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Etické aspekty prace se zviraty

Prace se zviraty je vysada/privilegium, rozhodné ne pravo

Musi byt jasny pfinos pro spolecnost, zdravotni Ci veterinarni péci Ci ziskani
unikatnich poznatku, které jinak nez za pomoci zivych zvifecich modelu
ziskat nelze

Je nutné, aby pfinos ziskanych poznatku jednoznacéné prevazil
pripadny ,diskomfort”, bolest i utrpeni zvifat béhem experimentu

Eticky kodex:

fylogenetického stromu - radéji bakterie nez mysi, radeji mysSi nez primati

- dukladné zvazit pocCet a zdroj organismu, planované procedury
(minimalizovat bolest a znehybnujici prostfedky, zajistit vhodnou
pooperacni péci, pravo na euthanasii, ...) — soucasti projektu pokusu




Zasady prace s pokusnymi zviraty , 3+1R"

definovano v The Principles of Humane Experimental Technique
- W.M.S. Russell and R.L. Burch (1959)

* Refinement — zjemnéni = dobra obziva, adekvatni zachazeni Skolenymi
pracovniky, prostor pro zivot, pokusy v anestezii

 Reduction — zmensSeni = pocCtu zvirat, délky pokusu, pokus se nesmi na
stejneém zvireti znovu opakovat

 Replacement — nahrazeni = pokus se provadi na zvireti jen tehdy,
nezname-li zadnou alternativu, jinak dame prednost alternativé (tkanove

Kulture atd.)

+ Responsibility — zodpovednost = dodrzovat zakony, schvalené protokoly a
eticky kodex

 Pri nedodrzeni zavazné nasledky nejen pro jednotlivce, ale i pro skupinu,
ustav (univerzitu) a celospoleCenské vnimani vyuziti laboratornich zvirat pfi
biomedicinském vyzkumu



Legislativa upravujici podminky
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Nutno dodrzovat
evropskou smérnici:
DIRECTIVE
2010/63/EU OF THE
EUROPEAN
PARLIAMENT AND OF
THE COUNCIL on the
protection of animals
used for scientific
purposes”)

* https://eur-
lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriS
erv.do?uri=0J:L:2010:276:0033:00
79:en:PDF

» http://ec.europa.eu/environment/ch
emicals/lab_animals/legislation_en
.htm

a Ceské pravni normy

prace s modelov
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Veiejneé zakazky  Uredni desky
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Ochrana zvirat

» Systém ochrany zvifat v CR

»  Aktualni témata v ochrané zvifat

mi organism

Tiskovy servis

Ochrana zvirat

r Vysledky kontrol ochrany zvifat

b Vzdélavani a kurzy

b Legislativa

» Zivotni situace

» Publikace a dokumenty

» Kontakty

http://eagri.cz/
public/web/mz
e/ochrana-
zvirat

Kalendar akci  Pravni predpisy  Kontakty

g

E-podatelna

Hledany vyraz

Cesky English

Hledej = Podrobné hledani »

Ochrana zvirat

~Zvifata jsou stejné jako clovék
Zivymi  tvory, schopnymi na
rizném stupni pocitovat bolest a
utrpeni, a zasluhuji si proto
pozornost, pé&i a ochranu ze
strany &lovéka.™ Tak zni preambule
zakona ¢&. 24671992 Sb., na
ochranu zZviFat proti  tyrani,
zakladniho pravniho pfedpisu
tykajiciho se ochrany zvifat, na
jehoz zakladé je postavena cinnost
viech statnich organd ochrany
zvirat v Ceské republice. Témi jsou
predevsim Ministerstvo zemédélstvi, véetné Ustiedni komise pro
ochranu zvifat a Vyboru pro ochranu zvifat pouzivanych pro védecké
ucely, a organy veterinarni spravy.

Zakon zakazuje tyrani zvifat i viechny formy propagace tyrani zvifat. Jeho
ugelem je chranit zvifata, jeZ jsou Zivymi tvory schopnymi pocitovat bolest a
utrpeni, pfed tyranim, poskozovanim jejich zdravi a jejich usmrcenim bez
divodu, pokud byly zplsobeny, byt i z nedbalosti, Elovékem.

Zakon stanovi, které &innosti jsou povaZovany za tyrani zvifat, divody k
usmrceni zvifete, upravuje ochranu zvifat pfi usmrcovani, pouZiti znecitlivéni,
ochranu zvifat pfi vefejném vystoupeni a povinnosti pofadateld t&chto akci,
ochranu zvifat pfi pfepravé. Stanovi podminky, které je nutno dodrZovat pfi
chovu hospodafskych zvifat a zvifat v zajmovych chovech, podminky chovu a

Piihlasit

Aktualni témata
Co délat v pfipadé zjisténi
stradajicich zviiat?

