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1. Uvod

Schopnosti spermie internalizovat exogenni DNA (RNA) a ptenéset ji béhem oplozeni
na potomstvo se vyuziva v spermii-zprostiedkovaném genovém pienosu (SMGT — sperm
mediated gene transfer). Jedna se o metodu, ktera by v budoucnu mohla umoznit hromadnou
produkci transgennich zvifat, nendrocnou na vybaveni, specidlni podminky ani financni
prostiedky ve srovnani s bézné uzivanou mikroinjekci exogenni DNA do samciho prvojadra
oplozeného oocytu, jejiz uspésnost se pohybuje mezi 1 — 8 %. Nicméné¢ osud exogennich
sekvenci pfenaSenych spermii neni dosud pfesné predpovéditelny, v nékterych piipadech je
cizorodd DNA integrovana, jindy ke stabilni modifikaci genomu nedochéazi. Jednim
z kritickych krokii celého procesu je vazba exogenni DNA spermii, ktera miize ovlivilovat
i dalsi osud exogennich sekvenci. Ackoli v pfirodé existuji bariéry branici tomuto procesu, je
nepravdépodobné, ze budou absolutné neporusitelné. Genom sexualné se reprodukujicich
zvifat mize byt vystaven zméndm, plynoucich z interakce s exogennimi DNA sekvencemi
nesenymi spermii, které mohou mit evoluéni vyznam (Smith, 2002). Tento krok je ovliviiovan
fadou faktord, jejichz charakterizace a pochopeni umoziujici jejich experimentalni kontrolu,
by vedly k optimalizaci protokoli SMGT a k stabilnim vytézkliim transgennich potomk,
stejn¢ jako k provedeni nezbytnych opatieni branicich riziku pfenosu exogenni DNA pii
lidské asistované reprodukci. Zkoumanim téchto faktorli se zabyvala fada studii. Pokus

o jejich shrnuti je obsahem této prace.



2. Spermii-zprostredkovany genovy prenos (SMGT)

Jedna se o metodu vyuzivajici schopnosti spermii vadzat a internalizovat exogenni
DNA a pienaSet ji béhem oplozeni na potomstvo (Arezzo, 1989, Lavitrano et al., 1989).
K vazbé exogenni DNA mulze dochazet prostou inkubaci spermii zbavenych semenné
tekutiny s exogenni DNA (Brackett et al., 1971, Lavitrano et al., 1992, Zani et al., 1995) nebo
tato schopnost miize byt posilena elektroporaci (Gagne et al., 1991, Horan et al., 1992) ¢i
uzitim liposoma (Bachiller et al., 1991, Rottmann et al., 1992). Spermie nesouci exogenni
DNA jsou poté uzity k oplozeni oocytil, k némuz muaze dojit inseminaci (Al) (Brackett et al.,
1971), in vitro fertilizaci (IVF) (Arezzo, 1989, Lavitrano et al, 1989) ¢i
intracytoplasmatickou injekci spermie (ICSI) (Chan et al., 2000). K oplozeni pftirozenou
cestou muze dojit v piipade€, ze spermie byly transfekovany in vivo po injekci exogenni DNA
do semenotvornych tubulii varlat samcl pii testes-zprostiedkovaném genovém pirenosu
(TMGT - testis-mediated gene transfer) (Yonezawa et al., 2001, Celebi et al., 2002).

Byla provedena fada experimentd sin vitro vazbou exogennich DNA konstrukth
spermiemi ruznych zivoCisSnych druhti zahrnujicich zéstupce hmyzu, mékkysta, ryb,
obojzivelnikl, ptakdt 1 savcld. V nékterych piipadech byl konstrukt spermii pouze
internalizovan (Atkinson et al., 1991, Camaioni et al., 1992), jindy doslo k pfenosu do embryi
(Brackett et al., 1971) a v nékterych ptipadech byla produkovana Zivotaschopna FO zvitata,
ktera obsahovala exogenni DNA sekvence integrované do genomu ¢i v extrachromosomalni
podobé. Byly popsany 1 piipady prenosu na F1 potomky a dal$i generace (Lavitrano et al.,
1989).

Schopnost vazby exogenni DNA byla pozorovana kromé mySich (Lavitrano et al.,
1989) a krali¢ich spermii (Brackett et al., 1971) u spermii jezovky (Arezzo, 1989), kanc¢ich
spermii (Horan et al., 1991), by¢ich spermii a spermii Lucilia cuprina a Apis mellifera
(Atkinson et al., 1991), spermii Cyprinus carpio, Clarias gariepinus a Oreochromis niloticus
(Muller et al., 1992), lidskych spermii (Camaioni et al., 1992), kohoutich spermii (Rottmann
et al., 1992), spermii Danio rerio (Patil and Khoo, 1996), spermii Xenopus laevis (Habrova et
al., 1996), spermii usné (Tsai et al., 1997), spermii zlatého kiecka (Fernandez et al., 1999),
spermii Bombyx mori (Shamila and Mathavan, 2000), spermii Macaca mullata (Chan et al.,
2000), lososich spermii (Sin et al., 2000) a dalsich.



3. Prvni experimentalni dikazy schopnosti spermie vazat
exogenni DNA

Prvni dikaz o schopnosti sav¢i spermie inkorporovat heterologni genom a nasledné ho
pienést do vajicka béhem oplozeni pochazi z roku 1971. Brackett et al. (1971) objevili, ze
krali¢i spermie zbavené semenné tekutiny maji schopnost adsorbovat opi¢i virus SV 40
(simian virus). Podle vysledkd autoradiografie spermii vystavenych SV 40 zna¢eného °H
thymidinem, které prokéazaly absenci radioaktivniho materidlu uvnitf spermie, nedochéazelo
k ptenosu SV 40 pies membranu. V dal$im experimentu byl ale radioaktivni material nalezen
v postakrozomalni oblasti hlavicky spermie u vétSiny z 30 — 35 % spermii, které radioaktivni
material obsahovaly. Po fuzi spermii vystavenych SV 40 DNA sbuikami CV 1 linie
ledvinnych bunék afrického kockodana byl izolovan infekéni SV 40, stejné jako po kultivaci
CV 1 bunék s oplozenymi vajicky ziskanymi déloznim oplozenim samic kraliki spermiemi
infikovanymi SV 40 DNA. Buiky vystavené neoplozenym vaji¢kiim, zonae pellucidae ¢i
polarnim téliskim z neoplozenych vaji¢ek nevykazovaly cytopaticky efekt (Brackett et al.,
1971). Tato prace zistala témér 20 let prakticky nepov§imnuta.

Dalsi zpravy o schopnosti spermie vazat a prenaset exogenni DNA se objevuji az
vroce 1989, kdy Arezzo (1989) prokazuje tuto schopnost u spermii jezovky a nezdvisle
Lavitrano et al. (1989) u mysich spermii. Bylo pozorovano, Ze zralé mys$i epididymalni
spermie inkubované s klonovanou DNA v izotonickém pufru vychytdvaji DNA molekuly
béhem 15 minut. Spermie inkubované s pSV2 CAT plasmidem v cirkularni nebo linearni
formé byly uZzity k oplozeni mySich vaji¢ek in vitro. Pfiblizn€ u 30 % z 200 potomki byly
Southern blot analyzou identifikovany komplementarni sekvence k pSV2 CAT. Z DNA
pozitivnich mysi, jez byly transfekovany linedrnim plasmidem, byla konstruovana genomova
knihovna. Byly identifikovany tfi pozitivni klony a dva sousedici Hinc II restrikéni fragmenty
240 a 370 bp odhalily identické sekvence odpovidajici fragmentim plasmidu pSV2 CAT.
O pfenosu DNA na F1 generaci svédcila genovéa exprese chloramfenykolacetyltransferazy
(CAT), ktera byla detekovana v tkanich dospélych F1 jedinci, predevsim v ocasech a svalech.
Z téchto vysledka vyplyva, Ze spermie muze byt vyuzita jako vektor cizorodé DNA pii
produkci transgennich mysi (Lavitrano et al., 1989).

