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ABSTRAKT

Transgenni organismy maji v dnesni dobé Sirokou Skalu uplatnéni. Pro budoucnost
se otvira obrovské pole vyuziti pro transgenni zivocichy, pfedevsSim hospodarska zvirata.
Rysuji se 2 hlavni cesty — jednou je celosvétova potfeba vysoké produkce potravin, druhou
je vyuziti transgennich zivo€ichl pro rozvoj védy a humanni mediciny. Moznosti pFipravy
transgennich zivodichl je mnoho, u savcl napfiklad pomoci mikroinjekce, retrovirovych
vektord, vyuzitim embryonalnich kmenovych bunék nebo pfenosem jader (klonovani). Roku
1989 byly uverfejnény 2 nezavislé prace, upozoriiujici na to, ze spermie mlze absorbovat
exogenni DNA a pfenést tuto transgenni informaci pfi oplodnéni vajicka do zygoty.
Vysledkem je geneticky modifikovany zarodek. Tato metoda byla pojmenovana ,sperm
mediated gene transfer — SMGT". Nasledujici vyzkumy se ukazaly jako slibné a metoda
transgeneze pomoci spermiového pfenosu by mohla v budoucnu poskytovat znacné a levné
vytéZky transgennich zivocichl. Cely prabéh procesu vSak jesté zdaleka neni rozlustén a
vyzkum na tomto poli mlze pfinést i mnoho novych poznatkl v oblasti molekularni i vyvojové

biologie.

ABSTRACT

Transgenic organisms enforce today in a wide scale. For the future there is a large
field for the use of transgenic animals, especially farm animals. There are outlined 2 main
ways — the first are global needs of high food-stuffs produce, the second is a usage of
transgenic animals for the science envelopment and for a human medicine. There are many
possibilities how to prepare transgenic animals, mammals for example by the microinjection,
retroviral vector, through the use of embryonic stem cells or nuclear transfer (cloning). In the
year 1989, 2 independent works were published, signalizing that a sperm can carry
exogenous DNA and transfer this transgenic information through fertilization into a zygote.
The result was a genetically modified embryo. This method was called “sperm mediated
gene transfer — SMGT”. Following researches seemed to be promising and the method of
transgensis via sperm mediated transfer could offer a large and cheep produce of transgenic
animals in the future. But the whole process is still in its infancy and the research in this field

could bring many new pieces of knowledge in the molecular and evolutionary area.

Klicova slova: transgeneze, spermie, transgenni zivocichové, fertilizace, exogenni DNA,
SMGT
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1. Uvod

Transgenni organismy, hlavné rostliny a bakterie, maji v dnesni dobé pro ¢lovéka
Sirokou Skalu uplatnéni. Pro budoucnost se zde také otvira obrovské pole uplatnéni pro
transgenni ZivoCichy, pfedevSim hospodarska zvifata. Pro jejich vyuziti se rysuji 2 hlavni
cesty — jednou je celosvétova potifeba vysoké produkce potravin, druhou je vyuZiti
transgennich zivodichl pro rozvoj védy a humanni mediciny.

Moznosti pfipravy transgennich zivocichl je mnoho, u savcl napfiklad pomoci
mikroinjekce, retrovirovych vektorl, vyuzitim embryonalnich kmenovych bunék nebo
pfenosem jader (klonovani). Roku 1989 byly uvefejnény 2 nezavislé prace, upozornujici na
novou metodu. Podle nich spermie mlze absorbovat exogenni DNA a pfenést tuto
genetickou informaci pfi oplodnéni vaji¢ka do zygoty. Vysledkem je geneticky modifikovany
zarodek. Podobna zprava byla poprvé uverejnéna roku 1971, byla vSak ignorovana a az o 17
let pozdéji zacala byt tato nova metoda transgeneze brana v Uvahu. Byla pojmenovana
sperm mediated gene transfer — SMGT.

Pfes pocateéni vysledky a uspéch se v experimentech vyskytly problémy se
spolehlivosti metody, coz zapfiCinilo znacnou neddvéru. Nasledujici vyzkumy se vSak
ukazaly jako slibné a metoda transgeneze pomoci spermiového pFenosu by mohla
poskytovat zna¢né a levné vytézky transgennich zivo¢icht s mnohymi moznostmi budouciho
vyuziti. Cely prabéh procesu vSak jesté zdaleka neni rozlustén a vyzkum na tomto poli muze

pfinést i mnoho novych poznatku v oblasti molekularni i vyvojové biologie.

2. Transformace spermie

2.1 PFirozena ochrana spermie proti vniku volnych nukleovych kyselin (NK)

Velky dil skepticismu k této metodé genetické modifikace organismU je dan logickou
uvahou, zZe v reprodukénim traktu se nachazi mnozstvi volnych NK z bunék mrtvych nebo
poSkozenych. Lze tedy pfedpokladat, Ze spermie budou vysoce odolné proti pfirozené
absorpci téchto molekul. Pokud by tomu tak nebylo, dochazelo by mnohem ¢astéji k mutacim
a zménam v genetické informaci, které jsou ve vétSiné pfipadl nevyhodné nebo neslucitelné
se Zivotem a vedou k uhynu zarodku. To by vedlo k evoluénimu chaosu. Pfiroda tedy zfejmé
vytvofila silné bariéry proti samovolnému vnikani cizorodé DNA do spermii. Vzhledem
k Usp&8nym pokusim SMGT ale tyto bariéry nejsou absolutni. Usp&sné pokusy SMGT
zfejmé poukazuji na urcité kritické faktory a prezentuji neobvyklé situace, ve kterych se

pfirozené bariéry proti vniku DNA do spermie bofi.