Vyklad k problematice zvlastniho

opatieni, zejména k umisténi
tyraného zvifete do nahradni
péce

Ztrata osvédcéeni, zména jmena
drzitele osvédéeni a podobné
situace

Nova doporuteni UKOZ:
Podminky ochrany pst a koek v
obchodech se zvifaty

Odstranovani byrokracie

Pomozte nam odstranit byrokracii
z resortu zemédélstvi a poslete
nam sve podnéty.

SURS listopadu 2018 DL
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Legislativa v CR

1) zakon Ceské narodni rady na ochranu zvifat proti tyrani ¢. 246/1992 ve znéni platnych
Uprav

2) vyhlaska Ministerstva zemédélstvi o ochrané pokusnych zvirat ¢. 419/2012 Sb. (ve
znéni vyhlasky €. 299/2014 Sb.)

Dulezité body:

« Vyzkumné zafizeni musi ziskat akreditaci od Ustfedni komise na ochranu zvifat

o Kazdy projekt musi byt schvalen odbornou komisi daného zarizeni a rezortni komisi MZe
* § 3 a) zvifetem se rozumi kazdy zivy obratlovec, kromé ¢lovéka, nikoliv vSak plod nebo
embryo

* Manipulovat s pokusnym zvifetem a provadét zakroky vymezené projektem pokusu
mohou pouze osoby, které ziskaly osvédceni o odborné zpusobilosti [§8 15d].



Zvireci modely ve fyziologii (biomediciné)

« Jsou intenzivné zkoumané organismy — cilem muze byt poznani jich
samotnych, ale pfedevsim je to popis obecnéjSich jevu a vztahu
platicich i pro jiné modely a obzvlasté pro Clovéka

Vyuzivaji se pro:

 zakladni vyzkum mechanizmui onemocnéni
* VyVO] hovych terapeutickych strateqii

* VYyVOj] a objev IéCiv

» predklinické studie

e testovani toxicity

* VyVOj novych zvifecich modelu dle potfeby a zajmu

In vivo veritas®




Nejcastéjsi modelové organismy ve fyziologii (biomediciné)

Distribution of animals used

Bezobratli: hadatko (Caenorhabditis elegans) in research in UK in 2017

octomilka (Drosophila melanogaster)

Other

Specially Protected Species
2.9% i ¥ P

0.4%

Birds
3.8%

Obratlovci: drapatka (Xenopus laevis)
danio (Danio rerio), zebrafish
kur (Gallus gallus domesticus)
mysS (Mus musculus)
potkan (Ratus norvegicus)
kralik (Oryctolagus cuniculus)
+ psi, koCky, prasata, primati

VZPOMENTE SI NA NAS, ALESPON DNES...

ZVIRAT

http://www.understandinganimalresearch.org.uk/animals/
numbers-animals/#International%20estimates



Pozadavky na (idealni) modelovy organizmus

a) biologicke

e dostupnost, moznost chovu Vv laboratornich podminkach

« relativni jednoduchost a nevyjimecnost ve zkoumané oblasti
 nekomplikovany zivotni cyklus

e dostatecné rychly vyvoj

e produkce vétsSiho mnozstvi potomku

b) metodicke

 moznost genetickych manipulaci (kfizeni, ndhodna a cilena
mutageneze, reverzni genetika)

o velikost
dostupnost sekvencnich dat




Vybér vhodneho modelu ve fyziologii

vhodny na sledovani zvoleného onemocnéni
reaguje podobne jako Clovek

(zalozené na zakladé evidence, nebo biologické podobnosti, Cim
zakladnejSi biologicky proces tym vySsi predpoklad, Ze Clovék a zvife
budou reagovat podobne)

spravny design experimentu

(demonstrace odpovédi, vhodna velikost, delka zivota, adekvatni
kontroly, dostate€né mnozstvi zvirat - statistické vyhodnoceni)

mnohé modely jsou vysoko specifické (napf. primati)
validace modelu (napr. nove IéCivo v preklinické studii)




Laboratorni potkan
(Rattus norvegicus)

10 FACTS

vétdi nez mys (vice bunék, vétsi organy) — Rat
vyhodné pro operacni pristupy (oblibeny GFP
transgen pI’O transplantaénl’ |mun0|og“) Rats were used in research for the first time more than 200 years

ago to understand human physiology and medicine
Vhodné pro kardiovaskularni choroby,
toxikologii, neurologii a behavioralni studie —
mnohem vice ,spoleCenské” nez mysSi a v
chovani vice podobné Clovéku (viz outbreding)

The brown Norway rat genome sequenced April 2004

Rats have been invaluable to cardiovascular medicine, neural

regeneration, wound healing, diabetes, and transplantation

Mazes to test rat intelligence were first built a century ago

ikl fype conirol’ GEE iramgen postive B About 10% ofrat genes are shared in mice but absent in humans

wild type control GFP transgene positive

Almost all disease-linked human genes have homologs in the rat
30 Nobel Prizes were based on research with rats

According to a study, the favourite foods of city-dwelling rats
include scrambled eggs, macaroni and cheese and cooked corn

