii, pfi kterych byl provadén NT
z netransdukovanych bunék (Zakhartchenko et al., 1999; Shen et al., 2006). Vyhodou je
mozna tvorba transgennich zvifat, u nichz je vyrazen konkrétni gen (gene knock-out), coz

technika NT v principu umoziuje (Hofmann et al., 2004).

Kromé mysi, ovci, skotu, koz a prasat byly dosud lentiviry uspéSné vyuzity i pfi tvorbé

transgennich potkant (Lois et al., 2002) a kutat (McGrew et al., 2004).
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3.4. Nedostatky u transgeneze vyuZivajici lentivektory

Prvni vyrazné omezeni této transgenni techniky vyplyva ze samotné povahy lentiviri jako
takovych. Velikost genomové RNA retrovirti se pohybuje bézné okolo 10 kb, vektorova RNA
tedy nemiize ptekrocit tento limit (Lois ef al., 2002). Urcitou ¢ast mozné kapacity navic
zabiraji LTR a cis-regula¢ni useky, jako je WPRE a cPPT, takZe maximalni velikost
transgenu a jeho promotoru je timto jesté vice omezena. VSechny ostatni transgenni techniky
pfitom mohou pienaset fadove veétsi fragmenty DNA. Piikladem miize byt ICSI a pienos
YAC (Yeast Artificial Chromozome) o velikosti 250 kb (Moreira et al., 2004) nebo
mikroinjekce DNA, pfii ktreré bylo dosazeno jesté vyssi kapacity genového pienosu (Robl et

al., 2003).

Rané pokusy vyuzivajici lentivektory pro tvorbu transgennich zvifat naznacovaly, zZe
provirovda DNA integrovana v hostitelském genomu nepodléhd silencingu genové exprese
(Pfeifer et al., 2002, Hofmann et al., 2004). Pozd¢jsi analyzy ovSem ukézaly, Ze epigenetické
regulani mechanismy bun¢k mohou piepis transgenti umlcovat, v zavislosti na jejich
lokalizaci v genomové DNA (Hofmann et al., 2006).

Silencing genové exprese zpo€atku unikal pozornosti ztoho divodu, ze u vétSiny
transgennich zvifat dochazi k vicendsobné integraci proviru do jejich genomu (Hofmann et
al., 2006). Nekteré proviry tak sice mohou byt transkripéné inaktivni, ale jiné jsou
exprimovany v dostate¢né mife. Pfi pfenosu do F1 generace ovSem dojde k jejich segregaci a
diky tomu je mozné analyza jednotlivych integrantli. Takto bylo zji§téno, ze n€které proviry
vykazuji vysokou miru methylace CpG dinukleotidd, coz méa za nasledek umlceni (popf.
snizeni) exprese transgenu (Hofmann et al., 2006). Z celkového poc¢tu analyzovanych provirt
jich bylo 33% hypermethylovnych (Hofmann et al., 2006). VSechny zkoumané proviry se
vzajemné liSily pouze svym mistem integrace v ramci hostitelského genomu, piedpoklada se
tedy, ze rozdilnd mira genové exprese (a s ni spojenych epigenetickych regulaci) je urcena
pozi¢nim efektem (Hofmann et al., 2006). Timto by mohla byt vysvétlena i vyss$i troven
genového silencingu u prototypickych retrovird, které oproti lentivirim preferuji jina
integracni mista (Schroder et al., 2002; Wu et al., 2003). Jinym epigenetickym mechanismem,
ktery se pravdépodobné podili na genovém silencingu lentivektorl, je deacetylace histont

(Yao et al., 2004).
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VysSe zminéna segregace jednotlivych virovych intergrantl pii pfenosu do F1 generace je
dalsi potencidlni ptfekazkou u této transgenni techniky. Bylo prokdzano, ze mira exprese
transgenu je pfimo umeérna poctu provirt integrovanych v hostitelském genomu (Hofmann et
al., 2003). Pokud jsou ovSem zvitata s vétSim poctem kopii transgenu pouzita pro produkei F1
generace, segregace provirli povede k variabilni expresi genu u narozenych zvifat. Timto je
komplikovéana tvorba ustalenych linii. Moznym feSenim je pouziti zakladatelskych zvirat,
kterd maji v genomu zaclenénou jen jednu kopii transgenu. Takové jedince ovSem muze byt
problematické vytvaret. Inkubaci denudovanych zygot v médiu s nizkou koncentraci virovych
castic sice lze dosdhnout nizsiho poctu integraci do genomu, tato technika je ovSem spojena i
s nizkou efektivitou (Lois et al., 2002). U jedinct, ktefi v genomu nesou jen jeden provirus,
navic hrozi, Zze bude transgen exprimovan jen na nizké Grovni. Tento problém by ov§em mohl
byt eliminovan volbou vhodného promotoru, ktery by zajistil dostatecné silnou expresi i

z jediné kopie transgenu (Lois et al., 2002).

Kromé téchto piekazek a omezeni lentivirovych vektort byl vramci nékterych studii
provedenych na mysSich jeSté pozorovan geneticky mosaicismus u narozenych zvitat (Lois et

al., 2002). Tento jev vSak dosud nebyl popsan u hospodéiskych zvitat.