Byly objeveny minimalné 2 bariéry, které zabrafiuji spontannimu, nezadoucimu
vniknuti volnych molekul do spermii vysSich Zivo€ichl. Prvni z nich je inhibi€ni faktor (IF-1),
Cetné se vyskytujici v ejakulatu nebo navazany na membrané spermii. IF-1 pusobi
antagonisticky k DNA vazebnym proteinim (DNA — bidings proteins), jez jsou za normalnich
okolnosti schopny vazat exogenni DNA a vlivem IF-1 tuto schopnost ztraci. (Spadafora,
1998; Lavitrano et all., 2006) Druhou bariérou je endogenni nukleazova aktivita, kterou
spousti interakce spermie s exogennimi molekulami. Tato nukleazova aktivita zapficifiuje
degradaci exogennich sekvenci nebo, pokud mnozZstvi DNA prekroCi prahovou hodnotu,
vede k apoptéze takto ,napadené® buriky. (Spadafora, 1998; Smith and Spadafora, 2005)

Tyto zpusoby ochrany pfed vedou skuteC¢né k minimalizaci pfipadu nezadouci
absorpce volnych nukleovych kyselin spermii. V malém procentu pfipadu ale ochranné
mechanismy selhavaji. U savcl je inhibi¢ni faktor IF-1 pravdépodobné odbouran pfi pfenosu
spermie do sami¢iho reprodukéniho traktu, u vodnich zivocichu byla zjisténa ztrata IF-1 pfi
promyti vodou s nizkou iontovou aktivitou (cca 0,8x zfedéna morska voda pfi pokusu s
jezovkou). Podobné podminky zfejmé mohou nastat i v pfirodé, napfiklad v Usti feky, kde je
mofska voda zfedéna vodou sladkou. (Lavitrano et all., 2006) To by vedlo k integraci
exogennich sekvenci do miliond spermii rdznych Zivocichd. Jsou zde vSak dalsi regulaéni
bariéry, exogenni DNA nebo RNA je ve vétSiné pfipadd denaturovana endogennimi

nukleazami. Pfesto vSak v malém procentu pfipadu transgenni informace preziva.

2.2 Integrace exogenni DNA do spermie

V nékolika svétovych laboratofich byly provedeny vyzkumy za ucelem objasnéni
procesu, pfi kterém se volna nukleova kyselina vaze na povrch spermie, pfekonava
plazmatickou membranu a integruje se do genomu. Potvrdily se pfedpoklady, Zze tento
proces rozhodné neni nahodily, ale je regulovan mnozstvim faktora.

Exogenni DNA interaguje s DNA vazebnymi proteiny, které se nachazi na povrchu
spermatické buriky. (Spadafora, 1998; Lavitrano et all., 2006) Roli zde hraji také MHC II.
tiidy (major histocompatibility complex) a povrchové CD4 receptory — spermie mysSi
s poskozenym MHC II. tfidy jevily mensi schopnost vazat exogenni DNA nez spermie mysi
kontrolni. Oproti tomu spermie mysi s konckoutem pro CD4 povrchové molekuly byly
schopny exogenni DNA vazat, ale ztratily schopnost ji internalizovat. Integrace exogenni
DNA do spermie mlze byt u wild-type bunék inhibovana preinkubaci s anti-CD4
monoklonalnimi protilatkami (mAb S). Z toho vyplyva, ze pfitomnost MHC Il. tfidy je pfFi
spermatogenezi nutna pro vazbu exogenni DNA na povrch spermie a CD4 receptory jsou
nutné pro jeji absorpci do buriky. (Lavitrano et all., 2006)

V dalsi &asti procesu se internalizovana DNA dostava do blizkosti chromozomalni

DNA, dochazi k rekombinaci a v malém procentu pfipadu je tak ¢ast exogenni DNA vélenéna



do chromozomalni DNA. Ukazalo se, Ze pfistupné ¢&asti chromatinu, na kterych
k rekombinaci muzZe dojit, jsou vazané pouze na histonech — oproti zbytu chromatinu
vazanému na protaminech a tim zfejmé& znepfistupnénému. Pozoruhodny je fakt, Ze
pfistupné &asti chromatinu jsou bohaté na LINE-1 retroelementy. (Smith and Spadafora;
2005) Procesu se také pravdépodobné ucastni topoizomeraza Il. (Lavitrano et all., 2006)
Analyza sekvence pomoci pSV2CAT plasmidu ukazala zaclenéni transgenni sekvence do
unikatni Casti spermatického genomu. (Lavitrano et all.,, 2006) DalSi pozorovani ale také
ukazala, ze vétSina cizorodé DNA zlstava mimo chromozomy. (Smith and Spadafora, 2005)

Podstatné je také zjisténi, Ze vnik exogenni molekuly do spermie spousti aktivitu
endogenni reversni transkriptazy (RT). Tato RT aktivita je schopna pFepisu exogenni RNA
do cDNA (komplementarni DNA syntetizovana podle RNA fetézce), coz naznaluje, ze
v SMGT hraje znaénou roli retrotranspozomalni/retrovirovy aparat. (Smith and Spadafora,
2005; Pittogi et all., 2006)

2.2.1 Reverzni transkriptaza (RT)

Reversni transkriptaza je RNA-dependentni DNA polymeraza. Pro svoji funkci
potfebuje RNA primer, podle kterého syntetizuje fetézec DNA za vzniku RNA/DNA hybridu.
RNA fetézec poté odbourava RNazovou aktivitou a dosyntetizovava druhy, komplementarni
fetézec DNA dvojSroubovice. V minulosti byla reverzni transkriptaza spojovana pouze
s replikaci retrovirG, pozdéji byly objeveny také 2 typy elementd vyskytujicich se
v eukaryotickém genomu: retrotranspozony a endogenni retroviry, souhrnné nazyvané
retroelementy. Tyto elementy ¢as od ¢asu méni svoji polohu v genomu a pravé reverzni
trasnkriptaza je kliCovym enzymem pfi jejich pohybu. Po rozlusténi lidského a mysiho
genomu se zjistilo, Zze retroelementy tvofi az 45% lidského a 37% mySiho genomu. Dfive
byla tato ¢ast genetické informace povazovana za zbytky naseho evoluéniho vyvoje a byla
nazyvana ,odpadni DNA®, novéjsi vyzkumy ale poukazuji na roli endogenni RT pfi pfestavbé
genomu. Stoupa pocet dukazl, ze tento enzym zodpovida za mnohé genetické zmény a
hraje dualezitou roli v evolu¢nim vyvoji. (Smith and Spadafora, 2005; Vondrejs, 2002)

RT geny jsou ve zvySeném mnozstvi exprimovany v embryich, embryonalnich
tkanich, v zarodecnych bunkach a v nadorech. Naopak potlaCeny jsou geny kodujici RT
aktivitu Y terminalné diferenciovanych burikach. Zvysenou expresi
retrovirovych/retrotranspozonovych genu pozorujeme v genitaliich, v zarode¢nych bunkach a
v gametach. Endogenni RT aktivitu Ize sledovat hlavné v burnikach s vysokym proliferaénim
potencialem a muze byt tedy zahrnuta v regulaci bunééného ristu a diferenciace buriky. Bylo
dokazano, Ze inhibice endogenni RT aktivity zastavi vyvoj embrya v €asnych stadiich vyvoje
a ma také vliv na proliferaci a diferenciaci bunék v transformovanych buné&cnych liniich.
(Spadafora, 2004; Smith and Spadafora, 2005)



2.3 Integrace exogenni RNA do spermie

Jak naznacuje pfedchozi Usek, RT aktivita zaznamenana napfiklad v mySich
spermiich je kodovana frakci chromatinu organizovanou v aktivhim nukleohistonovém
komplexu (tzn. vyvazanou z komplext s protaminem) a obohacenou LINE-1 sekvencemi —
nachazi se v pfistupné Casti chromatinu. Tento objev byl pomérné neolekavany a vedl
k dal$im pokus(im, které mély za ukol zjistit, zda mize byt exogenni RNA substratem pro
endogenni reverzni transkriptazu ve spermii.