A rat can fall as far as 50 feet {15m}|and land unharmed

Rats don't have gallbladders or tonsils, but do have belly buttons

Example of fluorescence seen in EGFP rat strains. Images of
SDTg(GEF)2BalRRRC(RRRC:0065) strain on right of each panel and wild type controls
images. Upper images for each panel are under bright light, bottom images for each
panel are under fluorescent light. Panel A: kidney; B: eye; http://www.rrrc.us/




Studium autismu pomoci hlodavcu

3 ntinzerce v genu FMR1 (fragile X mental retardation 1) vede k Syndromu fragilniho X
— jedné z nejCastejsSich genetickych pricin mentalniho postizeni

Tato inzerce vede k metylaci promotoru genu Fmrl, coz ma za nasledek zablokovani
jeho exprese, ¢im méné proteinu gen produkuje, tim jsou pfiznaky onemocnéni
vaznejsi

Zmeny v genu FMR1 jsou jednou z mala znamych genetickych pricCin poruch
autistického spektra

Pokud vyradime gen Fmrl u mysi, dojde k posileni jejich socialnich interakci

Pokud vyradime gen Fmrl u potkanu, dojde ke snizeni jejich socialnich interakci a
sniZzeni hlasovych projevu, coz jsou podobné zmény chovani, jaké vidime u
pacientu s mutacemi v genu FMR1

Potkani s vyfazenym genem Fmrl vykazuji take kompulzivni zvykani

Kompulzivni a opakujici se vzorce chovani jsou typické symptomy poruch autistického
spektra u lidi

V tomto pripadé je tedy potkan lepSi model pro studium role genu Frm1 v rozvoji
autismu nez mys

Upraveno z: Missouri Medicine | May/June 2013| 110:3



MyS domaci (laboratorni)

NejCasteji pouzivany model v biomediciné
Vyhody tohoto modeloveho organismu:
e Savec — z tradicnich modelu nejblize k Clovéku (Mus musculus)

* Mala velikost — snadna manipulace a relativné levny chov
* Velka védecka komunita — spousta zdroju (mutantni kmeny, know how)

* Genetika — osekvenovany genom (28 000 genu, 99% ma ortology u lidi,
divergence 75 milionu let), inbredni linie

« Siroka paleta experimentalnich pfistupt — véetné moznosti homologni
rekombinace v embryonalnich kmenovych bunkach a transgeneze

e Mnozstvi derivovanych bunécnych linii pro in vitro kultivace

Nevyhody

* Relativné malo — napf. nepruhlednost téla (x danio), nepfistupné embryo,
(prilis?) slozity organismus — genové rodiny — funkCni zastupitelnost genu




10 FACTS

Mouse

Mice areused in 7 of procedures in animal research
98% ofhuman genes have a comparable gene in mice

Inbred strains of mice have been a disease model, long before the

mouse genome project and transgenics.

Mice were first cloned in 1993

Studies using mice were awarded 30 Nobel prizes

Mice helped with the discovery of HIV and its treatment

Mice are often involved in fundamental research - how genes
work, how cells function and how the body integrates information

Without mice, organ transplant, IVF, most vaccines, cancer cures,

our understanding of the immune system, wouldn't be the same

Mice don't sweat or vomit

Mice can jump a footinto the air, and climband swim really well




MysS jako laboratorni model
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Zivotni cyklus mysi

Gestace — 19-21 dni

Odstav — 3-4 tydny

Pohlavni dospélost — 6-7 tydnu
GeneracCni doba — 2-3 mésice

Estrus — polyestralni, 4-5 dni

PocCet mladat ve vrhu 4-10

Délka zivota — az 2 roky

,<Jeden lidsky rok = cca 14 mysich dni*

Frinciples of Development, Lewis Wolpert



Manipulace s laboratorni mysi

* Prenasi se uchopena za ocas

* Pro fixaci my$ uchopime palcem a ukazovakem pevné za kuzi za krkem
a ocas fixujeme malikem

* Pro intraperitonealni injekci (i.p.) obratime zafixovanou mys briskem
vzhuru, hlavou dolu (pokles vnitfnosti) a druhou rukou
aplikujeme injekci
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Manipulace s laboratorni mysi

=

Video — tradi¢ni zachazeni s mysi Video — uchopovani mysSi pomoci jen jedné ruky









Chov laboratornich mysi

Relativné nenarocny — v plastovych nadobach (tzv.
klickach Ci nespravné ,akvarkach®) - podestylka,
voda + granule ad libitum, (bunicina Ci jiny ukryt)

Teplota 22+2°C
Max. 6 mysSek v jedné klicce (ale jen 1 chovny samec)

- AN |
[! _ r 1 9

IVC — individually ventilated cages —

brani rozsireni pripadne infekce
do celého chovu
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Otevrena klicka IVC

Copyright by TgUAMG Sediacex



Systém chovu laboratornich mysi

Otevreny (konvencni) — vstup i vystup zvirat, osob i materialu je bez
bariery, jen se zvySenymi hygienickymi opatrenimi
- mozno vylepsit IVC stojany a laminarnimi boxy na pfestylani mysi