Toto zjisténi se stalo pfedmétem dal§iho zkoumdani. Zahy vyvstal problém obtizné
reprodukovatelnosti téchto vysledki. Pokus o zopakovani experimentu provedeného

Lavitrano et al. (1989) v jiné laboratofi se nezdatfil. Mezi 1300 testovanymi zvifaty nebyla



nalezena zadnd transgenni mys (Brinster et al., 1989). Navzdory zpochybiiovani tohoto
pristupu a jeho vysledki, byly provedeny dalSi experimenty pokousejici se identifikovat
faktory ovliviiuyjici vazbu exogennich DNA molekul spermii. Tyto prace prokazaly, Ze tento
d¢j je nendhodny, vysoce regulovany, zprostiedkovany specifickymi molekulami a probiha
u spermii mnoha zivocisnych druhd. Pokus provedeny Lavitrano et al. (1989) se podaftilo
zopakovat vroce 1998. Bylo prokazano, ze inkorporace DNA do hlavicky spermie je
skutecné mozna. Frekvence inkorporace byla uniformni (90 %), podil trangennich zarodki

byl vSak velmi variabilni (Maione et al., 1998).

4. Vazba DNA molekul

K vazbé exogennich DNA molekul spermiemi mutze dochazet nckolika zpisoby.
Pivodnim a nejjednoduss$im zpisobem je inkubace spermii zbavenych semenné tekutiny a
suspendovanych ve vhodném médiu s ptislusnou DNA (virova, plasmidové apod.). Vazba je
zprostfedkovéana specifickymi proteiny, které se podili nejen na vazbé, ale i internalizaci
exogenni DNA do jadra (viz dale). Z divodu zvySeni efektivity vazby exogenni DNA se
zejména u nékterych druhii pouziva elektroporace, at’ uz spermii suspendovanych v roztoku
s cizorodou DNA in vitro, nebo elektroporace in vivo v kombinaci s injekci DNA do
semenotvornych tubulti. Dal§i moznosti zvySeni efektivity vazby DNA je uziti liposomil,
které mize byt také spojeno s testes-zprostiedkovanym genovym pienosem (TMGT). Jedna
se o variantu spermii-zprostiedkovaného genového pienosu (SMGT), kdy je DNA v podobé¢
nechranénych molekul ¢i uzaviena v liposomech vpravena piimo do semenotvornych tubult
varlat samci, interaguje se spermiemi in vivo a muze byt pfenesena béhem oplozeni, které

probiha ptirozenou cestou nebo inseminaci.

4.1 Inkubace spermii s DNA

Jiz prvni Brackettiv experiment prokazal, Zze vazba exogenni DNA nastava
v subakrosomalnim segmentu hlavicky spermie, jak bylo pozdéji potvrzeno dal§imi (Brackett
et al.,, 1971, Lavitrano et al., 1992, Camaioni et al., 1992). Schopnost vychytavat exogenni
DNA je omezena pouze na zivé spermie (Cabrera et al., 1997, Anzar and Buhr, 2005).
Interakce spermie s exogennimi molekulami je iontova, reversibilni, nezavisla na sekvenci a
krom¢ DNA se tyka i dalSich negativné nabitych makromolekul (Lavitrano et al., 1992).

Pokus o identifikaci specifické sekvence usnadiiujici nebo inhibujici vazbu nebyl uspésny



(Cabrera et al., 1997). Podaftilo se urcit, ze vazba je zprostiedkovana tiidou spermiovych
proteina o velikosti 30 — 35 kDa. Bylo zjisténo, ze pouze epididymalni a ejakulované spermie
zbavené veskeré semenné tekutiny v postupnych promyvacich krocich jsou schopné navazat
cizorodou DNA (Lavitrano et al., 1992, Zani et al., 1995). Nezral¢ spermie vazby cizorodé
DNA schopné nejsou. Byly zjistény rozdily v expresi povrchovych proteini u zralych a
nezralych spermii (Carballada a Esponda, 2001). Semenna tekutina silné brani vazbé
exogenni DNA (Lavitrano et al., 1992). Byl identifikovan inhibi¢ni protein IF-1, nachazejici
se vsemenné tekutiné savcl a na povrchu spermii druhli, u nichZz se semennd tekutina
nevyskytuje (napf. jeZzovka). Podafilo se ziskat hruby extrakt IF-1 ze spermii jezovky,
castecn¢ ho purifikovat a funkéné charakterizovat jako glykoprotein, jehoz inhibi¢ni u¢innost
je spojena s polysacharidovou komponentou. IF-1 se selektivné vaze na subakrosomalni
segment spermie, tj. stejny bunécny kompartment, ktery je cilem vazby exogenni DNA (Zani
et al.,, 1995). Tento fakt naznacuje, ze IF-1 hraje v pfirodé¢ vyznamnou roli jako bariéra a
ochrana spermii pfed vstupem cizorodych molekul a ndhodnou transfekci cizorodou DNA,
ktera by mohla byt pfitomna v genitalnim traktu z bakteridlnich ¢i virovych zdrojit a mohla by
ohrozit integritu spermie a genetickou identitu potomstva (Camaioni et al., 1992). Mezi IF-1 a
DNA je vysoka reciproka afinita, kompeticni experimenty ukazaly, ze IF-1 je schopen
odstranit DNA z nukleoproteinového komplexu sloZzeného mezi 30 — 35 kDa tfidou proteind a

DNA (Zani et al., 1995).

4.1.1 DNA vazebné proteiny spermie (DBP) a inhibi¢ni faktor IF-1

Pti identifikaci molekuldrni podstaty spontannich interakci exogenni plasmidové DNA
s epididymalnimi spermiemi bylo zjiSténo, Zze exogenni DNA je navézana po 15 — 20
minutach, specificky lokalizovana na hlavi¢ce spermie, vazba je reversibilni, DNA mutze byt
kompeti¢n¢ vytlatena nadbytkem studené¢ho kompetitoru DNA nebo jinych polyanionta
(heparin, dextran sulfat), naproti tomu poly-L-lysin (polykation) napoméha vychytavani.
Velké DNA molekuly (7 kbp) jsou ve srovnani s mensimi (150 — 750 bp) navéazany
prednostné. Dochazi i1 k vazbé kyselych proteind, které jsou soustied’ovany ve stejné oblasti
spermie jako navdazana DNA (Lavitrano et al., 1992).

Autoradiografickou analyzou bylo stanoveno, ze spermie rtiznych sav¢ich druht (mys,
kanec, byk, clovek) vystavené radioaktivné znacené plasmidové DNA (pSV2 CAT plasmid) ji
mohou vézat ve specifické oblasti hlavicky spermie (ekvatoridlni segment a postakrosomalni

oblast) s rychlou kinetikou asociace (maxima bylo dosazeno mezi 20 — 40 minutami).



Procento znaceni (s vyjimkou lidskych spermii) bylo 39 — 78 %. Signal byl detekovan na
povrchu a uvnitt jadra spermie (Camaioni et al., 1992).