V jednom experimentu byly spermie inkubovany v roztoku volné RNA, oznacené
genem pro B-galaktosidazu. Tento RNA vektor byl internalizovan do spermie, v niz poté
probéhla reverzni transkripce, dale bylo provedeno umélé oplozeni oocytu a byla sledovana
schopnost propagace genu do F; generace potomkl. Vysledkem byla nejen mozaikova
propagace genu v potomstvu - velmi dynamicka a plasticka propagace genetické informace,
ale také exprese proteinu B-galaktosidazy ve tkanich F, (rodi¢ll) i F1 (potomk(). (Smith and
Spadafora, 2005)

V jiné laboratofi byl obdobny pokus proveden s RNA vektorem obsahujicim
retrotranspozonovou kazetu s genem pro zeleny fluorescenéni protein (EGFP), pferuSenou
opacné orientovanym intronem. RNA vektor byl internalizovdan mySimi spermiemi,
retrotranskribovan a bylo provedeno umélé oplozeni metodou IVF (viz. kap. 3.3.2). Embryo
bylo implantovano do téla matky a vyvinulo se v mys, exprimujici EGFP v endotelu cév
nékolika rliznych organa. (Pittoggi and all, 2006)

Spermie tedy dokaze pfijmout exogenni RNA a vytvofit transkripéné kompetentni
sekvence, které jsou pak dale distribuovany do potomstva. Tento fenomén byl nazvan
»Sperm mediated reverse gene transfer — reverzni genovy pfenos pomoci spermie.

Populace cDNA molekul, vzniklych reverzni transkripci RNA vektoru, vykazuje jisté
specifické rysy. Tyto sekvence jsou udrzovany v nizkém poctu kopii. Je zde mozaikova
propagace v rodiCovské linii, sekvence jsou sexualnim rozmnoZovanim pfenaseny na
potomky, kde jsou opét mozaikové distribuovany, bez zavislosti na mendelovské dédi¢nosti.
Tato zjiSténi dokazuje, Ze sekvence pfijaté RT aktivitou nejsou integrovany do chromozomu
hostitelské buriky a jsou replikovany nezavisle na replikaci hostitelského genomu. Tomuto
faktu by také odpovidaly vétSinou negativni vysledky v pokusech o identifikaci integrovanych
reverzné transkribovanych cDNA kopii, napfiklad konstrukci genomovych knihoven. (Smith
and Spadafora, 2005; Pittoggi et all., 2006)

Dosavadni vysledky ukazuji, Ze retrotranskribované molekuly cDNA jsou vét3inou
udrzovany v buiice jako extrachromozomalni struktury s autonomni replikaci, které se do

chromozomu spermie zacleni jen velmi zfidkakdy. Mozny model prub&hu procesu (obr.1):
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Obr.1 — Pravdépodobny pribéh internalizace exogenni RNA, pfevzato od Smith and Spadafora
(2005) a upraveno

1. molekuly exogenni RNA migruji ve spermii do tésné blizkosti jadra, kde je lokalizovana aktivita
reverzni transkriptazy
reverzni transkripci jsou generovany molekuly cDNA
podle zatim nepotvrzené hypotézy mlze dojit krekombinaci malé ¢&asti cDNA
s chromozomalni DNA spermie v pfistupnych mistech (nukleohistonové komplexy)

4. molekuly extrachromozomalni cDNA s autonomni replikaci by tak mohly byt podle této
hypotézy generovany jak RT aktivitou zcizorodé RNA, tak z RNA vzniklé transkripci
integrovanych sekvenci, podobné jako u virového modelu

(Smith and Spadafora, 2005; Lavitrano et all., 2006; Pittoggi et all., 2006)

2.4 RT aktivita v bunce

Fakt, Ze extrachromozomalni cDNA je udrzovana v embryu a pfenasena poté dale do
potomstva, neni zcela prekvapivy. Extrachromozomalni struktury byly uz dfive prokazany
jako pomérné Casty prvek v eukaryotickém jadfe. Transgenni sekvence, pfenasené v podobé
extrachromozomalnich struktur do dalSich generaci, byly laboratorné prokazany u savct,
ptakud, ryb a dokonce i u hmyzu, pomoci SMGT a mikroinjekce DNA. (Wang et all., 2001;
Lavitrano et all., 2003; Smith and Spadafora, 2005) Plvod extrachromozomalnich struktur,
které objevujeme v eukaryotickém jadfe transgennich organismu, je ale vétSinou nejasny.
V zavislosti na modelech pokusu s exogenni RNA a RT aktivitou se zda, Zze produkt RT
aktivity prezentuje epizomalni DNA — sekvence reverzibilné integrovanad do chromozomu
hostitele. (Smith and Spadafora, 2005; Lavitrano et all., 2006)

Objev nevratného zastaveni embryogeneze v zavislosti na inhibici RT aktivity vede
k domnénce, Ze RT kdédovana retroelementy je nutna v dosud neznamé regulaéni draze
v Casnych stadiich vyvoje. Zastaveni vyvoje je doprovazeno znacnym preprogramovanim
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genové exprese. Citlivost k inhibici RT aktivity je ale omezena na stadia od pozdniho
jednobunééného po &tyfbunécné embryo. (Spadafora, 2004; Smith and Spadafora, 2005)
Stale vice praci pfedstavuje retrotranspozony jako regulatory transkripce, interference nebo
jako epigenetickou kontrolu bunéénych genu s funkci umliéeni nékterych iRNA
dependentnich genl v ¢asném vyvoji. (Smith and Spadafora, 2005) K témto funkcim se nyni

pravdépodobné pfidava jesté genovy pfenos spermii reverzni cestou, jak bylo popsano vyse.