« Barierovy — prostor pro zvifata je oddélen od vnéjSiho prostredi a
vstup zvirat, osob i materialu je mozny jen
pres bariéru - (sterilizace vody, potravy,
podestylky, zvy$ena osobni hygiena LT VSRR
oSetrovatel() I o
 |zolatorovy — prostor pro zvifata je trvale . [
oddelen bariérou od vngjsino prostredi
a 0sob, které se zviretem manipuluji @@ 1] =
- gnotobiotické a imuno- PP FROKLADACIVAA
deficientni kmeny

LADACH TUMEL ] L o

STERILIZAC] | DEZINFEKCI



Deleni podle mikrobialniho osidleni zvirat

onvencni — nedefinovana mikroflora, bezmikrobni
- , - , (axenickd) 30
otevreny chov za dodrzeni 7

zakladnich hygienickych Ea 2 — monoxenicka A
podminek 1 7
e SPF — viz samostatny snimek o| < dixenicka A+B
« axenické (germ-free) - bez mikroflory ) o ¢
v travicim traktu a na povrchu téla polyxenicka

- mladata hysterektomii do .
bezmikrobniho prostredi izolatoru ser  bez specifikovanych

o ; . _ i patogenu
e gnotobiotické mysi (definovana
mikrofldra) - prvni generace — konvencni
oCkovani mikroflory axenickym jedincum

. 7 . 7 https://nanoed.tul.cz/pluginfile.
- monoasociované (monoxenické) kmeny php/6789/mod_resource/conte

nt/0/14 In%20vivo%20testov%

- diasocioyané (dixenické)_kmeny CIUATHHCINAD, o
- polyasociované (polyxenické) kmeny



Studium gnotobiotickych mysi v CR

Laborator gnotobiologie,
Mikrobiologicky ustav AV CR, v. v. i.

Pracovisté Novy Hradek v Orlickych
horach

Hlavni témata vyzkumu

Studium vlivu komensalnich bakterii na vyvoj pfirozené a adaptivni imunity

Mysi model alergické senzibilace k inhalaénim a potravnim alergentim

My3i model autoimunitni uveitidy

Mysi model ulcerdzni kelitidy indukovany dextran sulfatem sodnym

My3i model Crohnavy choroby (Nod2-deficitni kmen)

Studium vlivu komensalnich a probiotickych bakterii na enterické infekce selat v €asném postnatalnim obdobi
Model nekrotizujici enterokolitidy u pfedéasné porozenych gnotobiotickych selat

Uloha aB a yd T bunék pfi imunizaci naivniho imunitnfho systému prasat

Vliv komenzalnich bakterii na vyvoj zanétu selat

Vyvoj a vyzravani prasecich B bunék

Vedouci: RNDr. Marek Sinkora, Ph.D.

Tel.: 491418 516

E-mail: marek@hiomed.cas.cz | e

Laboratof je detaSovanym pracovi§tém byvalého sektoru imunologie a gnotobiologie Mikrobiologického Ustavu AV CR.
Laboratof byla zaloZena v 60. letech prof. Jaroslavem Sterzlem v Novém Hradku v Orlickych horach s cilem zaloZit
pracovisté, kde by byla odchovavana bezkolostralni selata. Prasata maji specialni placentaci, kterd nedovoluje prostup
matefskych protilatek a stavaji se tak idealnim modelem pro studium nastupu imunitni odpovédi. Byla vyvinuta
technologie odchovu bezmikrobnich prasat, potkand, kralikd a mysi. V sougasné dobé pracovnici laboratofe pfi svych
experimentech vyuZivaji unikatni bezmikrobni zvifata (my3i a prasata), ktera umoZiiuji studovat vliv definovanych
sloZzek mikrobioty na vyvoj fyziologické a imunitni odpovédi u experimentalnich modeld lidskych onemocnéni.

Nedilnou sou&asti vyzkumného programu pracovidté je vyzkum ontogeneze imunitnich bunék selete.

https://mbucas.cz/vyzkum/detasovana-pracoviste/laborator-gnotobiologie/



SPF — ,specified pathogen free* zvirata

"specific pathogen free" — mikroflora zvirat prokazatelné neobsahuje specifikované
patogeny (salmonela, tuberkuléza, hepatitida...), jinak neni presné definovana, proto je

vhodnegjsi nazev ,specified pathogen free*

 Chov je pfisné bariérovy a je podrobovan
pravidelnym testim (~ 3 mésice) na dané
pathogeny (> 40), uvedeny v certifikatu ke
zviratim

* Vybér se fidi doporu¢enimi FELASA —
Federation of Laboratory Animal Science
Associations (http:/mww.felasa.eu/)

Archivace mysich kmenu — kryoprezervace —
embrya a spermie
- rederivace, in vitro fertilizace (IVF) — pro
,oziveni“ kmene i pro ,ozdraveni*
(o€isténi od patogenu), ustanoveni
SPF linie, Ci izolatorového chovu

BACTERMILOGY

ECTOPARASITES

Bcands (sarcoptes, others..)