South western analyzou extraktu proteinii hlavicky spermie byly identifikovany 3
hlavni tfidy DNA vazebnych proteinti: 1. tfida o molekulové hmotnosti okolo 50 kDa, 2. tfida
30 — 35 kDa a 3. tfida do 20 kDa, ktera pravdépodobné obsahuje protaminy. Pouze 2. tfida
obsahuje proteiny, které jsou v intaktni spermii pfistupné pro exogenni DNA, zaroven ze
srovnani mySich epididymalnich spermii s ejakulovanymi (dobytek, prase, clovek) je jedina
pfitomna u riznych zivocisnych druht. Purifikované 30 — 35 kDa proteiny interaguji in vitro
s exogenni DNA za vzniku samostatnych protein/DNA komplexi. V ptitomnosti inhibi¢niho
faktoru IF-1 identifikovan¢ho v semenné tekutin€ savcl a ve spermiich jezovky ztraci 30 — 35
kDa proteiny schopnost védzat cizorodou DNA. Inhibi¢ni aktivita je asociovadna se silng
glykosilovanym proteinem (37 kDa v glykosilované formé¢). Inhibi¢ni efekt IF-1 na
vychytavani DNA mysimi spermiemi byl vizualizovan autoradiografii. Alikvoty 10° mysich
spermii byly inkubovany se vzriistajicim mnozstvim IF-1 preparatu z jezovky po 30 minut a
nasledn¢ smichany s koncové znacenou plasmidovou DNA a inkubovéany dalSich 30 minut.
Preinkubace s IF-1 totalné zrusila vazbu exogenni DNA ve srovnani s kontrolnimi spermiemi
inkubovanymi jen s koncové zna¢enou DNA. Kontrolni experimenty ukdzaly, Ze s IF-1 neni
spojena zadnd protedzova aktivita a faktor sam neni toxicky pro spermie.U jezovky lze
inhibi¢ni aktivitu odstranit mirnym hypotonickym Sokem v zfedéné moiské vodé. Po
pusobeni N-glykosilazy ztraci IF-1 95 % inhibi¢ni aktivity. Z toho vyplyva, Ze IF-1 je
biologicky aktivni pouze v glykosilované formé (Zani et al., 1995).

Dalsi experimenty prokazaly, ze zralé spermie ziskané z cauda epididymis jsou na
rozdil od spermii nezralych schopné inkorporovat cizorodou DNA v pufru obsahujicim pouze
sole a vapnik. Tento jev je nejspiS§ zplisoben nedostatkem funkénich receptori v membrané
spermie. Jakmile je tato membrana poruSena sonikaci, DNA je detekovana v postakrozomalni
oblasti jadra spermie se stejnou distribuci jako u spermie zralé. Poruseni membrany zralych
spermii sonikaci neovlivnilo ani distribuci exogenni DNA ani procento znaceni. Pozorovani
zralych sonikovanych spermii v elektronovém mikroskopu ukdzalo, Ze vétSina hlavicek
postradala akrozéom, coz prokazuje, Ze absence vazby DNA v anteriorni oblasti neni
tekutiny, které by mohly mit inhibi¢ni u€inek na vazbu DNA. Jedna se o kalcium-dependentni
DNazu pfitomnou v tekutiné semenné¢ho vacku a nékolik DNA vazebnych proteinl

sekretovanych ventralni prostatou. Po ptidani EDTA v koncentraci vyssi nez 50 mM nedoslo



k uplnému potlaceni DNazové aktivity, coz naznacuje ptfitomnost dalSich DNaz, jejichz
aktivita neni regulovana dvojmocnymi kationty (Carballada a Esponda, 2001).

Vazba DNA ke spermii mize byt zprosttedkovédna pomoci linkerového proteinu.
Monoklonalni protilatka (mAb C) reaguje s povrchovymi antigeny vSech testovanych druht
(prase, mys, kute, krava, koza, ovce, ¢lovek). Jedna se o bazicky protein , ktery vaze exogenni
DNA diky iontovym interakcim, coz dovoluje specifické spojeni spermie/DNA. Populace

spermii, kterd povrchovy protein neexprimuje, s mAb C neinteraguje (Chang et al., 2002).

4.1.2 Role MHC pfi vazbé exogenni DNA
Wu et al. (1990) objevili dikaz exprese MHC molekul II. tfidy na mySich spermiich.

Bylo zjisténo, ze vazba cizorodé DNA byla zprostfedkovana komplexni strukturou MHC
molekul II. tfidy lokalizovanych v posteriorni oblasti hlavicky spermie. Tato vazebna aktivita
byla zavisla na Case, teploté a Zivotaschopnosti. Kompletni inhibice bylo dosazeno inkubaci
spermii s myS$im anti lak sérem. Normalni my$i sérum inhibi¢ni efekt nemélo. Scatchard
analyza této vazebné aktivity také ukazala jediny typ receptori na spermatickych buiikéach.
Tyto vysledky byly pfimo potvrzeny morfologicky, pouzitim autoradiografie spermie
s navazanou cizorodou DNA (Wu et al., 1990).

Naproti tomu se nepodafilo detekovat expresi MHC molekul II. tfidy na hlavicce
mysich epididymalnich spermii uzitim monoklonalnich protilatek . Nicméné spermie MHC II
knockout mysi maji o 50 % redukovanou schopnost vazat exogenni DNA ve srovndni se
spermiemi divokého typu. Navzdory klesajici efektivit¢ vazby DNA spermiemi, pomeér
internalizace cizorodé DNA do jadra u MHC II knockout mysi byl porovnatelny s pomérem
u zvitat divokého typu (18 — 20 % celkové vazby). Vysledky naznacuji, ze vazba exogenni
DNA je spojena sexpresi MHC molekul II. tfidy. Ackoli MHC molekuly II. tfidy
pravdépodobné nejsou pritomny na membrané zralych spermii, zda se, ze jejich exprese je
vyzadovana béhem spermatogeneze k produkci spermii schopnych véazat cizorodou DNA

(Lavitrano et al., 1997).



5. Internalizace cizorodé DNA do jadra spermie

Do jéadra spermie je internalizovano konstantni mnozstvi DNA, a to 15 — 22 %. Podil
DNA internalizované do jadra byl stanoven s vyuzitim koncové znacené plasmidové DNA na
izolovanych jadrech. Autoradiografickd analyza ukazala, ze propustnost jadra pro exogenni
DNA je roz§itenym jevem zahrnujicim vétSinu jader spermii. Cizorodd DNA inkubovana se
spermiemi po riizné¢ dlouhou dobu byla nalezena v 45 % (10 minut) — 60 % (2 hodiny) jader
spermii. Ultrastrukturdlni autoradiografie tenkych fezli mySimi nadvarlaty a bycich
ejakulovanych promytych spermii ukazala, ze exogenni DNA je internalizovdna do jadra a
integrovana do chromatinu spermie (Francolini et al., 1993).

Internalizace  DNA do jadra byla rovnéz dokdzana konfokalni mikroskopii
v lipofekovanych mysich spermiich (Bachiller et al., 1991) a autoradiografii v bycich
spermiich (Atkinson et al., 1991). Ultrastrukturalni in situ hybridizace tenkych fezl spermii
Danio rerio prokazala internalizaci exogenni DNA do jadra a posileni této internalizace

elektroporaci (Patil and Khoo, 1996).

5.1 Role CD 4 molekul pri internalizaci DNA do jadra

Spermie CD 4 konckout mysi jsou plné schopné vazat exogenni DNA, postradaji ale
schopnost ji internalizovat do jadra. Inkubace spermii divokého typu s monoklonalnimi anti-
CD 4 protilatkami také zabranila jaderné internalizaci exogenni DNA. Podil internalizované
DNA byl redukovan na 3 % oproti 18 % u kontrolnich jader. Inkubace s anti-CD 8 a anti-
CD 3 monoklonalnimi protildtkami neméla vliv na podil internalizované DNA. Internalizace
navazané DNA nastava béhem minut od vazby a je zprostiedkovana CD 4 molekulami
pritomnymi na plasmatické membrané hlavicky spermie, a to v subakrosomalni oblasti, kde
byly detekovany imunofluorescenéni i Western blot analyzou (Lavitrano et al., 1997).

Existuje  hypoteticky = model internalizace  exogenni = DNA.  Formace
nukleoproteinovych komplexi DNA/DBP (DNA vazebny protein) spousti CD 4
zprostiedkovanou internalizaci exogenni DNA. Komplex DNA/DBP/CD 4 pronika hluboko
do jadra skrz jaderny por, dosdhne jaderné matrix, kde je exogenni DNA disociovana
z DBP/CD 4 komplexu a dostava se do tésné¢ho kontaktu s chromosomalni DNA spermie. Zda
je komplex DBP/CD 4 recyklovan na membranu mize byt pouze spekulovano (Spadafora,

1998).



