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V čom vidíte uplatnenie
výsledkov projektu:

Získané výsledky poukázali na možnosti uchovávania geneticky modifikovaných
králičích embryí (výsledky hodnotenia kvality po rozmrazení) pre cielenú produkciu
transgénnych králikov a prípadne pre účely izolácie embryonálnych kmeňových buniek.
Získané výsledky poukázali na možnosti uchovávania geneticky modifikovaných
králičích embryí pre cielenú produkciu transgénnych králikov s perspektívou využitia
nových génových konštrukcií. Na základe získaných výsledkov budú odporučené úpravy
biotechnologických postupov produkcie a vitrifikácie geneticky modifikovaných embryí
za účelom zlepšenia ich experimentálneho a praktického využitia. Rozšíria sa možnosti
hodnotenia a zlepšenia kvality embryí používaných v poľnohospodárskej praxi
vytvorením banky geneticky modifikovaných embryí (génová rezerva).



Charakteristika výsledkov

Súhrn výsledkov riešenia projektu a naplnenia cieľov projektu (max. 20 riadkov) - slovensky:

Prežívateľnosť králičích embryí po mikroinjekcii, integrácii transgénu a vitrifikácii sme hodnotili sledovaním
preimplantačného vývoja do dosiahnutia štádia voľnej blastocysty („hatching“), zisťovali sme celkový počet buniek v
embryu, počet buniek v ICM oblasti, percentuálne zastúpenie apoptotických buniek a merali diameter embryí.
Signifikantný rozdiel (p< 0,05) v celkovom počte buniek sme zistili medzi kontrolnou a EGFP skupinou embryí.
Najvyšší podiel apoptotických buniek sme zaznamenali u EGFP embryí (6%). V prípade zisťovania vplyvu vitrifikácie
na vývojovú potenciu králičích embryí sme v druhom experimente zistili štatisticky vysoko preukazný rozdiel (p< 0,01)
pri porovnaní embryí kontrolných s vitrifikovanými transgénnymi (EGFP - 68% vs.  hFVIII - 69%). Štatisticky vysoko
významný rozdiel (p< 0,01) sme zistili v prípade apoptotických buniek (EGFP vs. kontrola, EGFP vs. hFVIII, kontrola
vs. hFVIII), pričom najvyššie percento (2,90%) sa  potvrdilo u EGFP skupiny vitrifikovaných embryí. Zvýšený podiel
(7,96%) tukových kvapôčok a najviac porušených mikroklkov (1,62%) sme zistili u EGFP skupiny. Cytoplazmatická,
jadrová membrána aj medzibunkové kontakty boli najviac poškodené u mikroinjektovanej skupiny (1,30% resp. 0,82%
resp. 0,56%). Transgénne embryá vykazovali najvyšší podiel patologických zmien v prípade mitochondrií (4,12%),
drsného endoplazmatického retikula (2,37%) a Golgiho aparátu (1,32%).. Transgénne králiky vykazujú vyššiu
frekvenciu výskytu aneuploidných sád chromozómov v porovnaní s kontrolnou skupinou.
      Na základe našich výsledkov možno skonštatovať, že znížená prežívateľnosť transgénnych vitrifikovaných embryí
do štádia blastocysty, má za následok skôr proces vitrifikácie, než vlastná mikroinjekcia, či integrácia a expresia
transgénu v bunkách. Patologické zmeny v ich ultraštruktúre možno pripísať kombinácii mikroinjekcie a vitrifikácie.

Súhrn výsledkov riešenia projektu a naplnenia cieľov projektu (max. 20 riadkov) - anglicky:
About 100% of embryos either in the control or experimental (EGFP and hFVIII) groups reached the hatching

blastocyst stage. Significant differences (p< 0.05) in total cell number were recorded between the control and EGFP-
positive embryos. The highest apoptotic cell occurence (6%) was found in the EGFP-positive embryos produced by the
microinjection. Statistically significant differences (p< 0,01) in detection of embryo developmental potency after
vitrification were found between the control embryos and both the EGFP (68%) and the hFVIII-positive embryos
(69%), respectively. Developmental arrest was observed in 20% of the EGFP embryos and in 25% of the hFVIII
embryos. The highest proportion of apoptotic cells (2,90%) was detected in the EGFP-positive embryos. A higher
proportion of lipid droplets (7,96%) and destructed trophoblastic microvilli (1,62%) was found in the EGFP embryos.
Damages in cytoplasmic (1,30%), nuclear (0,82%) membranes and in junctional contacts (0,56%) were found in the
microinjected embryos. Pathological changes in mitochondria (4,12%), rough endoplasmic reticulum (2,37%) and
Golgi apparatus (1,32%) were detected at highest level in the EGFP embryo. Generally, transgenic rabbits exhibited
higher aneuploidy occurence compared to non-transgenic ones.

In conclusion, decreased survival of transgenic embryos is primarily caused                  by consequences of the
vitrification process. Pathological changes on embryo ultrastructural level are caused by vitrification and
microinjection processes.
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