MECROPSICAL EXAMIMATION

Histepathological lesions observed

Aﬂ:hrm'ﬂ, m
13 AETINGINGsT Demaodey Ectromedia virus
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Citrobacter rode ntim
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Mouse adenovirus (WA OF npe 1 (FL)
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Trichormanas spp Sendl wius
- Thafer's muanine encephalomyel tis vins
(THEV]

h;[tp's://www.janvier—labs.com/421.htmI




Znaceni laboratornich mysi

JedineCné oznaceni nutno u mysi s ruznym genotypem v jedné klicce
« Behem odstavu od matky — rozdeleni dle pohlavi a ustrizeni Spicky

poipliionrs e T ocasku na genotypovani
C%;‘g E i 1) USni znamky 3) Mikrogipy
63 R 2) Znageni usi nebo prstikia_

v c o)
e curis eched 3
e3¢ 2




Software pro praci s laboratornimi zviraty

_ Python Based Relational - -
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Korinek Wladimir

| Animals Cages] Reports] Requests] Administration] Help] Logoutr’AIias]

Animals  Stud males  Pups

Apply Filter | Femove Filter | Print | [ol=] | Results: 795 animals found in 278 cages. How showing 1 through 100
Current Fitter: Al mutations, Area 2 bazement, Show Deceased/Exported: Mo, Showe Plugged: Yes, Cwner=karinek
ViewPage:12 3 4 5 » (3 maore) Current Ordering: 1D (azc )
= I Go |
0 wr D~ Parents Cage Location & Sex Gen Sirahn hutations Add DO& Ade (Wl Project
] F3F-03448 T 64U-70057 S20M-03700 2F9R3 m  NA Mydss MyciB8 - W 05/04/2012 39 Nane o
] F8X-20374 ; gjg:;?ﬁfgj‘g S20M-04547 2F9RE m - NA il -cre ore 7g 08/08/2012 21 MNane 3

Animal Detail

Elack| farkin Log | Fedigres | Prim| Add to Request

m 20M-04035

| ZO0M-08052 S20M-04475 JF9R5 387 m N4 Hizd/ioxP- viilin cre ERT I 0nEnss Project:  ITToldage
I 20M-071574 Ohwmier: Karinek Wladimir Licensa: Hong
m: 20M-04759 Cortact: Wladimirorineki@imy. cas. ez Condition:  Marmal
| 2O00M-03794 £ 20M-0797F SZOM-02750 ZFAR3 m o NA Higl/delExZ-LGRE Cre
I 20007972 Species: mouse ‘“Weight: None
d Genetic Background: None
Strain: Hic1AoxP- wvillin cre ERT
- Pt -
] 2om-0944p T ZOMOBTOL  con 04035 2FIRA 370 m WA His/deIEX2-LGRS Gre Benerstian A | oty Name - Grade
f 20M-03576 Cage S200-04413
Date of Birth 26/05/2011 | | loP i
Date Sacrificed Mone
Ereeding Performance | | Cra +i-
m 20M-087 73
- 2OM-09459 ¢ oom-pppre  S20M04529 2FERI 370 m WA ZPd-are History | Comments | Add Comment | Add Procedure | Waight |
m 20M-08737 .
o 200M-0Q508  f 20M-03790  SROM-03966 YFAR4 353 m WA HisddoxP - ROSA-CreERTZ2 “
P - ST 1 k k 1 S t" et 2 I Move AWINETE e g bellmein BEOM-00050 SEOM-04413 "
ro spravu mysi | Komunikacl S osetrujiCim personalem 0745 e —
A4 /4 v . /4 r w7 ] v ] . 4 ré hdowve g;.:’:la‘?.‘ﬂﬁ hfowed b kolacir 5200-03117 B20-00960) —
KaZda myS unlkatnl CISIO (I treba Jen Vlrtualnl) . Q022012 FProject changed from 'Mone' ta'ITT ald age' by
7 - Ve ~w 7 v . - - -7 11 . . B (P 21:08 pospich |
Databaze informaci o kazdém zvireti: ,inicialy”, rodokmen, historie ... o001 soomar
Moznost fi ItrOVén I’ p‘r"i Vyhled éVén I’ b e ?2‘2?2012 Mowed by kolacir S20M-02229 B20M-00951
’ o ore HS/012012 tdowed by kolacin B20KM-00630 S20M-02020
Nevyhoda — pouze v AJ
Vy p L AL hdnwad borknlacie SPNhA-N2NA4 n?nnn.nnﬁnnb



., Experimental toolbox”

- bézné uzivané metody a zdroje

- prirozené a indukované mutace
- embryonalni kmenové bunky
(ESCs)
- ,knock-out a knock-in* mysi
-Cre/loxP system
- nové metody ,gene-targetingu®