3. Kvalita spermatu, pomocné metody transgeneze a metody fertilizace

Spermie musi predstavovat kvalitni pfenase¢ pro transgenni sekvenci, je dulezita
jejich pohyblivost, vitalita a schopnost absorpce exogenni DNA. Na kvalitu odebraného
spermatu ma vliv roéni obdobi, vék zvifete a frekvence odbéru. Pohyblivost spermii musi byt
napfiklad u prasat po odbéru nejméné 80% a po Cisticich procedurach nejméné 65%. Pro
90% absorpci a 70% integraci exogenni DNA do spermie je tfeba 2-4 hodin inkubace spermii
s DNA. (Lavitrano et all., 2006)

Aktualné se pouziva nékolik metod transgeneze spermii, stejné jako existuje vice
moznosti nasledného oplodnéni vajicka transgenni spermii. Jednou moznosti integrace
transgenu do spermie je inkubace spermii s nahou DNA (viz. pfedchozi odstavce). Lze také
vyuzit elektroporace pro usnadnéni vstupu molekul do buriky. (Lavitrano et all., 2006)
Elektroporace spociva v aplikaci kratkého elektrického pulzu o vysokém napéti, diky némuz
se v plazmatické membrané objevi doCasné otvory a DNA muze snadnéji vstupovat do
buriky. (Vondrejs and Strochova, 1997) Zvyseni pfijmu cizorodé DNA do spermii ale neni
pfilis vyrazné.

Dalsi usnadnéni pfi prekonavani bariéry, jakou je plazmatickd membrana,

predstavuje vyuziti liposomdi.

3.1 Liposomy

Liposomy jsou uméle pfipravené uzaviené vacky tvorené fosfolipidovou dvojvrstvou a
vnitfnim isolovanym kompartmentem obsahujici vodny roztok. PFipravuji se napf. pusobenim
ultrazvuku na vodnou suspensi polarnich fosfolipidl, coz lIze kombinovat s gelovou
permeacéni chromatografii a ziskat tak liposomy s Uzkou distribuci velikosti. NejCastéji se pro
tento ucel pouziva lecithin z vaje¢ného Zloutku. (Hampl, 2005) Pokud liposom vznika ve
vodném prostfedi, obsahujicim rozpustné slozky (soli, bilkoviny), jsou tyto slozky uzavieny
do vnitfniho prostfedi vacku. Stejné tak v prostfedi s mnozstvim volnych molekul NK je ¢ast

téchto molekul pfi vzniku liposomu do nich uzavfena.


http://www.vscht.cz/eds/knihy/uid_es-002/hesla/dvojvrstva_lipidova.html
http://www.vscht.cz/eds/knihy/uid_es-002/hesla/kompartmenty.html
http://www.vscht.cz/eds/knihy/uid_es-002/hesla/lipidy_polarni.html
http://www.vscht.cz/eds/knihy/uid_es-002/hesla/lecithin.html

PFi inkubaci spermii s liposomy dochazi k jejich pfijeti ve formé& endosoml nebo ke
splynuti liposomu s plazmatickou membranou spermie. Pfi splynuti se do cytoplazmy
spermie dostava volna DNA, z endosomU &ast transgenni DNA také Casto unika a dostava
se do cytoplazmy. Zde mulze interagovat s chromozomalni DNA, nebo zde zlstat ve formé
extrachromozomalnich molekul. (Tanswell et all, 1998) Liposomy slouZi jako uc€inna

pomucka k pfekonani bariéry plazmatické membrany.

3.2 TMGT

Jednou z obtizi SMGT je ziskavani spermii i oocytd a manipulace s nimi. Tento
problém fesi nové vyvinuta metoda transgeneze bunék pfimo ve varlatech — TMGT (testis
mediated gene transfer). Spermie absorbuji pomoci injekce do varlat nebo nadvarlat in vivo
exogenni DNA nahou nebo zabalenou v liposomech a nic nebrani pfirozenému pareni
zivocicha.

Prvni uvefejnéné vysledky pochazely z pokust na mysich, kdy byl transgenni
konstrukt volné DNA vpichnut injekci do chamovodu (vas deferens) varlat mysi. 60 - 70 %
izolovanych spermii neslo transgen. DalSi vysledky ukézaly pfenos tohoto transgenu do
potomstva v 7,5 % prfipadd. Podobnych vysledkt bylo dosazeno i pouzitim transgennich
molekul zabalenych v liposomech, vpichnutim do nadvarlete (epididymis). (Sato et all., 2002;
Smith and Spadafora, 2005) Také elektroporaci in vivo doslo k zvySeni integrace transgenni
sekvence do spermii. Vysledky byly testovany pomoci fluorescenénich barvicek Hoechst

33342 a EGFP (zeleny fluorescencni protein 4 dny po aplikace injekce. (Sato et all., 2002)

3.3 Fertiliza¢ni techniky

Existuje nékolik moznosti oplozeni oocytu transgenni spermii. Pfi SMGT je vyuziva
uméla inseminace (Al — artificial insemination), oplozeni in vitro (IVF — in vitro fertilization),
v pfipadé vodnich zivocichu pfirozeny zpusob fertilizace (via waterborn). Pozdéjsi studie
pak vyuzily ICSI — intracytoplazmatickou injekci spermie pfimo do oocytu. (Smith and
Spadafora, 2005)

3.3.1 Uméla inseminace (Al)
Al je nejstarS§i metodou umélého oplozeni. Je to pfenos odebranych spermii do
pohlavniho Ustroji samice v dobé ovulace budto pfirozené, nebo vyvolané podanim hormona.

Zde pak dojde k oplozeni pfitomného oocytu. Spermie se odebiraji chirurgickym zakrokem

z varlete Ci nadvarlete. (http://www.emedicine.com)
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3.3.2 Oplozeni in vitro (IVF)

PFi IVF je nutné pomoci hormonalnich preparatd navodit zrani vétSiho poctu folikult
ve vajeCnicich. Tésné pfed ovulaci se z nich operativhim zakrokem odeberou vajicka. Ta
jsou umisténa do Petriho misky s kultivaénim médiem a nasledné oplozovana pfidanim
spermii promytych od zbytku ejakulatu. Nasleduje inkubace 12 az 18 hodin v podminkach
podobnych télu Zivo€icha. Jestlize spermie pronikne do vaji¢ka, doslo k oplozeni in vitro.
Embryo musi byt dale kultivovano v médiu a u vySSich savcl nasleduje pfenos embrya do
délohy (ET — embryo transfer), aby se embryo mohlo spravné vyvinout. Napf. u ¢lovéka

k tomu dochazi po 2 az 3 dnech. (http://www.emedicine.com)