5.2 Aktivace endogennich nukleaz

Interakce spermie s exogenni DNA aktivuje endogenni nukledzy jako odpovéd’ na
internalizaci exogenni DNA spermii. Jejich aktivita vzristad se stoupajici koncentraci DNA.
Plasmidové molekuly izolované z jadra spermii inkubovanych s nizkou davkou DNA (1 — 10
ng/10° spermii) ziistavaji intaktni. V p¥ipadech, kdy spermie byly inkubovany s vy$§im
mnozstvim DNA (100 — 500 ng/10° spermii), DNA byla t&Zce degradovana a vykazovala
vzorce hypersenzitivnich mist. Nukledzova aktivita je G¢inna v epididymalnich spermiich.
V ejakulovanych a promytych spermiich je naproti tomu velmi snizena, kdy ke spusténi
dochazi az pii inkubaci s vysokym mnozstvim DNA (500 ng/10° spermii). Nukleazy jsou
Ca®" dependentni, jsou inhibovany preinkubaci s kyselinou aurintrikarboxylovou a aktvovany
Ca®" ionoforem A 23187. Tyto slo&eniny také inhibuji nebo aktivuji apoptézu v somatickych
bunikdch. Southern blot analyza ukéazala, ze internalizovanda DNA je endonukledzami
rozStipana specificky a také odhalila typické fragmentatni zékonitosti lokalizované
hypersenzitivity. Navic aktivace nukledz zplsobila také c¢astecnou degradaci endogenni
chromosomalni DNA spermie. Rozstipané DNA fragmenty jsou ze spermie uvolnény do
média. Tyto informace naznacuji, Ze v jaddfe maturované spermie je po interakci s exogenni
DNA spustén metabolicky aktivni proces podobny apoptoze, jehoz vysledkem je smrt buiiky
(Maione et al., 1997).

Rozdilna reaktivita endogennich nukledz epididymalnich a ejakulovanych spermii
muze byt jednou z pfi¢in rozdilného stupné reproducibility u SMGT pokusi u rtznych
zivocisSnych druhti. Vysledkem nizs§i reaktivity ejakulovanych spermii je vyssi stabilita
internalizované exogenni DNA, 1 vy$§i pfezivani spermii, které exogenni DNA nesou.
Stabilizujici efekt mlize byt disledkem puasobeni nékteré komponenty pfitomné v semenné
ziskat pouze spermie epididymalni (napf. mys), ve srovnani s druhy, kde jsou k dispozici
spermie ejakulované (napf. prase, skot). Tim, ze u epididymalnich spermii dochazi k aktivaci
endogennich nukledz a degradaci exogenni DNA, ustavuje se negativni selekce, ktera pisobi

prednostné proti spermiim nesoucim exogenni DNA (Spadafora, 1998).

5.2.1 Charakterizace DNA oblasti hypersenzitivnich k nukleazam
Byly izolovany, klonovany a charakterizovany oblasti chromatinu hypersenzitivni
k nukleazam. Gelova elektroforéza uvolnénych, koncové znacenych, fragmentiit DNA ukazala

typickou nukleozomalni distribuci. Imunofluorescencni vizualizace odhalila, Ze nukleohistony

10



jsou v jadru spermie distribuovany periferné. Bylo zjisténo, Ze uvolnéna DNA je obohacena
retrotranspoznovou DNA riznych rodin. Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) a
imunofluorescenéni analyza ukdazaly, Ze retrotranspozonovda DNA a nukleohistonovy
chromatin kolokalizuji a v jadru spermie jsou distribuovany periferné. Hlavni satelitni DNA
sonda (uzitd jako kontrola) kolokalizovala s vysoce kondenzovanym chromatinem v centralni
oblasti jadra spermie. S frakci hypersenzitivniho chromatinu byly také uvolnény jaderné
proteiny Ran a RCC 1 (regulator chromozomalni kondenzace), které byly také vizualizovany
na dorzalnim okraji jader spermii. Tyto vysledky naznacuji, ze v mySich spermiich je
pritomna nukleohistonova frakce chromatinu s typickymi rysy aktivniho chromatinu
(hypersenzitivni ke S$tépeni nukledzami, obohacend o retrotranspozonovou DNA a
organizovand v nukleozomdlnich doménach). Tato frakce piedstavuje pouze malou c¢ast
genomu spermie (Pittogi et al., 1999). Je pravdépodobné, ze v mistech vyskytu endogenni
retrotenspozi¢ni aktivity mize dochéazet k integraci exogennich DNA molekul (Pittogi et al.,

2000).

6. Integrace cizorodych sekvenci do genomu spermie

Plasmidovda DNA internalizovana do jadra se pevné vaze s jadernym leSenim, dochdzi
k jejim pfestavbam a podstupuje rekombinaci s genomovou DNA spermie (Zoragi and
Spadafora, 1997, Magnano et al., 1998). Exogenni DNA opakovan¢ asociuje se specifickou
oblasti jaderné matrix, tato oblast jadra koreluje s ekvatoridlnim segmentem hlavicky spermie,
coz bylo detekovano fluorescenc¢ni analyzou. S rostouci dobou inkubace vzriistd pocet
znacenych jader (McCarthy and Ward, 2000). Konstrukci DNA knihovny z DNA extrahované
ze spermii inkubovanych s pSV2 CAT DNA bylo ziskdno n¢kolik klont, kde sekvence
plasmidu rekombinovala s mySi chromosomalni DNA. Sekvencni analyza dvou nahodné
vybranych kloni ukéazala, ze DNA fragmenty z plasmidu jsou integrované v genomu mysi
spermie. Mista integrace byla identickd v obou klonech, z toho plyne, Ze se pravdépodobné
nejedna o ndhodny jev, ale integrace se odehrava v preferencnich mistech. S jednim koncem
integra¢niho mista sousedi konsensus sekvence topoizomerazy II, coz naznacuje moznou roli
tohoto enzymu v procesu nehomologni rekombinace (Zoragi and Spadafora, 1997).

Pfitomnost mist rozpoznavanych topoizomerazou.ll ukazuje na moznost vzniku
dvouvlaknovych zlomul. Asociace téchto mist sjadernym leSenim dava tusit, ze veskeré

sekvence obsahujici integracni mista mohou byt asociovany s jadernou matrix (Gasser and

11



Laemmli, 1986, Adachi et al., 1989, Sperry et al., 1989). Dvouvldknové zlomy, stejné jako
tésna asociace s jadernym leSenim typicka pro oblasti DNA vazici jadernou matrix (MARs),
mohou lokalné ménit strukturdlni organizaci chromatinu spermie. Vysledkem mohou byt
mista, ve kterych chromosomalni DNA neni v komplexu s protaminy v tésn¢ sbalenych
smyckovych doménach (Ward, 1993). Tato mista mohou byt pfistupna pro integraci exogenni
DNA. Nehomologni rekombinace mezi témito misty a cizorodymi DNA sekvencemi miize
byt katalizovana enzymatickymi aktivitami asociovanymi s jadrmym leSenim (Spadafora,
1998). Toto domnénky potvrzuje zjisténi, ze frakce chromatinu spermie hypersenzitivni
k nukledzdm je v jadru lokalizovana periferné¢ a piedstavuje pouze malou ¢ast genomu.
Nedoslo u ni k nahrazeni histonii protaminy, je tedy organizovana v nukleozomalnich
doménéch. Je obohacend o retrotranspozonovou DNA a pfistupna pro integraci exogennich

molekul (Pittogi et al., 1999, Pittogi et al., 2000).