- ZFN, TALEN a CRISPR/Cas9
- transgenni mysi
- mysi kliniky




Genetika laboratornich zvirat

1. Isogenni = geneticky definované kmeny

(isogenicita= geneticka totoznost vSech jedincl)

- inbredni kmeny - vznik pfibuzenskou plemenitbou po vice nez 20 generaci (bratr a sestra nebo
rodiC a potomek)

- koizogenni (=mutantni) kmeny - od puvodniho kmene se liSi jen v jednom genu, ve kterém
doslo k mutaci

- kongenni kmeny - vznik kfizenim dvou kmenua a naslednym zpétnym kfizenim (minimalné 10,
selekce sledovaného znaku), vyskyt specifickych genu jednoho kmene na pozadi kmene
druhého

- konsomické kmeny -na pozadi jednoho kmene pfenesen zpétnym kfizenim cely chromosom
kmene druhého, obtizny proces

2. Neisogenni = geneticky nedefinované kmeny

- outbredni linie - geneticky heterogenni populace, vyhybame se pfibuzenskému kfizeni, tak aby

"N/

3. Kmeny geneticky ¢astecné definované




A AL 4 4

NejCastejsi kmeny laboratornich mysi

Inbredni kmen - vSichni jedinci jsou odvozeni od jediného paru a jsou homozygotni ve vSech
alelach = geneticky identicti jedinci

« fenotypova uniformita (nizka variabilita reaktivity v experimentu)
» Vytvoreny v 1. pol.20.stol. a udrzovany (Jackson Lab,NIH,Charles River)

« C57BL/6J — ,black 6 - nejpouzivanéjsSi kmen, prvni osekvenovany mysi genom, permisivni pro
vetsSinu mutaci, resistentni vuci nadorum, moznost indukce obezity, DM Il. typu i
aterosklerozy dietou

« 129 — pro ,gene-targeting” — vysoka frekvence produkce zarodecéné linie, mnoho odvozenych linii
embryonalnich kmenovych bunék

* BALB/c — produkce monoklonalnich protilatek pomoci hybridomu

o C3H/HeJ — pouzivany v mnoha odvétvich — vyzkum infekCnich chorob,..
FVB/NJ - pro transgenezi — velky samci pronukleus a velka mladata

C57BL/6J -‘-‘ﬁaﬁ- FVB

C3H



Funkéni genomika
- cilem je urCeni funkce vSech genu v genomt

Dva hlavni pristupy:

A) prima (klasicka) genetika
(forward genetics)

1. fenotyp (znak)

2. gen

- vychazi z NAHODNE mutageneze celého
genomu

B) reverzni genetika
(reverse genetics)
1. sekvence DNA
2. Fenotyp
- zékladem jsou CILENE mutace

Metody funkcni genomiky

J

Reverse genetics

Knockouts

Identify gene

}

Gene-targeting

|

|

Identify phenotype

Forward genetics

Whole genome random mutagenesis

Mutagenise

)

Identify phenotype

Identify gene




Prima genetika — prirozené a indukované mutace

. Kolekce prirozené se vyskytujicich mutaci
vzacny vznik, vetsinou ve velkych chovech
pf. Naha (,nude”, nu/nu, athymicka, Foxnlnu) mys

e 1966: vznik (Glasgow, UK), 1968: mysi jsou
Imunodeficientni (nemaji thymus), 1996: mysi jsou
mutantni v transkripCnim faktoru Foxnl

2. Indukované mutace — a) chemicka mutageneze
nejcasteji N-ethyl-N-nitrosourea (ENU)
pf. ApcMin mys — model vzniku kolorektalniho

karcinomu, mutace v genu Apc

b) Genetické mutace — ,gene-traps” —
Inaktivace genu (SA-splice acceptor),
exprese reporteru a DNA znacka pro remes e (BRI T [ oo |-{en}-
rychlé uréeni genu




Reverzni genetika
,Gene targeting” — vnaseni cilenych mutaci

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2007
A Mario R. Capecchi, Sir Martin J. Evans, Oliver Smithies

Vnaseni cilenych mutaci bylo
drive omezeno pouze na bunky s

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2000

vysokou frekvenci homologni Aot
rekombinace, coz jsou mimo S Martin J. Evans
kvasinek jen mysi embryonalni Ofver Smithies
Kmenoveé bunky .}.

To branilo vnaseni cilenych r
mutaci u jinych organismu s
(uplatnovala se proto pfedevsim
transgeneze) L =
Zlom nastal se zavedenim novych h
metod vnaseni cilovych mutaci ‘/? |
(ZNF, TALEN a predevSim

Crispr/Cas9), ty umoznily vnaset
cilené mutace prakticky do vSech

bunék a organismu "for their discoveries of principles for introducing specific gene
modifications in mice by the use of embryonic stem cells”.

Photo: L. Montar

fato: U, Monta a: U, Mot ar
Mano R. Capecchi Sir Martin J. Evans Oliver Smithies



,Gene targeting” drive — homologni rekombinace ciloveho
vektoru v embryonalnich kmenovych bunkach

Step 1 Gene targetin

g in ES cells

1. ES cell culture
Embryonic stem (ES) cells
are cultivated from mouse
pre-implantation embryos

(blastocysts).