3.3.3 TransgenICSI

Pfi ICSI je spermie vpravena mikroinjekci pfimo do oocytu. Vyhodou je potfeba
malého poctu spermii. U pozdéjSich studii SMGT byla tato metoda pouzita pro spermie
obsahujici transgen do oocytu, proces je nazyvan nazvan transgenlCSIl. Spermie po
inkubaci se samotnou exogenni DNA ¢&i s liposomy obsahujicimi exogenni DNA jsou injekéné
vpraveny do oocytu, ¢imz je zajiSténa fertilizace. TransgenlICSI byla vyuzita v pokusech s
opi€imi a praseCimi embryi suspé8nosti asi 35% transgennich  embryi.
(http://www.emedicine.com)

TransgenICSI byla testovana i u makakl s pouzitim genu pro zeleny fluorescenéni
protein (GFP) jako transgenu. Pro znaceni transgenni sekvence byl pouzit rhodamin. P¥i
provedeni IVF byl rhodaminovy signal ztracen na povrchu oocytu, ale pfi transgenICSI se
transgenni sekvence dostala dovnitf oocytu. Vysledkem byla 3 Zivd mladata ze 7
provedenych transgenlICSI. (Chan et all., 2000) Transgen v mladatech sice nebyl detekovan,
ale jiz uspésné provedeni metody u primatd poukazuje na perspektivu budouciho vyuziti

v pripravé transgennich zivocicha.

3.4 LB-SMGT

Jako posledni novinka v SMGT byla pfedstavena metoda vyuzivajici oznaéeny linker
— LB-SMGT (termed linker based SMGT). Zde je vyuzivana monoklonalni protilatka,
specificka k povrchu spermie - mAb C, v komplexu s transgenni DNA. DNA po setkani
s protilatkou mAb C vytvafi iontovou vazbu, coz bylo prokazano pomoci gelové elektroforézy.
Vzhledem ke schopnosti specifické vazby k povrchu spermie riznych zivocisnych druhd je
mAb C protilatka vhodna pro udrZeni transgenni sekvence na povrchu spermie. Vazba byla
prokazana cytometrickou analyzou, histogramem s FITC fluorescentnim signalem. (Chang et

all., 2002; Smith and Spadafora, 2005) Metoda byla testovana u prasete, mysi, kura
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domaciho, skotu, hus, ovci i u ¢lovéka. U ovce a husy se mAb C vazala na 2 ze 3 populaci
spermii. (Chang et all., 2002)

Po oplozeni byla transgenni DNA detekovana v integrované formé& v genomu
praseciho i mySiho embrya, pfiCemz ucinnost pfenosu do F1 generace byla u prasete 37.5 %
a u mysi 33 %. Integrace transgenni sekvence do genomu embrya byla zaznamenana také u
ryb. Pfenos transgenni informace do F, generace byl prokazan pouze u prasete. (Chang et
all., 2002; Smith and Spadafora, 2005) Vysledky pfi pouziti LB-SMGT jsou tedy pfesvédcivé
a tato metoda je velmi slibna pro zlepSeni produkce transgennich zivocichl s vysokymi

vytéZzky.

4. Dosavadni aplikace SMGT a vysledky

Od roku 1989 do roku 2004 vySlo vice nez 30 nezavislych studii zabyvajicich se
pfipravou transgennich zivo€ichi metodou SMGT a potvrzujicich jeji funkénost. Bohuzel jen
malo z nich pfesvéd&ivé prokazalo pfenos transgenni informace do dalSich generaci.
Vzacnost pfenosu Ize vysvétlit jiz vySe zminénym mechanismem interakce spermie a DNA,
kdy jsou transgeny pouze epizomalni DNA, vétSinou ztracenou pro dalSi generace.

Nékteré laboratofe vSak prokazaly Sifeni transgenu do dalSich generaci, coz
nasvédcuje existenci dosud neznamych faktoru, které v nékterych experimentech navodily
integraci transgent do chromozomalni DNA. NejjasnéjSich vysledk( byla zatim dosazeno
pomoci transgenlCSI a pomocnych metod, jako je pouziti liposoml. Nejméné takovych
vysledkl bylo pak zaznamenano pfi pouziti samotné interakce spermie — DNA. Mozné
vysvétleni tkvi v kritické roli plazmatické membrany spermie. Pokud je membrana nedotcena,
jako tomu obvykle je u pfimé interakce spermie — DNA, vazba exogennich molekul spousti
obranné mechanismy vedouci pouze ke vzniku extrachromozomalnich molekul cDNA. Oproti
tomu pfekonani plazmatické membrany, napfiklad pouzitim liposomu, usnadni interakci
exogenni DNA s chromatinem a zvySuje moznost rekombinace. Zaclenéni transgenni
sekvence do genomu muze probéhnout jiz ve spermii, nebo az pozdéji po fertilizaci, kdy je
spermatické jadro konvertovano v projadro a pfipravovano ke spojeni s projadrem oocytu.
(Smith and Spadafora, 2005)

Obranné mechanismy mohou existovat hlavné na povrchu spermatické burky a
pokud DNA interaguje s povrchem spermie, produkt bude pouze epizomalni. Tato hypotéza

v8ak vyZaduje dalSi vyzkumy a &eka na své ovéfeni.
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4.1 Vysledky experimentt

Metoda SMGT mUize byt pouzita u mnoho druhl zivoCichl. Experimentalné to bylo
prokdzano u savcu, ptakd, obojzivelnika, ryb i hmyzu. SMGT demonstruje velkou
pfizpusobivost riznym zivogiSnym druhim pravé diky riznym metodam, jez Ize pouzit. Zde

je prehled nékterych vysledkd, kterych bylo dosazeno: (Smith and Spadafora, 2005; Webster

et all., 2005; Lavitrano et all., 2006)

SAVCI
Fertilizaéni
Rod/druh Metoda Konec¢ny vysledek
metoda
DNA inkubace transgenni Zivo€ichové
Mys IVF - _
liposomy a jejich potomci
(Mus)
TMGT - transgenni spermie
Krysa TMGT - transgenni spermie
(Rattus) liposomy Al transgenni Zivo€ichové
DNA inkubace Al embrya
Kralik transgenni Zivocichoveé
liposomy IVF - _
a jejich potomci
. DNA inkubace IVF, Al transgenni zivoCichove
Prase domaci
transgenICSI ICSI embrya
(Sus scrofa)
znaceny linker Al/IVF transgenni zivoCichové
Tur doméci DNA inkubace IVF transgenni ZivoCichoveé
(Bos primigenius) elektroporace IVF embrya
Makak rhesus
TransgenICSI ICSI embrya
(Macaca mulatta)
Clovék
_ _ DNA inkubace IVF embrya
(Homo sapiens sapiens)
PTACI
Fertiliza¢ni
Rod/druh Metoda Konecny vysledek
metoda
Kur domaci liposomy Al transgenni zivoCichové
(Gallus gallus) DNA inkubace - transgenni spermie
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OBOJZIVELNICI A RYBY