6.1 REMI

Restrikénim enzymem zprostifedkovana integrace (REMI - restriction enzyme-
mediated integration) vyuziva lipofekci linearizované¢ho plasmidu a odpovidajici restrikéni
enzym pro integraci do genomové DNA, ktery generuje jednofetézcové kohezni konce.
Linearni DNA s jednotetézcovymi koheznimi konci spolu s pfislusnym restrikénim enzymem
je vpravena do cilovych bunék lipofekci nebo elektroporaci, restrikéni enzym pak rozstépi
genomovou DNA v mistech, které umoziiuji cizorodé DNA diky parujicim koheznim konctim
do genomu integrovat (Kuspa and Loomis, 1992).

Kroll a Amaya (1996) touto metodou pfipravili transgenni embrya Xenopus laevis,
ktera stabilné a nemozaikovité¢ exprimovala klonovany gen. Linearizovana plasmidova DNA
byla introdukovdna do dekondenzovaného jadra spermie in vitro uzitim REMI. Tato jadra
byla transplantovdna do neoplozenych vaji¢ek. Byly ziskany stovky normadlnich diploidnich
embryi, ktera se vyvijela do pokrocilych stadii a exprimovala integrovany plasmid (Kroll and
Amaya, 1996).

Pomoci této techniky se podatilo pripravit i transgenni spermie skotu. Bovinni spermie
byly lipofekovany Not I linearizovanym pEGFP a odpovidajicim restrikénim enzymem.
Spermie byly inkubovany v ptitomnosti **P znaeného pEGFP, promyty a osetfeny DNazou 1,
podil pEGFP zadrZzeného lipofekovanymi spermiemi byl 80 %. DNA spermii byla
extrahovéna a $tépena Eco R1, separovana gelovou elektroforézou a amplifikovana PCR se

specifickymi  GFP primery. Sekvence GFP (green fluorescent protein - zelené¢ho
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fluorescenéniho proteinu) byla nalezena vyhradné v DNA z lipofekovanych spermii
s Mr 1300 — 3000 bp. Toto pozorovani bylo potvrzeno Southern blot analyzou. Tyto
experimenty prokéazaly, Zze touto metodou je mozné do genomové DNA spermie pied

fertilizaci integrovat exogenni DNA v Not I senzitivnich mistech (Shemesh et al., 2000).

7. Optimalizace vazby DNA

U druht, u nichz se uzivaji ejakulované spermie s vyskytem individualnich rozdili
ve schopnosti spermii vazat exogenni DNA, lze stanovit parametry, které by mélo sperma
spliiovat a vybrat tak nejvhodnéjSiho darce, ktery muze slouzit opakované v mnoha
experimentech, na rozdil od darct spermii epididymalnich, kterym lze sperma odebrat pouze
jednou. U bykt nehraje individudlni ptivod spermii vyznamnou roli (Anzar and Buhr, 2005),
na rozdil od prasat. Parametry, které by mélo spliiovat kanci sperma popisuje Lavitrano et al.
(2003). Zakladni parametry se shoduji stémi, jenZ se pouZzivaji pfi hodnoceni kvality
spermatu v konvencnich programech kiizeni zvitat. Jedna se o objem ejakulatu ( vice nez 100
ml), koncentraci spermii (vice nez 1 x 10° spermii/ml), p¥itomnost abnormalnich spermii
(méné nez 20 %), motilitu v ¢ase odbéru (vice nez 70 %) a vysoce progresivni motilitu po
dvou hodinéach. Specifickym parametrem je schopnost spermii vadzat a internalizovat exogenni
DNA. Kvalita spermatu je ovliviitovana mnoha faktory, jako je ro¢ni obdobi (v teplém obdobi
klesd), frekvence odbéru (ne cCastéji nez kazdé cCtyfi dny), plemeno, vék darce a dalsi.
Schopnost vazby DNA koreluje s kvalitou ejakuléatu, zvlasté pokud jde o vysoce progresivni
motilitu spermii po promyvaci proceduie. U kazdého déarce je tfeba provést optimalizaci
podminek vychytavani exogenni DNA (teplota, mnoZzstvi exogenni DNA, koncentrace BSA).
Inkubace pfi teploté 17 — 20 °C byla shleddna nejlepSim kompromisem mezi efektivitou
vazby exogenni DNA a kvalitou spermii po inkubaci, navic doslo ke snizeni nukleazové
aktivity. Dulezitym parametrem pro optimalizaci mnoZstvi exogenni DNA internalizované
spermii je rezistence spermie k vzristajici koncentraci DNA molekul, protoze ptetizeni
spermie vede k poklesu internalizace DNA spermii. Pfetizeni spermie by mohlo vést k jejimu
poskozeni ¢i znevyhodnéni pii fertilizaci ve srovnani s normalnimi spermiemi, artificielni
inseminace muze toto znevyhodnéni dale zesilovat. Stanoveni okamziku ptidani DNA, jeji
mnozstvi i doby inkubace se spermiemi bylo provedeno interakci promytych spermii
s koncoveé znacenou DNA v rtiznych ¢asech po odbéru. Bylo zjisténo, ze idealni doba ptidani

DNA se kryje s ¢asnym stupném kapacitace, coz je priblizn€ 30 minut po promyti spermii, ale
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ne pozdéji nez po 60 minutach. Doba inkubace spermii s DNA b&hem niz dojde k interakci je
2 — 4 hodiny, kapacitace musi po tu dobu probihat normalni rychlosti. Toho Ize dosdhnout
uzitim média bez vapenatych iontl, které zaroven snizuje pravdépodobnost, ze exogenni
DNA bude rozstépena endogennimi nukledzami a dojde ke spuSténi apoptotické reakce

(Lavitrano et al., 2002, Lavitrano et al., 2003).

8. Vazba RNA molekul

Schopnost spermii vdzat exogenni molekuly neni omezena pouze na molekuly DNA.
Protoze interakce DNA vazebnych proteini spermie s exogennimi molekulami ma iontovy
charakter, tykd se i dalSich negativné nabitych makromolekul (Lavitrano et al., 1992).
Spermie mohou tedy vazat RNA stejn¢ jako DNA molekuly. Navic pfitomnost funkéni
reversn¢ transkriptazové aktivity, ktera byla objevena v mySich epididymalnich spermiich
umoziuje prepis exogennich RNA molekul do molekul cDNA, které mohou byt pfenaSeny
béhem oplozeni stejné jako exogenni DNA molekuly internalizované spermii. Mimo to byl na
zaklad¢ predbéznych vysledkii predpoklddan retrotranskripéni krok i u procesu intergrace
exogenni internalizované DNA do genomu spermie (Magnano et al., 1998).

Ptitomnost reversné transkriptazové aktivity v mySich epididymalnich spermiich byla
objevena vroce 2000. Giordano et al. prokdzali, ze spermie inkubované s RNA lidského
polioviru (virus détské obrny) mohou vazat exogenni RNA molekuly a internalizovat je do
jadra. Internalizace RNA do jadra byla potvrzena fluorescen¢ni mikroskopii, molekuly RNA
se preferencné soustied’ovaly v subakrosomalni oblasti hlavicky. Pfima PCR amplifikace
DNA extrahované ze spermii inkubovanych s RNA ukdazala, Zze RNA polioviru je reversné
transkribovana na cDNA fragmenty, které pravdépodobné ziistavaji v jadru v neintegrovaném
stavu. Fragmenty cDNA jsou béhem in vitro fertilizace prendSeny do vajicka. Molekuly
revrsni transkriptazy jsou specificky a stabiln¢€ asociovany s jadernym leSenim spermie, kde
mohou byt vizualizovany elektronovou mikroskopii s vyuzitim imunologicky vazaného zlata
(Giordano et al., 2000).

Sciamanna et al. (2003) dale zkoumali, jakd RNA je vhodnym substratem pro reversni
transkriptdzu ke generovani novych funk¢nich genl.. Spermie byly preinkubovany s RNA
z hybridniho vektoru obsahujiciho murine leukemia virus/virus like 30 S (MLV/VL 30) B-gal
gen (kodujici B-galaktosidazu). Vysledky ukazaly, ze doslo k inkorporaci RNA do spermii.