4. Proliferation
of targeted ES cell

Selection for presence of neo’
and absence of HSV-tk
enriches targeted ES cells.

Blastocyst /

Inserted DMA
Vector —_—t 1

neal HSW-tk
(O 1 ]

'\—'—l' '_'—f
Homeologous DMNA Homologous DMA

2. Construction of targeting vector

The vector contains pieces of DNA that are homologous

to the target gene, as well as inserted DMA which changes
the target gene and allows for positive-negative selection.

ES cells Transfection
/ ™ .

Target gene

Rare cell carrying
targeted gene

Positive-negative
\ selection

Pure population of ES cells
carrying targeted gene

3. ES cell transfection

The cellular machinery for homologous recombination
allows the targeting vector enables the target vector to
find and recombine with the target gene.

neol
Vector HSV-tk
— 1 ]
I
1

Tar_n-et gene

Homaologous
recombination

p Y peol v \
'.:I[I:I:I:l:—:l:l:ﬂ:: i
THrﬂEtEd gene




Jak ziskat z pozménénych embryonalnich kmenovych bunék mys

Step 2From gene targeted ES cells to gene targeted mice

5. Injection of ES cells into blastocysts

The targeted ES cells .where they mix and form a mosaic
are injected with the cells of the inner cell mass
into blastocysts... from which the embryo develops.

6. Birth and breeding

of mosaic mice
The mosaic mice mate with normal mice

to produce both gene targeted and
normal offspring.

The injected blastocysts are implanted
into a surrogate mother where they
develop into mosaic embryos.

Mosaic inner
& cellmass

LB L L

Gene targeted mice — called "knockout mice"

-.:-u-'{:QEgg

Spem

oD, ‘.

Spem

when the targeted gene is inactivated

Mormal mice

2 The Mobel Committes for Physiology or Medicine

Wustration: Annika Rahl




Genovy , knock-out, knock-in*

A) Klasicky (celkovy, totalni) knock-out — gen zcela vyrfazen (dfive ¢asto nahrazen
selekCnim markerem), muze vést ke smrti jedince jiz v prenatalnim véku, coz
neumoznuje studium funkce v dospélém organismu

B) Knock-in — do genového lokusu vlozena mutace (zaména, inserce, delece,...) nebo
napf. reportérovy gen ¢i Cre rekombinaza

C) Podminény (kondicionalni) knock-out — Cre/loxP systém
mistné a Casove specificka inaktivace genu

Vice informaci na:
https://www.youtube.com/watch?v=0oLPjiwM0OG7A

NORMAL GENE X
1
C) FLOXED A) GENE B) GENE
GENE KNOCK-OUT KNOCK-IN
} ' }

=)




Cre/loxP system — podminéna delece genu

loxP site (locus of X-ing over)

5 . i Babinet C., Cohen-Tannoudji M.; 2001
Line A ~— (7 g
ATAACTTCGTATA ATGTATGC TATACGAAGTTAT ! :
. CI’GERTZ = Cl’e inverted repeat Spacer ) inverted repeat __é‘ _I:'

recombinaza -+ - -

fdzovana s ) — fioxed " sequence Cross with a transgenic mice
estrogenow_m expressing Cre in;
receptorem je hl'ﬂ]l'!

regulovana Line B
hydroxytamox E é _|:,
ifenem P
(aktivni az po female germline oo a given tissue
|nJekC| {(£P3/Cre, PE]';_-'.{_TIL.", i} the same orientation {g.g. I;:_"_'H;S}
ene X

tamoxifenu) > l

« CreER™ — l

umoziiuje Y iy T

mistné i N floved " allele__ Ilﬁ\-__".:fr'.fﬂid ‘allels
Easové : e K —
specifickou L I/ﬁjw?l ~E—

1 \ L Eene X "‘I" X B =
regulaci 4 b k
rekombinace

_|_
DNA ma — L:Jndmn:unﬂl mutation:
SequUence deleted i all the cells Deletion sequence deleted in a fIven tissue



Nové metody , gene targetingu®

1. Zinc finger nuclease (ZNF) technologie

2. TALEN (Transcription Activator-Like Effector
Nucleases

3. CRISPR/Cas9technologie
https://www.youtube.com/watch?v=2pp1l7E4E-O8

opravy poskozené DNA

« zalozeno na endogennich mechanismech mm/
Donor

Nonhomoalogous
end joining

« funkCni v mnoha bunécnych liniich - e
a organismech [ Homologous
Y recombination

* ,knock-outové“ organismy . T
fi 2 Xaie & Targeted gene rel Targeted |
prlpravene za meésic & dva argeted gene relacement argeted mutagenesis