3.5 Perspektivy

Moznou aplikaci lentivektorti u hospodatskych zvitat je jejich vyuziti pro tzv. gene knock-
down. Jde o jednu z technik pro umlceni genu a tedy o alternativu pro gene knock-out, ktery
umoznuje NT. Genovy knock-down je zalozen na principu interferenci RNA (RNAi).
K umléeni genu dochazi na posttranskripéni urovni diky Stépeni mRNA. Malé interferujici
RNA (siRNAs = small interfering RNAs) mohou v cytoplazmé¢ interagovat s komplexem
RISC (RNA Induced Silencing Complex), ktery pak na zdkladé komplementarity mezi
mRNA a siRNA zajistuje degradaci mRNA (shrnuto v Caplen et al., 2001). Knock-down
genu muze byt navozen tak, Ze jsou bunky transfektovany molekulami siRNA (Elbashir ef al.,
2001). Koncentrace vnesenych siRNA se ovSem v buiikach po n¢kolika mélo délenich natedi,
takze jejich plsobeni je jen docasné (McManus et al., 2002). Pokud je v buiikach zajisténa
exprese shRNA (Short Hairpin RNA), které slouzi jako prekurzory pro siRNA, muiize byt

cilovy gen umlcen stabilné.
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Lentivektory nesouci promotory pro RNA polymerdzu III (U6 nebo H1), kterd zajistovala
prepis shRNA, byly jiz nékolikrat usp€$né vyuzity pro transgenezi mysi, u kterych byl
nasledné pozorovan knock-down cilového genu (Rao et al., 2006). Nedavné studie popisuji i
prvni Gspésné pouziti této techniky u hospodarskych zvitat (Golding et al., 2006; Dieckhoft et
al., 2008).

Cilem tymu M. Goldinga bylo potlaceni exprese prionového proteinu (PrP) u koz. Pro tyto
ucely byl pouzit vektorovy konstrukt kdédujici shRNA pod promotorem H1 a zaroven gen pro
GFP, fizeny promotorem pro ubiquitin-C. Po uspé€Sném pienosu genu a nasledné analyze
transgenniho plodu bylo pozorovéno sniZzeni exprese PrP o vice nez 90% (Golding et al.,
2006). Stejny vektor byl s tspéchem vyuzit u skotu pro tvorbu transgennich blastocyst
(Golding et al., 2006). Lentivektory zprostfedkovana RNAIi byla také vyuzita pro inhibici
exprese PERV (Porcine Endogenous Retrovirus) u prasat (Dieckhoff ez al., 2008).

Lentivirova transgeneze za Ucelem genového knock-downu miize najit vyznamné uplatnéni
nejen v zakladnim vyzkumu, ale i v mnoha praktickych aplikacich. Prikladem muze byt pravé
eliminace endogennich retroviri u zvifat, coz je jeden zkroklli k bezpecnym
xenotransplantacim (Dieckhoff et al., 2008), nebo napft. inhibice tvorby myostatinu u skotu

(Grobet et al., 1997), ktera by mohla najit uplatnéni v zeméd¢lstvi.

Dalsi oblasti, ve které mohou najit lentivirové vektory uplatnéni, je jejich mozna kombinace
s jinymi transgennimi technikami. Kromé¢ jiz zminéného vyuZiti lentivektorti pti pfenosu jader
byly popsany i Uspésné pokusy o transdukci zarode¢nych kmenovych bun¢k mysi pomoci
lentivektort.. Bunky byly transplantovany do semenotvornych kanalki pokusnych zvifat, ktera
poté produkovala transgenni spermie (Nagano et al., 2002). Déle bylo prokazano, Ze rizné
retroviry mohou s vysokou efektivitou transdukovat spermatogonie (De Miguel a Donovan,
2003). Vramci posledni zminéné studie sice nebyly zahrnuty lentiviry, lze se ovSem

domnivat, ze i ony by mohly najit uplatnéni pfi riznych variantach spermiového prenosu.
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4. Zavér

Lentivirové vektory predstavuji atraktivni alternativu k sou¢asnym transgennim technikam,
které jsou bud’ neefektivni, nebo dosud ne pfilis spolehlivé. Transgeneze vyuzivajici
lentivektory je spojena nejen s vysokou efektivitou pienosu genu, ale u drtivé vétSiny
transgennich zvifat zdrovenn dochazi k jeho expresi. To je vyraznym krokem vpted oproti
mikroinjekci DNA do prvojadra, kterd se dosud pfi transgenezi uplatiiovala nejcastéji.
Z hospodarskych zvirat byla tato transgenni technika dosud uspésné vyuzita u prasat, skotu a
ovci, pfi¢emz u vSech se ukézala jako mnohem efektivnéjsi nez zavedené zplisoby pienosu
genu. Praveé u hospodatskych zvifat mlize tato efektivita vést k vyznamné redukci vysokych
nakladd, které jsou s jejich produkci spojeny.

I ptes nesporné klady, které¢ pouziti lentivektori pro transgenezi provazeji, zde panuji stale
nc¢ktera omezeni, jez je tfeba brat v potaz. Jsou to predevsim nizsi pfenosova kapacita a
silencing genové exprese, ktery byl pozorovan u nckterych intergrovanych provirt. Dalsi
ptekazkou muize byt vyssi technickd ndrocnost pfi injikaci virovych vektort, kterd ovSem
nepieshuje naroky vyzadované pii prenosu jader nebo pii mikroinjekci DNA.

Jako velmi slibné se jevi spojeni trasgeneze pomoci lentivektord s technikami vyuzivajicimi
RNA interference. Nedavné studie ukazuji, ze tato kombinace miize byt efektivné vyuzita pro

stabilni umlceni genové exprese v transgennich zvitatech.
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