Béhem in vitro fertilizace doslo k pfenosu do embryi, jez nasledné vykazovala mozaikovou
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propagaci v FO a nasledné v F1 generaci. Proteinova exprese -gal byla detekovana v riznych
tkanich FO (9 z 11 testovanych organti) 1 F1 zvifat. Pfestoze B-gal sekvence neintegrovala do
genomu, z pohledu exprese funkéniho proteinového produktu byla kompetentni. Vysledky
prokézaly, ze spermie muze reversn¢ transkribovat exogenni RNA a generovat transkripéné
kompetentni sekvence, které jsou béhem fertilizace pfendSeny na potomky (Sciamanna et al.,
2003).

Pii dal§$im zkoumdni tohoto mechanismu byly spermie inkubovany s plasmidem
nesoucim retrotranspozi¢ni kazetu pteruSenou intronem v opacné orientaci nez GFP (green
fluorescent protein) gen. Bylo zjisténo, ze ve spermiich vznikd reversné transkribovana
sestfizena EGFP DNA sekvence, ktera je pfenesena do embryi pii in vitro fertilizaci. Mysi,
jez se ztéchto embryi vyvinuly, exprimovaly EGFP v endotelu krevnich kapilar riznych
organi. Sekvence cDNA kodujici EGFP byly v pozitivnich tkdnich detekovany jako
extrachromosomalni mozaikovité roztrousené struktury udrzované v nizkém poctu kopii
(< 1 kopie/genom). Dochéazelo k mozaikovému pienosu téchto struktur z FO na F1 potomstvo.
Vysledkem je zjisténi, Ze ve zralych spermiich je pfitomny mechanismus, ktery umoziuje

transkripci, sestiih a reversni transkripci exogennich RNA molekul (Pittogi et al., 2006).

9. Posileni efektivity inkorporace exogenni DNA

Efektivita inkorporace exogenni DNA muze byt posilena uzitim riznych technik, které
umoziuji pfimy vstup exogennich molekul bez interakce s povrchovymi proteiny nebo

usnadniuji interakci s povrchovymi strukturami.

9.1 Vliv elektroporace

Elektroporace je proces meénici permeabilitu bunééné membrany plsobenim
elektrického pole. Aplikace elektrick¢ého pulsu na bunécnou suspenzi vyvolava polarizaci
membranovych komponent Zzijicich bun€k a vyviji na membrané elektricky potencidl. Kdyz
rozdil potencialli vné€ a uvnitt buiikky dosahne kritické hodnoty, membranové komponenty se
v ohrani¢enych oblastech reorganizuji do poérdt a builka se stdvd permeabilni pro
makromolekuly (Knight, 1981; Knight and Scurtton, 1986). Zména permeability je
pfechodnd, zpusobend elektrickym pulsem, ktery nesmi piesahnout kriticky limit pro

jednotlivé bunky (Tsong, 1983, Serpensu et al., 1985).
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Elektroporace umoziuje zvyseni efektivity inkorporace exogenni DNA spermii, ma
ovSem negativni vliv na motilitu. Spermie skotu byly elektroporovany s vyuzitim Sesti
ruznych kombinaci napéti (500, 1000, 1500 V) a kapacity (1 a 25 pF) v pfitomnosti
plasmidové DNA (pR6H 527). Elektroporované spermie zachytidvaly plasmidovou DNA
s vetsi efektivitou (4,3 — 6,8 %) nez neelektroporované (1 %).U elektroporovanych spermii
zustalo 3,5 — 6,3 % plasmidu vdzano na akrozmalni membranu, u neelektroporovanych to
bylo pouze 0,7 %.Elektrické pole vyznamné neindukovalo akrozomalni reakci. Aplikace
elektrického pole méla ale vyrazny vliv na vyznamné snizeni motility spermii (Gagne et al.,
1991).

Vliv elektroporace na asociaci exogenni DNA s prase¢imi spermiemi byl zkoumén
s uzitim koncové€ znacenych a metodou ndhodnych primerti zna¢enych Hind III lambda DNA
fragmentli. Bylo prokdzano, ze DNA fragmenty po elektroporaci interaguji se spermiemi.
K zjiSténi, zda znaCend DNA se spermiemi asociovala, byly vzorky centrifugovany a
diikladn& promyty. Po péti promyvacich krocich bylo s 1,5 x 10’ ml" pohyblivych spermii
asociovano piiblizng 10° molekul DNA. Pitomnost lambda Hind III fragmenti
v elektroporovanych spermiich byla prokazana gelovou elektroforézou a autoradiografii.
In situ vizualizacni studie s biotin znacenou DNA odhalily, ze piiblizné 75 % pohyblivych
spermii pfenasi DNA véazanou v postakrozomalni oblasti. Intenzita vazby byla ale rozdilna.
Pii autoradiografické analyze s uzitim "H dCTP znalené DNA bylo pozitivnich pfiblizng
70 % spermii. U elektroporovanych vzorku vzrostlo mnoZzstvi DNA vazané spermii
05—10 % (Horan et al., 1992).

Prvni zprava o uspésné aplikaci elektroporace spermii v produkci transgennich ryb
pochazi zroku 1992. Rybi spermie suspendované ve ziedéném citratovém roztoku byly
inkubovany s plasmidovou DNA, pro zvySeni vazby, inkorporace, ptipadné obojiho, byly
nasledné¢ aplikovany pulsy elektrického pole o vysoké intenzité. K hodnoceni genového
prenosu byl testovan tkanovy homogenizat a extrakt genomové DNA z volné plavajiciho
potéru, jenz se vyvinul zvajiCek oplozenych elektroporovanymi spermiemi. Dot blot
hybridizace a analyza genové exprese prokdzala pfitomnost a expresi reportérového genu
vneseného v 2,6 — 4,2 % ptipadi z n€kolika stovek testovanych larev Cyprinus carpio L.,
Clarias glariepinus a Oreochromis niloticus. U potéru vniklého v paralelnim experimentu bez
elektroporace spermii nebyl nalezen zadny pienos genii (Muller et al., 1992). Powers et al.
(1992) v témze roce provadéli experimenty s vyuzitim elektroporace k vneseni cizorodé DNA
nejen do spermii, ale i do vajicek pfed oplozenim, kratce po ném a ve stadiu prvniho

bunééného déleni u Ictalurus punctatus a Cyprinus carpio. Jedince nesouci introdukované cizi
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geny urcovaly PCR a Southern blot analyzou. Elektroporaci byla shledana jako efektivni
metoda pro vnaseni cizorodych genti do rybich gamet a embryi (Powers et al., 1992). Také
Sin et al. (2000) zhodnotili elektroporaci jako metodu, kterd umoZznuje oSetfenym lososim
lososich embryi. Udrzeni a integrita internalizované DNA byla prokazana PCR analyzou (Sin
et al., 2000).

Vliv elektroporace byl studovan i na zastupci bezobratlych Zivo€ichii. U japonské usné
nebyl pozorovan negativni ucinek elektroporace na motilitu spermii. Ta byla
u elektroporovanych spermii v moiské vodé ¢i fyziologickém roztoku motskych bezobratlych
srovnatelna s kontrolni skupinou. Spermie byly po elektroporaci inkubovany s DNazou, aby
byla odstranéna neinternalizovand DNA, genom spermii byl analyzovan PCR analyzou.
Pienos genu byl prokazdn pomoci PCR a Southern blot analyzy, kterd rovnéz prokazala
integraci DNA do genomu. 10° — 107 spermii elektroporovanych pii 10 kV a 27 pulsech na
Sest cykli bylo uzito k oplozeni dvou stovek vajicek. Nebyly zjistény zadné rozdily ve
schopnosti oplozeni u neelektroporovanych spermii a spermii elektroporovanych
v nepfitomnosti cizorodé DNA. U spermii elektroporovanych v pfitomnosti DNA byla
schopnost oplozeni podobna jako u kontrolni skupiny (Tsai et al., 1997). Dalsi experiment
porovnaval vliv napéti uzitého béhem elektroporace na motilitu spermii mfenky a usné.
U spermii mienky motilita postupné klesala, pokud byla amplituda zvySovana nad 8 kV.
Jestlize bylo uZzito 10 kV, spermie byly zcela imobilni. Naproti tomu u spermii u$né k poklesu
motility nedochédzelo pokud byla amplituda zvySovéna od 2 do 10 kV. Bylo zjisténo, Ze
motilita spermii, podil fertilizace, lihnuti, pfenosu genu i abnormalit ziskanych spermii
primarné zavisi na hladin€ napéti a koncentraci DNA béhem elektroporace (Tsai., 2000).