Transgenni zvirata

« Transgenni organismy - jejich genom obsahuje cizorodou DNA, jejiz misto integrace je
vSak NAHODNE
* Priprava (pokusna mys) - injekce ,nahé" DNA (konstruktu) do zygoty
* nahodna integrace do genomu (Casto ve formé , tandem arrays®)
o implantace do ,nahradnich® (foster) matek (200-300 embryi)
e genotypovani potomstva na pfitomnost transgenu (1-10%)
o kfizeni ,founderd®, analyza fenotypu

Transgeneze

Transgeneze
VS.
Gene targeting

Injekce bunék do blastocysty

et & &8

l Uspésnost cca 1-10% ‘




Transgenni mysi

Smysl pokusu - co se stane, dojde-li k expresi genu v jiné nez puvodni tkani
« nadprodukce proteinu (v pavodni Ci jiné tkani)
e produkce zméenéneho proteinu

« studium regulacnich oblasti genu nebo znacCeni bunek in vivo (exprese
Jreportérovych® proteind — GFP, 3-galaktozidaza)

* Vyhody - rychlost a jednoduchost provedeni

 Nevyhody - ndhodna integrace konstruktu — naruseni genu v misté integrace

« pozi¢ni efekt regulaénich oblasti gent v misté integrace na expresi transgenu
(umlCovani transgenu, ovlivnéni exprese trangenu atd.)

* integrace vice kopii konstruktu (efekt ,genové déze”) .

insulator insulat
— -—
W H- e AE

enhancer

« Reseni - nutnost analyzy vice ,founders"

(a)
» pouziti DNA sekvenci eliminujicich pozi¢ni efekt ~e "
(inzulatory, Matrix Associated Regions; MAR) -E—'— gene F'—ﬂ'
« pouziti velkych ¢asti chromozomu (Bacterial st
Artificial Chromosome; BAC recombineering) ® —m:w\ —

enhancer enhangcer



International knock-out mouse consortium

http://mwww.mousephenotype.org/about-ikmc

C|,| IKMC — @;IMPC I s NS & EVENTS  CONTACT Y PG &login  ®Register
pripravit
(kondiciovany) e s e Q 0
knock-out pro

kazdy mysi gen

Pomoci tohoto  About the International Knockout Mouse Consortium

p‘r"l'stu pu ZJ |St|t The members of the International Knockout Mouse Consortium (IKMC) are working together to
mutate all protein-coding genes in the mouse using a combination of gene trapping and gene

fu n kCI kazd é h O targeting in C57BL/6 mouse embryonic stem (ES) cells.
genu

Nutno The IKMC includes the following programs:
SyStematICky * Knockout Mouse Project (KOMP) (USA)

-:lﬁ Studovat * CSD, a collaborative team at the Children's Hospital Oakland Research Institute (CHORI) &, the Wellcome Trust Sanger Institute® and the University of California
h at Davis School of Veterinary Medicine @, led by Pieter deJong, Ph.D., CHORI, along with K. C. Kent Lloyd, D.V.M., Ph.D., UC Davis; and Allan Bradley, Ph.D. FRS,
.I:e n Otyp myél' _ and William Skarnes, Ph.D., at the Wellcome Trust Sanger Institute.
* Regeneron, a team at the VelociGene® division of Regeneron Pharmaceuticals, Inc., led by David Valenzuela, Ph.D. and George D. Yancopoulos, M.D., Ph.D.

tZV myéll kl I n I ky e European Conditional Mouse Mutagenesis Program (EUCOMM)# (Europe)

. . e EUCOMM: Tools for Functional Annotation of the Mouse Genome (EUCOMMTQOLS) (Europe)
(Jed na. I Ve * North American Conditional Mouse Mutagenesis Project (NorCOMM)# (Canada)

. e Texas A&M Institute for Genomic Medicine (TIGM)# (USA)
Vestci u Prahy)




Jak |ze geneticky upravené mysi systematicky studovat?

\4' ”, [: ZQ Ch [: Q ﬂtrE for P h E’ﬂ O g Q n O m i C S KEY: ms= HOM Viable line  wem HOM Lethal line 1am1 HET Viable line  @®® HOM Subviable L Non-Mandatory tests J Ueiai i

or under consideration

hosted by the Institute of Molecular Genetics of the ASCR, v.v.1 0 5 B e T e e 8 T e U S A T T T e e 2 e e e e S S S B T S S S R St i S T
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http://www.mousephenotype.org/impress

Shrnuti

Ochrana zvirat je eticky imperativ nejen
béhem experimentu s nimi
MyS je nejpouzivangjSi model pro
biomedicinsky vyzkum
Chov konvencni vs. bariérovy chov
IVC, SPF, izolatorovy chov
Vyborny geneticky model —
inbredni kmeny, moznost manipulace
genomu
— gene targeting vs. transgeneze

Klasicky vs. kondicionalni knock-out
(knock-in) + Cre/loxP systém

Databaze — www.jaxmice.org,
www.komp.org, www.eucomm.org,
www.informatics.jax.org,
www.creline.org




Dekuji
Za

pozornost!
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