Rod/druh Metoda Fertilizacni metoda Konecny vysledek
Losos
elektroporace IVF transgenni Zivo€ichové
(Salmo)
elektroporace o .
IVF transgenni ZivoCichove

Danio pruhované

(Danio rerio)

DNA inkubace

DNA inkubace

pfirozené vnéjsi

oplodnéni

transgenni Zivoc€ichové

a jejich potomci

Drapatka vodni

(Xenopus laevis)

DNA inkubace

IVF

embrya

pfirozené vnéjsi

oplodnéni

transgenni ZivoCichoveé

a jejich potomci

Kapr obecny

(Cyprinus Carpio)

DNA inkubace

elektroporace

pfirozené vnéjsi

oplodnéni

transgenni zivoCichové

Parmicka
(Labeo rohita)

elektroporace

pfirozené vnéjsi

oplodnéni

transgenni zivocichové

HMYZ

Rod/druh

Metoda

Fertilizacni metoda

Konecny vysledek

Véela medonosna

(Apis mellifera)

DNA inkubace

Al

transgenni ZivoCichoveé

a jejich potomci

Tab 1 — pfiklady uspésné provedené SMGT

Je dobré upfesnit, Zze kladné vysledky u vodnich zivoc€ichl se objevuji Castéji nez u
ostatnich, SMGT je pouzitelna hlavné pro moiské Zivo€ichy. Pfes nizkou frekvenci stabilni
integrace do genomu muze byt frekvence fenotypové modifikace a celkové transgeneze (coz
zahrnuje i epizomalni DNA) v nékterych experimentech az 80 %. (Smith and Spadafora,
2005) SMGT se v8ak zatim nestala ustadlenou metodou pfipravy geneticky modifikovanych

zivoc€ich(, v souc€asnosti je stale obtizné vyuzivat ji jako rutinni metodu transgeneze.

5. SMGT a somaticka genova terapie

Somaticka genova terapie je experimentalni Ié¢ba, pfi niz jsou do somatickych bunék
v téle vneseny funkéni alely poSkozeného genu za ucelem modifikace nespravné funkce

buriky. Mezi kandidatni onemocnéni pro genovou terapii patfi cysticka fibréza,
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kardiovaskularni onemocnéni, infekéni onemocnéni jako napf. AIDS a nadorova onemocnéni.
Realizace genové terapie ma mnoha uskali. Jednim z nich je nutnost vpravit terapeutické
geny do organismu tak, aby nedoslo k jeho poSkozeni. Je také tfeba prevzit kontrolu nad
specifickymi typy bunék, do kterych terapeuticky gen vstupuje. Napfiklad pusobi-li porucha
na funkci jater, terapeuticky gen se potfebuje dostat pravé k jaternim burikam. Dale je tfeba
kontrolovat miru aktivity potfebnou ke korekci poruchy, novy gen musi v bufce fungovat
normalné. (Batshaw, 1997; Doskar, 2004)

Pfi vyzkumech moznosti pouziti SMGT v genové terapii somatickych bunék se
vychazi z faktu, ze transgenni informace v hostitelskych bufkach je s pouzitim této metody
ve vétsSiné pfipadu epizomalni. Transgenni sekvence neintegrované do chromozomu jsou
propagovany jako extrachromozomalni DNA a Sifeny do potomstva. Teoreticky by se tento
fakt dal vyuzit pro somatickou genovou terapii embrya ¢i ranného plodu. To by oproti Iécbé
v pozdéjSich stadiich mélo vyrazné vyhody — moznost vylécit celou tkan nebo organ pomoci
malého mnozstvi terapeutického genu nebo vhodnych klonovanych bunék (pouziti tohoto
typu bunék je vSak také jesté otazkou budoucnosti) a vyvarovani se imunitni odpovédi proti
transgennimu vektoru, coz u pozdéjsiho stadia vyvoje pfedstavuje znacnou prekazku lécby.
(Batshaw, 1997; Doskar, 2004; Smith and Spadafora, 2005)

Mnohé genové poruchy zabijeji nebo velmi ztéZuji Zivotni podminky vic a vic
pacientim jiz v prvnich mésicich Zivota. Existuje zde také nepfimy vztah mezi vékem
pacienta a ucinnosti genové terapie. Somaticka genova terapie pomoci SMGT by poskytla

moznost dFivéjsi [éCby a konecného feSeni nevratného genového poskozeni u pacienta.

6. Asistovana reprodukce

Tradi¢ni uvahy okolo SMGT u zivodich(l, €lovéka nevyjimaje, se ubiraji smérem, jak
zajistit, aby spermie pfijala transgenni sekvenci, integrovala ji do svého genomu a tato
informace se pak Sifila dal. Je ale dobré se na véc podivat z druhé strany — spermie,
zbavena pfirozenych bariér, mize pojmout exogenni sekvenci a zaclenit ji do svého genomu.
Pfi asistované reprodukci u Clovéka se pouzivaji samotné spermie, promyté od zbytku
ejakulatu a tim také zbavené ochrany, kterou poskytuje inhibi¢ni faktor IF-1. Mdze to
znamenat potencidlni risk, Zze tyto spermie mohou absorbovat exogenni DNA, ktera se
vyskytne v jejich blizkosti a pfenést ji pfi fertilizaci do embrya? Pfi asistované reprodukci,
hlavné u ¢lovéka, by to byl jev velice nezadouci. Navic, vzhledem k RT aktivité a reverzni
transkripci hrozi zfejmé stejné nebezpeci i u exogennich RNA molekul, kdy mize vznikat
extrachromozomalini geneticka informace ve formé& cDNA molekul, produkujici odpovidajici
fenotyp a Sifici se také dale vpotomstvu. (Smith and Spadafora, 2005;

http://www.emedicine.com)
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DalSi nebezpeCi se mulze skryvat v pouziti spermii HIV pozitivnich muz( pfi
asistované reprodukci. Pokud par, kde muz je HIV pozitivhi a Zena negativni, chce mit dité&,
je pro né vsoucCasné dobé alternativou asistovana reprodukce. V takovém pfipadé muz
poskytne ejakulat, spermie jsou dikladné promyty od zbytku ejakulatu, aby doslo k eliminaci
virovych partikuli HIV. V Evropé se obvykle provadi az 2000 cykll promyvani pro maximalni
zabezpeceni, aby Zena ani dité nepfisly do styku s HIV virem. Pfedpoklada se, Ze virové
partikule jsou asociovany slymfocyty a promytim spermii od ostatnich bunéénych
komponent dojde kjejich bezpeénému odstranéni, takze spermie muze byt bezpecné
pouZita k umélému oplodnéni nejCastéji metodou IVF bez nebezpeli pfenosu viru HIV.
(Gilling-Smith, 2000; Smith and Spadafora, 2005)