Vliv elektroporace na internalizaci exogenni DNA do jadra byl prokdzan
v experimentu se spermiemi Danio rerio. Zralé spermie byly inkubovany a elektroporovany
v pritomnosti radioaktivné znac¢ené nebo neznacené plasmidové DNA pfii napéti 500, 1000 a
1500 V/ecm. Z podilu radioaktivné znaeného plasmidu zadrzeného spermii bylo zjisténo, ze
nckteré spermie vykazovaly schopnost DNA internalizovat spontdnnég, elektroporace tuto
schopnost posilila 1 — 2x. Vysledkem oplozeni zralych vaji¢ek elektroporovanymi spermiemi
byl ptenos plasmidové DNA na potomky. Frekvence transgennich jedinct vzrustala pfi 500
V/ecm jen omezené, pii 1000 V/em vice nez dvojndsobné a pii uziti 1500 V/em témét
dvojnésobné v porovnani s neelektroporovanymi skupinami. Vzriistajici intenzita pole méla
negativni ucinek na motilitu spermii, pfi vysokém napéti dochazelo k jejich shlukovani.

Autoradiografie elektroporovanych spermii prokéazala, ze plasmidovd DNA byla asociovana
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s vétSinou spermii, ale az ultrastrukturdlni in situ hybridizace umoznila prokazat, ze exogenni
DNA je internalizovéna do jadra a elektroporace tuto internalizaci posiluje. Tyto vysledky
poskytly piimy dikaz, ze nejen sav¢i spermie jsou schopné internalizace exogenni DNA do
jédra (Patil and Khoo, 1996).

Vliv elektroporace spermii na embryonalni vyvoj oocytlii oplozenych témito
spermiemi a na moznost integrace konstruktu byl hodnocen na bovinnich spermiich. Samotny
proces elektroporace embryondlni vyvoj neovlivnil, nicméné oocyty oplozené
elektroporovanymi spermiemi nesoucimi DNA se vyvijely za Sestnécti-bunééné stadium ve
vyznamné niz§ich proporcich (27 a 34 % podle typu konstruktu) ve srovnani s kontrolami bez
DNA (44 %). Uziti elektroporace vyznamné zvySilo internalizaci DNA, stoupl 1 pocet
homolognich rekombinac¢nich udalosti z 3,5 % bez elektroporace na 46,5 % po elektroporaci.
Homologni integrace s jadrem elektroporovanych spermii pied oplozenim detekovana nebyla.
Celkové byl efekt elektroporace spermii s DNA na embryonalni vyvoj zhodnocen jako
negativni, zv1asté byl-1i uzit homologni konstrukt (Reith et al., 2000).

Vliv elektroporace in vivo na zlepSeni inkorporace exogenni DNA je vyuZzivan pii
testes-zprostfedkovaném genovém pienosu (TMGT). Naptiklad Yamazaki el al. (2000)
uzivaji kombinaci DNA injekce do semenotvornych tubuli a nasledné lokalni elektroporace
in vivo jako efektivni a vyhodny pokusny systém pro spermatogenné-specifickou genovou
expresi béhem spermatogeneze mysSi. MozZnost této techniky produkovat transgenni
potomstvo hodnoti uzitim GFP jako markeru. Exprese GFP po in vivo genovém pienosu byla
monitorovana fluorescenénim mikroskopem na povrchu varlat. Pfirozenym pafenim
s normalnimi samicemi bylo stanoveno, ze u 65 % samcli byla zachovana oplozovaci
schopnost a mohli normaln¢ produkovat potomky. Pfenos GFP vektroru zarodecnou linii na
potomstvo byl hodnocen fluorescenéni mikroskopii, ale nebyl detekovan zadny transgenni
potomek (Yamazaki et al., 2000). Sato et al. popisuji in vivo elektroporaci pifes cauda
epididymis pomoci elektrod pinzetového typu ihned po injekci EGFP expresniho vektoru
v komlexu s liposomy jako metodu, kterd okamzité¢ zlepSuje inkorporaci cizorodé DNA
epididymalnimi epitelidlnimi buiikami. Cizorodou DNA ve spermiich prokazuji pomoci PCR

(Sato et al., 2002).
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9.2 Uziti liposomii

Liposomy jsou uzivany jako vektor exogennich molekul do bunék. Vyuzivaji se
k prenosu mnoha riznych latek. Miize se jednat naptiklad o enzymy, hormony, protinadorova
a jina 1éciva. Do cilovych membran, s kterymi fuzuji, mohou pfinaset nové lipidy a tak ménit
jejich lipidové sloZeni. Ptikladem experimentdlniho vyuziti mize byt vyzkum signalizace
vedouci k aktivaci spermii, kde byly liposomy uzivany k dopraveni molekul nepfechazejicich
pres membranu do cytoplasmy spermii (Garrett et al., 1999). Optimalizaci a kvantifikaci fize
liposomii s membranou bycich spermii popisuji Anzar et al. (2002). Fhazi liposomi
s membranou spermii kvantifikuji pritokovou cytometrii. Pfi koncentraci 100 x 10°
spermii/ml bylo zjisténo vice fuzi liposomll se spermiemi nez pii nizSich koncentracich.
Dynamika fize se liSila v zavislosti na lipidovém slozeni. Zaroven nebyl zjistén vliv
vapenatych iontd. Procento spermii fuzujicich s liposomy se liSilo nejen v zavislosti na
lipidovém slozeni a poméru liposomy/spermie, ale také u jednotlivych zvifat (Anzar et al.,
2002). K ptenosu exogenni DNA jsou liposomy uzivany zvlasté u in vivo transfekei pfi
TMGT.

Uziti loposomu k transfekci exogenni DNA do hlavicky mySi spermie popisuje
Bachiller et al. (1991). Ackoli byl ptenos velmi efektivni a nebylo detekovano zadné ziejmé
snizeni frekvence fertilizace, nedoslo k produkci trangennich potomki (Bachiller et al., 1991).

O rok pozdéji byly liposomy uzity u ptakd pii genovém pienosu exogenni DNA
kohouti spermii do vajicka (Rottmann et al., 1992). Liposomy u ptaka uzili také Nakanishi a
Iritani (1993), ktefi zjistili, Ze dopraveni exogenni DNA do kohouti spermie pomoci liposomil
produkovalo zivotaschopnéjsi spermie a dovolovalo transfekci vajicek oplozenych témito
spermiemi ve veét§im procentu piipadil ve srovnani se spermiemi elektroporovanymi ¢i
inkubovanymi s volnou DNA (Nakanishi and Iritani, 1993). Podobnou problematikou se také
zabyvali Squires and Drake, (1993).

Interakci liposom/DNA komplexu s mySimi epididymdalnimi spermiemi in vitro
studovali Kim et al. (1997). Spermie transfekované liposom/DNA komplexem byly
analyzovany prutokovou cytometrii a in situ hybridizaci. Bylo zjiSténo, Ze transfekce spermii
timto komplexem byla efektivni, s vysokou frekvenci vazby exogenni DNA. Vazba exogenni
DNA byla rezistentni k pisobeni DNazy I, coz ukazuje na pfitomnost exogenni DNA uvnitf
spermie. Exprese cizorodé DNA v embryich vzniklych po in vitro fertilizaci ale detekovana

nebyla. Exogenni DNA byla nalezena v cytoplasmé, nikoli v jadru. K vazbé samotné
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exogenni DNA spermiemi nedochazelo. Vysledky naznacuji, Ze liposom/DNA komplex sice
muze byt efektivné vazan spermii, nicméné exogenni DNA nemiize byt integrovana do
chromosomalni DNA spermie. Naproti tomu, pfi transfekci in vivo, kde byly vyvijejici se
sam¢i zarode¢né bunky zniCeny alkyla¢nim ¢inidlem (busulfan) a do semenotvornych tubuli
byl vpraven komplex liposom/bakteridlni Lac Z gen pouzitim mikroinjekéni jehly,
epididymalni spermie obsahovaly cizorodou DNA integrovanou do genomu, coz bylo
potvrzeno PCR analyzou (Kim et al., 1997). Vliv liposoml na efektivitu vazby exogenni
DNA byl také hodnocen u kréli¢ich spermii. Pokud byly kréli¢i spermie inkubovany
s exogenni DNA v ptitomnosti lipofectinu, 66 % spermii neslo exogenni DNA (Wang et al.,
2003).

Lipofekce se da vyuzit také u metody REMI. Komplexem linearizované¢ho pEGFP
plasmidu a pfislusného restrikéniho enzymu, uzavienych v liposomech, byly lipofekovany
bovinni spermie (Shemesh et al., 2000).

Prikladem wvyuziti lipofekce in vivo muize byt produkce trangennich potkant, kdy
komplex liposom/DNA byl injikovan do jejich varlat. Bylo testovano osm liposomt a
provedeno srovnani, pouze dva vedly k zvySeni relativniho podilu potkan majicich pozitivni
spermie. Pfitomnost exogenni DNA v epididymalnich spermiich byla potvrzena PCR
analyzou. Pfenos exogenni DNA na potomstvo byl potvrzen Southern dot blot analyzou, ktera
detekovala DNA v jatrech a ocasu novorozenat, integrace do genomu byla pouze
piedpokladana (Yonezawa et al., 2001). Celebi et al. vyuZivaji mikroinjekce cirkularniho
plasmidu nesouciho Lac Z gen spolu s kationtovymi lipidy do semenotvornych tubult mysi.
Gen byl pfenesen na potomky, ale zlstaval v episomalni podob¢. Byl nalezen v ocasech
mladych zvitat, u dospélych nalezen nebyl. Plasmid zlstal pouze v nékterych tkanich, jako
skeletalni a srde¢ni svaly. Pti uziti cirkularni DNA nebyly nalezeny Zadné integrativni formy
(Celebi et al., 2002). Shen et al. pouzivaji komeréné dostupné liposomy jako kontrolu pfi
DMSO-spermii-zprostiedkovaném genovém pienosu, kdy jsou spermie transfekovany
komplexem DNA/DMSO (dimetylsulfoxid). Mysi spermie mohou byt touto metodou
transfekovany piimo injekci do varlat nebo in vitro plasmidovou DNA obsahujici GFP.
Kontrolni transfekce kralikli s vyuzitim liposomt probihala in vivo. Liposomy byly vyuzity
k pfenosu vektoru pGBC2htPAm, jez byl pfipraven kexpresi htPAm (human tissue
plasminogen activator mutant) v mlé¢nych zlazach zvirat. Samicky transgennich kraliki, jez
byly v tomto experimentu ziskany, byly v dospélosti schopné produkovat htPAm v buiikach

prsnich zlaz. Pfesto Shen et al. (2006) dosli k zavéru, ze DMSO je finanéné¢ méné¢ nakladné
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nez komeréni liposomy a efektivita zprostfedkovani genového pienosu je vyssi (56,3 %

transgennich potomkt oproti 39,6 a 47,8 % pfti uziti liposomtl) (Shen et al., 2006).

9.3 Testes-zprostiedkovany genovy prenos (TMGT)

Jak jiz bylo zminéno vySe, jednd se o variantu spermii-zprostiedkovaného
genového pienosu, kdy je DNA v podobé nechranénych molekul ¢i uzaviend v liposomech
vpravena piimo do reprodukéniho traktu samct, interaguje se spermiemi a dalSimi buiikami
reprodukéniho traktu in vivo a mtize byt pfenesena béhem oplozeni, které probihé ptirozenou
cestou nebo artificialni inseminaci. Efektivita inkorporace exogenni DNA muze byt posilena
také in vivo elektroporaci.

Huguet a Esponda (1998) analyzovali in vitro a in vivo inkorporaci exogenni DNA
myS$imi a potkanimi epididymalnimi spermiemi suzitim dvou konstruktd. Pfi in vitro
inkorporaci byly promyté epididymalni spermie 2 hodiny inkubovany v pfitomnosti
linearizované exogenni DNA. Pfi in vivo inkorporaci byla DNA injikovdna do proximdlni
oblasti vas deferens, spermie byly odebrany o 6 hodin pozdé&ji. Lokalizace exogennich gent
ve spermiich byla provedena in situ hybridizaci s vyuzitim fluorescenc¢nich markert a
elektronové mikroskopie. Pfesna lokalizace exogenni DNA ve spermii byla vitualizovéana
trojrozmérnou rekonstrukei uzitim konfokalni laserové mikroskopie. Bylo prokazano, ze
k inkorporaci exogenni DNA doslo u 60 — 70 % spermii po in vitro nebo in vivo plisobeni.
Byl ziskan pozitivni signal z jadra spermie, nebyl ovlivnén pisobenim DNazy. Inkorporace
exogenni DNA byla potvrzena PCR analyzou, sekvence izolované DNA a plvodniho
plasmidu se shodovala na 98,6 %. Byla prokazana schopnost spermii in vivo inkorporovat
exogenni DNA, moznost DNA dosdhnout jadra a ze epididymalni sekret ani sekret vas
deferens nebrani tomuto procesu (Huguet and Esponda, 1998).

Dalsi priklady uziti této metody byly uvedeny v souvislosti s vyuzitim liposomu ¢i

in vivo elektroporace.
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10. Zavér

Cilem této prace bylo pokusit se shrnout faktory ovliviiujici vazbu nukleovych kyselin
spermii a integraci DNA do genomu u spermiového pienosu. Proces vazby DNA a RNA
spermii je nendhodny, vysoce regulovany, zprostfedkovany specifickymi DNA vazebnymi
proteiny nachéazejicimi se na povrchu spermie a inhibovany faktory pfitomnymi v sekretech
zlaz reprodukéniho traktu. Inhibice vazby je kompeticni nebo zprostfedkovana enzymatickou
aktivitou. Schopnost vazby exogennich molekul maji zivé, zral¢ epididymalni spermie ¢i
ejakulované spermie zbavené semenné tekutiny. Schopnost vazby DNA muze byt posilena
vyuzitim dal$ich technik jako je elektroporace, uziti vektort (liposomy, linker proteiny apod.),
které lze kombinovat také stransfekci in vivo. Internalizace navazané DNA je
zprostfedkovana molekulami pfitomnymi na membrané spermie, internalizovano je konstantni
mnozstvi DNA molekul. Internalizované DNA molekuly mohou podstoupit rekombinaci
s chromosomdlni DNA spermie. Integracni mista se nachazeji v oblasti chromatinu
asociovan¢ho s jadernym leSenim. Predpoklada se role topoisomerazy II, neni vyloucen ani
retrotranskripni krok. Internalizované RNA molekuly mohou byt reversné transkribovany na
transkripéné kompetentni sekvence, které mohou byt pfenaseny na potomstvo béhem oplozeni

stejné jako exogenni DNA.
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