Experimenty ale naznacuiji, Ze v nékterych pfipadech by mohla spermie, zbavena své
pfirozené ochrany IF-1, absorbovat dokonce i velké virové partikule, jako napfiklad HIV nebo
herpes virus, a pfenést je pfi fertilizaci do embrya. Spermie mlze byt tedy vektorem nejen
pro malé nukleové kyseliny, ale i pro vétsi struktury, jako jsou virové partikule. Vzhledem k
RT aktivité ve spermii muze byt RNA retroviru reverzné transkribovana do cDNA molekul a
pfenesena do embrya. Spermie mlze fungovat i jako HIV-transgen, coz znamena riziko pfi
pouzité spermatu HIV pozitivnich darcl. (Gilling-Smith, 2000; Smith and Spadafora, 2005)

SMGT tedy ukazuje mozna uskali v oblasti, ktera byla donedavna pokladana za bezpecnou.

7. Moznosti vyuziti transgennich zivocichu

SMGT je pouze jednou ze slibnych experimentalnich metod pfipravy transgennich
zivo€ichl. Na co takové zivodichy potfebujeme? Potencial pro jejich uplatnéni je obrovsky.
Zména vlastnosti hospodaiskych zvifat mlize vést ke zvySeni a zkvalitnéni produkce
ZivoCiSnych potravin ve vyspélych zemich. Napfiklad produkce mléka dospéla v mnoha
zemich do stadia, kdy producenti maji problémy s odbytem. To vytvafi enormni ekonomicky
tlak na inovaci. Jednou z takovych inovaci mize byt zavedeni zcela novych komodit na trh s
mlékem a mlécnymi vyrobky. Vyznamny podil na téchto novych komoditach mohou mit
produkty transgennich zvifat. Na druhé strané ale stoupa spotieba potravin zivo&isného
plvodu v rozvojovych zemich, které tradi¢né zajiStovaly vyzivu obyvatelstva rostlinnymi
produkty. Roste tedy spotfeba rostlinnych produktl nejen pro potfeby rostouci lidské
populace, ale i pro vykrm hospodarskych zvifat a dribeze. Tato situace opét vyvolava tlak na
zefektivnéni chovu hospodaiskych zvifat (konverze krmiv, odolnost vici chorobam,
zintenzivnéni rlstu). Neméné dullezité moznosti nabizi produkce transgennich zvifat pro

védu a humanni medicinu. (Jaroslav, 2003; Collares et all., 2005)

16



Z téchto potfeb vyplyva zaméfeni na intenzitu ristu, odolnost proti chorobam, zménu
kvality Zivo€iSnych produktll, produkci transgennich zvifat pro xenotransplantace, produkci

IéCiv pro humanni medicinu a produkci novych surovin.

7.1 Odolnost proti chorobam

Odolnost vuci chorobam muaze vyznamné ovlivnit efektivitu Zivocisné produkce.
Zvlasté ziejmé to je u chorob, které mohou mit charakter panzoocie (slintavka, kulhavka,
praseci mor) nebo jsou pfenosné na Clovéka. Pomoci metody SMGT je mozny pfenos genu
navozujicich odolnost k chorobam a nepfiznivym vlivim vnéjSiho prostfedi. Pfikladem
takového genu je mySi gen Mx1, jehoz proteinovy produkt se akumuluje v jadfe a na urovni
primarni transkripce zabranuje replikaci viru chfipky, ktery jsou vyznamnym patogenem
prasat nebo dribeze. Poznani dalSich podobnych genu je v pocatcich. (Stranden et all.,
1993; Jaroslav, 2003; Collares et all., 2005)

7.2 Xenotransplantace

V souCasné dobé je limitujicim faktorem pro transplantace lidskych organu
nedostatek vhodnych organd. Moznost transplantaci zvifecich tkani a organd
(xenotransplantace) by proto mohla zachranit Zivot, zdravi a plnohodnotny Zivot mnoha lidem.
Clovék ma ale rozdilnou stavbu organti danou napfiklad biopednim pohybem, ktery vede
k jinému zatizeni organu. Nejvétsi problém navic spociva v tom, Ze lidsky imunitni systém
zvitfeci organy odmita. Obecné plati, Ze uspé3snost xenotransplantace je nepfimo umérna
fylogenetické vzdalenosti mezi biologickym druhem pfijemce a druhem, k némuz patfi darce
organu. Organy pfislusnikd dvou riznych fadu (v Uvahu pro ¢lovéka pfichazi diky podobné
morfologii a uspofadani organt hlavné prase) jsou po transplantaci odmitnuty béhem
nékolika minut tzv. hyperakutni rejekci. Na vysledném stavu se podileji jak imunologické tak i
neimunologické faktory. V organismu pfijemce (Clovéka a dalSich primatl) se totiz pfirozené
vyskytuji protilatky proti glykoproteinim a glykolipidim, pfedevSim proti jejich alfa-1,3-
galaktosylovym skupinam, a tyto protilatky jsou zapojeny do reakce proti xenotranpslantatu.
Vyslednym efektem je aktivace komplementu a nasledné poSkozeni membran bunék
endotelu v cévach, které zasobuiji krvi transplantovany organ (Onions et all., 2000; Jaroslav,
2003) Tuto ultrarychlou reakci odhojeni nelze zatim zvladnout potlacenim funkce imunitniho
systému. Pfitomnost lidskych povrchovych antigend na xenotransplantatu by ale dokazala
reakci vyznamné redukovat. (Jaroslav, 2003)

Za slibné jsou povaZovany pfedevsim hDAF (human decay accelerating factor), gen
pro DAF protein; hMCP (tzv. human membrane cofactor protein), gen pro MCP protein; a

lidsky gen pro CD59. (Lavitrano et all., 2002; Jaroslav, 2003) Praseci srdce nesouci na
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povrchu bunék antigen DAF vydrzi 4hodinovy prutok lidské krve bez zjevného poskozeni.
Ziskani hDAF transgennich prasat bylo testovano s uspésnosti 57% transgennich prasat pfi
pouziti SMGT, coz je vyrazné vyssi vytéZek nez pfi pouziti metody mikroinjekce. Makrofagy
hDAF prasat pfitom byly rezistentni k pasobeni lidskych protilatek a komplementu, na rozdil
od makrofagl netransgennich prasat, které byly lyzovany do 30 minut. (Lavitrano et all.,
2002)

Vyznamnou prekazkou pro testy téchto organu ale predstavuje objev prasecich
endogennich retrovirll (PERV), které by mohly za urcitych podminek infikovat lidské buriky.
Byly analyzovany lidské buriky endotelu, vaskularni fibroblasty, burfiky mezangia,
hematopoetické kmenové bunky a buriky kostni dfené. Vysledkem analyzy bylo, Ze PERV
mohou byt produktivni hlavné v burikach endotelu, vaskularnich fibroblastech a v burnikach

mezangia. (Martin et all., 2005)

7.3 Produkce léciv

Humanni medicina zna nékolik desitek dédicnych chorob vznikajicich narusenim
genu, ktery pak produkuje defektni protein (napf. degenerace Langerhansovych ostravki
slinivky, které by produkovaly insulin, coZ vede ke vzniku cukrovky). Lé¢ba téchto chorob je
mozna podavanim plnohodnotného proteinu ndhradou za chybéjici nebo poskozeny. Zvifeci
proteiny mohou mit sice pozadovany ucinek, ale mohou vyvolavat u nékterych jedincl
alergické reakce. Lidské bilkoviny ziskavané napfiklad z krve darcu jsou velice drahé a navic
tu je i riziko pfenosu nékterych chorob (pfed zavedenim testl na virus HIV bylo mnoho
hemofilikd nakazeno kontaminovanymi preparaty, pfed poznanim prionovych chorob doslo k
prenosu Creuzfeldt Jakobovy choroby pfi 1é¢bé poruch rustu ristovym hormonem
ziskavanym z hypofyz zemrelych lidi).

Transgenni hospodarska zvifata mohou produkovat lidské proteiny mnohem levnéji.
Strukturni gen pro zadany protein mize byt spojen s regulaéni sekvenci genl kddujicich
pfirozené proteiny zvifete, napfiklad mléénou bilkovinu. Lidsky protein je pak uvolfiovan do
mléka transgenniho savce a odtud Ize bilkoviny celkem snadno ziskat. Posttranslacni
modifikace, jako sestfih a glykosylace, nejsou vzdy zcela bezchybné, prabéh zavisi i na typu
tkané. Produkce bilkoviny je ale fadové tisickrat levnéjsi nez v pfipadé produkce pomoci
geneticky modifikovanych prokaryotnich nebo eukaryotnich bunék. Pro tyto Gcely je vhodny
nejen skot, ale také ovce a prasata. V sou€asnosti je tento zplsob vyuziti transgennich

(Houdebine, 1995; Colman, 1996; Jaroslav, 2003; Collares et all., 2005)
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7.4 Nové biomaterialy

Na tomto poli se otevira netuSeny prostor pro pouziti transgennich Zzivocicha.
Pfikladem takové vyroby je produkce materidlu BioSteel transgennimi kozami. Do genomu
téchto zvifat byl zabudovan gen pro bilkovinu pavouciho vidkna. Strukturni gen pro bilkovinu
pavouc¢iho vlakna byl spojen s regula¢ni sekvenci pro kozi mlé€nou bilkovinu a tim byla
zajisténa exprese genu v mlécné Zlaze koz a jeho vyluCovani v mléce. Zde se bilkovina
nachazi v rozpusténém stavu a k jejimu vysrazeni dojde snizenim pH. Z takto ziskané
bilkoviny je spfadano vlakno vyuzitelné v mnoha odvétvich lidské ¢innosti. Material v sobé
spojuje nizkou hmotnost s mechanickou odolnosti. Je asi tfikrat odolnéjSi nez kevlarové
vlakno pouzivané na vyrobu neprustfelnych vest. Pfedpoklada se jeho vyuziti pro vojenské
ucely nebo jako konstrukéniho materialu v leteckém primyslu. Vyuziti by mél BioSteel nalézt
i v medicingé, kde by byl vyuzivan jako material pro chirurgické Siti pfi operacich oka nebo
mozku. Kromé velké pevnosti je jeho obrovskou vyhodou to, Ze jeho pfitomnost dobfe snasi

lidsky organismus a vlakno je po urcité dobé beze zbytku vstfebano. (Da Silva et all., 2003)

8. Zaveér

Metoda transgeneze pomoci spermiového pfenosu je zkoumana od roku 1989 jako
experimentalni metoda produkce transgennich zivoc€ichl. Od té doby byla &astecné
rozlusténa jeji molekularni podstata a prubéh. Bylo objeveno nékolik moznych modifikaci,
zjednodu$eni a zefektivnéni této metody, jako je napfiklad pouziti liposomu, TMGT, pouziti
monoklonalni protilatky (LB-SMGT) nebo transgenICSI. SMGT je velmi slibna metoda pro
budouci produkci transgennich zivocichl jak za u¢elem humanni mediciny nebo primyslu,
tak za ucelem védeckych vyzkumu. Presto zde vSak stale je nékolik nevyfeSenych otazek.

Za stézejni povaZzuji nalezeni odpovédi predevsim na tyto otazky:

o Jaké jsou kritické faktory, pfi kterych selhavaji pfirozené bariéry obrany
spermie proti nezadouci mutagenezi pfijetim molekul exogennich
nukleovych kyselin?

o0 Jak téchto kritickych faktord dosahnout a cilené vyuzit a jak jim naopak
spolehlivé zamezit?

0 Za jakych podminek dojde skute¢né k rekombinaci exogenni DNA do
chromatinu spermie?

o0 Jak spolehlivé zajistit rozSifeni transgenu do potomstva?

o0 Jak spolehlivé regulovat fenotypovy projev transgenu?

Na takové a podobné otazky by mél dalsi vyzkum hledat odpovédi. SMGT se stane

pouzitelnou metodou az tehdy, bude-li dobfe prozkoumana a objasnéna, bude-li
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pfedvidatelna a spolehliva. Zda se, Ze lze dosahnout vysokych vytéZzk( transgennich
zivoCichlli s pomérné malymi naklady, zatim vSak diky neznalosti nékterych procest a
podminek narazime misty na naprosty neuspéch. V&fim vsak, Ze dalSi vyzkum pfinese nové
informace, které budou pfinosem nejen pro realné pouziti SMGT v praxi, ale pro molekularni

a vyvojovou biologii jako takovou.
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